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RESUMO

SOARES, D.O. Anadlise de fatores de viruléncia relacionados a adesao e ao
fendétipo de variante de pequenas colonias em cepas de Staphylococcus
aureus isoladas de infeccao oOssea maxilofacial. 2020. 50f. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia) - Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia,
UFES, Espirito Santo. Brasil.

A osteomielite € uma doencga infecciosa que atinge o tecido 6sseo e tem como
agente etiolégico mais frequente Staphylococcus aureus. Quanto acomete a regiao
maxilofacial acarreta significativo impacto a saude, devido sua elevada morbidade,
baixas taxas de cura e muitas vezes a necessidade de multiplas cirurgias que
podem levar a deformagdes e sequelas crbnicas, comprometendo a qualidade de
vida dos pacientes, além de apresentar elevado custo hospitalar. Dessa forma, este
estudo é importante, pois propde-se a detectar os genes de viruléncia associados a
expressdo das adesinas de ligagdo ao colageno tipo | (cna) e sialoproteina
(bbp), além de verificar a capacidade de formagédo do fendtipo SCVs (do inglés
small colony variants) de cepas de Staphylococcus aureus isoladas de osteomielite
maxilofacial e de portadores nasais assintomaticos. Foram analisadas 12 cepas de
S. aureus, sendo 6 isoladas de osteomielite maxilofacial e 6 de portadores nasais
assintomaticos. Para identificagdo bacteriana foram usados testes fenotipicos como:
analise morfotintorial, teste de coagulase, catalase e fermentacdo em agar manitol.
Pressao seletiva com uso de antibiético gentamicina foi utilizada para identificagao
do fendtipo SCVs e amplificagdo dos genes das adesinas cna e bbp por meio da

técnica de PCR. Nossos resultados mostraram que genes de viruléncia associados

a expressdo de adesinas bbp e cna ndo foram determinantes para o
estabelecimento de infeccbes O&sseas considerando as cepas analisadas de
Staphylococcus aureus isoladas de osteomielite maxilofacial e de portadores nasais
assintomaticos, sugerindo que outros mecanismos estejam envolvidos neste
processo, como a manifestagdo do fendtipo SCV, o qual mostrou ter papel
importante no estabelecimento e persisténcia das osteomielites supurativas

cronicas.

Palavras-chave: Infecgdo éssea maxilofacial. SCVs. Adesinas bbp e cna.



ABSTRACT

SOARES, D.O. Analysis of virulence factors related to adherence and the small
colonies variant phenotype in strains of Staphylococcus aureus isolated from
maxillofacial bone infection. 2020. 50f. Dissertation (Master in Biotechnology) -

Graduate Program in Biotechnology, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Osteomyelitis is an infectious disease that affects bone tissue and has the most
frequent etiologic agent Staphylococcus aureus. Osteomyelitis in the maxillofacial
region has a significant impact on oral health in developing countries, has high
morbidity, low cure rates and often the need for multiple surgeries that can lead to
deformations and chronic sequelae, compromising the quality of life of patients, in
addition to high hospital cost. Thus, this study is important, as it is proposed to
elucidate some mechanisms involved in the pathogenesis of maxillofacial
osteomyelitis. The aim of this study was to compare strains of Staphylococcus
aureus isolated from maxillofacial osteomyelitis and asymptomatic nasal carriers for
the detection of virulence genes associated with the expression of type | collagen-
binding adhesives (cna) and sialoprotein (bbp), in addition to ability to form the SCVs
phenotype (small colony variants). Twelve strains of S. aureus were analyzed, 6
isolated from maxillofacial osteomyelitis and 6 from asymptomatic nasal carriers. For
bacterial identification, phenotypic tests were used, such as: morphotintorial analysis,
coagulase test, catalase and fermentation in mannitol agar. Selective pressure with
the use of gentamicin antibiotic was used to identify the SCVs phenotype and amplify
the adhesin genes cna and bbp using the PCR technique. Our results showed that
virulence genes associated with the expression of adhesins bbp and cna were not
determinants for the establishment of bone infections considering the analyzed
strains of Staphylococcus aureus isolated from maxillofacial osteomyelitis and
asymptomatic nasal carriers, suggesting that other mechanisms are involved in this
process, as the manifestation of the SCV phenotype, which has shown to play an
important role in the establishment and persistence of chronic suppurative

osteomyelitis.

Keywords: Maxillofacial bone infection. SCVs. Adesinas bbp and cna.
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1 INTRODUGAO

As doencas infecciosas estdo entre as mais importantes causas de morte humana
no mundo (GUO et al., 2020). A taxa de mortalidade quando a infecgdo ocorre de
forma sistémica é superior a 50%, o que tem contribuido para que estas infeccoes
tenham se tornado um problema mundial no tratamento clinico e comunitario anti-
infeccioso (GUO et al., 2020). As osteomielites fazem parte desse grupo de doencas
infecciosas onde o tecido 6sseo é afetado, tendo como principal agente etiolégico o
Staphylococcus aureus, responsavel por 30% a 75% dos casos que ocorrem em
humanos (KAVANAGH et al., 2018, HOFSTEE et al., 2020). Os ossos mais
frequentemente  acometidos sdo o0s ossos longos dos  membros,
como fémur e umero, e ossos da coluna vertebral, mas qualquer regido do sistema
esquelético pode ser acometida. Na regido maxilofacial, a mandibula € o osso mais
afetado (SCHLUND et al., 2017).

A osteomielite na regido maxilofacial acarreta sérias consequéncias relacionadas a
cronificagao da infecgéo trazendo significativo impacto a saude bucal nos paises em
desenvolvimento. Combater essas infecgées € uma tarefa dificil devido a natureza
microbiana, anatomia do osso afetado e estado fisiolégico do paciente, podendo ser
agravada principalmente em individuos que apresentam comorbidades como
Diabetes Mellitus, desnutricdo, cancer ou deficiéncia imunolégica (ZIMMERMANN et
al., 2020). Dessa forma, a osteomielite maxilofacial apresenta alta morbidade
trazendo dentre outras complicacbes, muitas vezes a necessidade de multiplas
cirurgias que podem levar a deformagdes e sequelas crbnicas, comprometendo a
qualidade de vida dos pacientes, além de apresentar elevado custo hospitalar para o
tratamento adequado e apresentar baixas taxas de cura (TUCHSCHERR et al.,
2016).

A osteomielite na regido maxilofacial comumente tem inicio a partir de lesdes
traumaticas, ou por disseminagdo hematogénica, proporcionando que os S. aureus
alcancem o tecido 6sseo. Infecgdes odontogénicas também podem contribuir para a
disseminacdo bacteriana no tecido 6sseo, embora menos comumente estas

evoluam para osteomielites, uma vez que S. aureus nao esta entre os
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microrganismos mais frequentemente encontrados nas infec¢cdes dentarias
(ZIMMERMANN et al., 2020).

S. aureus faz parte da microbiota de individuos sadios, podendo ser encontrados em
aproximadamente 30% da populacdo em geral. Por outro lado, é considerado
patégeno de grande importancia clinica por estar envolvido em diversas infecgbes
tanto em individuos hospitalizados quanto comunitarios (LEE et al., 2020),
principalmente em infecgbes 0sseas, devido a sua alta versatilidade pela diversidade
de fatores de viruléncia e mecanismos de resisténcia a antimicrobianos. Infecgbes
Osseas por esta espécie requer um tratamento prolongado e por vezes dificil,
sobretudo porque, desde o advento da quimioterapia antibacteriana, esta espécie
tem conseguido tornar-se resistente a praticamente todos os agentes
antimicrobianos ja desenvolvidos (KAVANAGH et al., 2018; YANG et al., 2018).

A patogénese das infecgbes 6sseas causadas por S. aureus esta relacionada a uma
combinacgao de fatores extracelulares e propriedades de aderéncia bacteriana. Esta
espécie possui em sua superficie diferentes moléculas de adesdo capazes de
ligarem-se de forma especifica a componentes da matriz extracelular. Estas
moléculas de adesdo sdao componentes da superficie microbiana que reconhecem
moléculas adesivas da matriz, conhecidas pela sigla MSCRAMMs (do inglés,
microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules). Dentre as
que apresentam papel mais relevante no processo patoléogico das osteomielites,
podemos citar: adesina de ligacdo ao colageno (cna), fibronectina de ligagcdo A e B
(finbA, finbB) e sialoproteina (bbp) (ATSHAN et al, 2012). As MSCRAMMSs
possibilitam a adesao de S. aureus a matriz extracelular do tecido 6ésseo, uma etapa
fundamental para o estabelecimento da infec¢ao, além de auxiliarem no processo de
internalizagcdo celular. Deste modo, a expressdo destas adesinas aumentam a
capacidade de infecgao, além de contribuirem para que estas tornem-se (se tornem)
cronicas e persistentes (FOSTER et al., 2014).

Adicionalmente, nas ultimas décadas, infecgdes dsseas crénicas e reincidentes tém
sido associadas a um fenétipo alterado de S. aureus, conhecido como variantes de
pequenas colbnias (SCVs, do inglés small colony variants) (TUCHSCHERR et al.,
2016). Este fendtipo é caracterizado pela formagao de colbnias pequenas, nao

pigmentadas e n&o hemoliticas, e que, devido a morfologia atipica e perfil
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bioquimico incomum, comumente levam ao diagnostico tardio (DELGADO-
VALVERDE et al., 2014). As SCVs tém metabolismo mais lento e capacidade de
manter-se por longos periodos em estagio de laténcia, podendo persistir dentro das
células do hospedeiro, onde favorece os mecanismos de evaséo ao sistema imune e
também a acdo dos antimicrobianos. Estas caracteristicas potencialmente dificultam

o tratamento e reduzem as possibilidades de cura (YANG et al., 2018).

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa investigaram a
participacdo de fatores de viruléncia de S. aureus isolados de pacientes com
infeccbes dsseas da regiao maxilofacial, comparados a portadores orais, onde foram
identificados fatores de viruléncia associados a adesido ao colageno e indugédo da
internalizacdo nos osteoblastos cultivados (VON ZEIDLER, 1999). A partir deste
estudo, observou-se a necessidade de investigar a presenga de perfis fenotipicos de
viruléncia, como as SCVs e a presenca de genes de adesao bacteriana, sendo
esses importantes por contribuir para a patogénese da osteomielite maxilofacial.
Experimentos realizados com cepas isoladas de pacientes com infeccdes ésseas e
com portadores assintomaticos sao relativamente escassos na literatura. Dessa
forma, consideramos que o estudo de mecanismos de viruléncia de S. aureus
presentes neste estudo podem auxiliar no esclarecimento da iniciagéo e progressao

dos processos infecciosos que acometem a regido maxilofacial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OSTEOMIELITE MAXILOFACIAL

O tecido 6sseo é composto por uma variedade de células, como osteoblastos,
ostedcitos, e osteoclastos, dispostos em uma matriz extracelular formada por
componentes organicos e inorganicos. O principal componente organico da matriz
extracelular € o colageno tipo |, que corresponde a 90% do total de proteinas e tem
como funcdo manter a estabilidade e elasticidade do tecido, atuando também na
modulagdo do comportamento celular (BENTO, 2003; KAVANAGH et al., 2018). A
matriz 6ssea também é composta por proteinas nao-colagenas, como fibronectinas,
osteocalcina, osteonectina, sialoproteina, metaloproteinases de matriz e fatores de
crescimento. Os componentes inorganicos, por sua vez, conferem rigidez e
resisténcia ao tecido 6sseo e sao constituidos principalmente por cristais de
hidroxiapatita na forma de fosfato de calcio (BENTO, 2003).

A osteomielite € a principal doenga infecciosa que atinge o tecido 0sseo,
promovendo um processo patolégico longo e muitas vezes grave. Pode ser causada
por fungos ou bactérias, sendo S. aureus o agente etiolégico mais frequente,
envolvido em cerca de 30 a 75% dos casos (SUN HAI-JIANG et al., 2016). A
infeccdo pode ocorrer de forma primaria ou secundaria. A osteomielite primaria
ocorre quando ha contato direto de material contaminado ou do ambiente externo
com o tecido 6sseo, sendo mais frequentemente ocasionados por acidentes ou
intervengdes cirurgicas, onde, por um trauma fisico ha exposi¢cao, osteotomia ou
fratura Ossea. Ja a osteomielite de origem secundaria, pode ser proveniente da
disseminagdo hematogénica do microrganismo ou do contato com tecidos moles

adjacentes, a partir de uma infecgao pré-existente (KAVANAGH et al., 2018).

O desenvolvimento da osteomielite na regido mandibular esta relacionado a fatores
de viruléncia bacteriana, bem como a fatores intrinsecos do hospedeiro, como
resposta imunoldgica, circulagdo sanguinea local devido as placas corticais serem
pobremente vascularizadas e fatores sistémicos (KUDVA et al. 2018). Os fatores

sistémicos que favorecem a instalacdo dos quadros infecciosos incluem Diabetes
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Mellitus, doenga autoimune, desnutricdo grave, anemia e uso de horménios, os
quais podem reduzir a capacidade de resposta imunoldgica do hospedeiro. Os
fatores que alteram a circulagdo sanguinea predispondo os individuos a osteomielite
mandibular, por sua vez, incluem radioterapia em regido de cabega e pescogo,

osteoporose, osteopetrose e displasia éssea fibrosa (SUN HAI-JIANG et al., 2016).

Pacientes com osteomielite podem apresentar sintomas clinicos como dor, inchaco,
drenagem purulenta, fistulas e/ou presencga de sinusite nos seios da face, ruptura da
ferida, eritema, aumento da temperatura local. Além disso, os seguintes parametros
séo considerados: i) sinais de destruicao 6ssea e a presenca de sequestro e colegao
purulenta em tecido mole avaliada por exames de imagem; ii) ocorréncia de
microrganismos em mais de uma amostra profunda verificada com culturas
microbiolégicas, e iii) contagem de leucécitos, taxa de sedimentacao de eritrocitos
(ESR) e dos niveis de proteina C reativa (PCR). A infecgdo pode ser confirmada por
meio de cultura ou por exame histopatolégico de amostras de tecido profundo,
sendo a presenga de microrganismos no tecido profundo identificado utilizando-se
as técnicas de coloragao especificas para bactérias (por exemplo, coloragédo de
Gram). Para os casos em que o resultado da cultura é negativo, o diagndstico das
osteomielites pode ser confirmado histologicamente se houver sinais de reabsorgao
e remodelacdo Ossea ativa, e a presenga de processo inflamatério agudo ou crénico.
O infiltrado de células inflamatdrias agudas € demonstrado pela identificagédo de
mais de cinco polimorfonucleares (PMNs) por campo de alta poténcia no aumento
x400 (TIEMANN et al., 2014).

O tratamento convencional para osteomielite crénica do complexo maxilofacial
consiste no desbridamento cirdrgico do osso necrético infectado e terapia
antimicrobiana sistémica. Os antimicrobianos frequentemente usados para tratar a
osteomielite por S. aureus incluem R-lactamicos associados a inibidores da enzima
B-lactamase, clindamicina e fluoroquinolonas. Vancomicina, linezolida, daptomicina
e fosfomicina sédo indicadas quando detectada presenca de cepas resistentes, como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (TUCHSCHERR et al., 2016;
VESTERGAARD et al., 2019).
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2.2 PATOGENESE DA OSTEOMIELITE MAXILOFACIAL CAUSADA POR
STAPHYLOCOCCUS aureus

Nossa compreensdo da fisiopatologia da osteomielite evoluiu nos ultimos anos e
agora temos uma visdo melhor de que a cronicidade pode estar relacionada a
formacéo de biofilme bacteriano e invasao bacteriana dentro do sistema canalicular

dos osteodcitos estao envolvidas nas osteomielites crénicas.

A osteomielite é tipicamente de origem bacteriana, notavelmente espécies de
Staphylococcus, em que Staphylococcus aureus € o patdgeno mais predominante,
envolvidos em infecgbes hospitalares ou comunitarias, como abscesso cutaneo,
pneumonia ou artrite séptica, além de ter papel relevante nas infeccbes dsseas
(LEW E WALDVOGEL, 2004).

S. aureus sao caracterizados por apresentar formato cocos com aproximadamente
0,8 um de didmetro, Gram-positivo, dispostos de forma semelhante a cachos de
uvas sob microscopia e crescem de maneira ideal a 37° C em pH 7,4. Séao
sapréfitas, fazendo parte da microbiota humana normal e colonizando diversas
partes do corpo, como fossas nasais, orofaringe, intestinos e pele. No entanto,
apresentam potencial patogénico, sendo versateis em adquirir genes de viruléncia e
de resisténcia a antimicrobianos, o que lhe confere um papel de destaque entre os
microrganismos de interesse médico devido a sua capacidade de causar uma
variedade de infecgdes (YANG et al., 2018).

Como patdgeno na osteomielite maxilofacial, S. aureus consegue acessar o espago
medular do osso por diferentes mecanismos, sendo a via hematogénica e as lesdes
traumaticas os mais comuns. Também € possivel sua disseminagao pelos tecidos
moles ou implantes metalicos. Esta espécie utiliza varios mecanismos de viruléncia
que fazem com que consiga escapar das barreiras mecanicas, quimicas e resposta
imunoldgica do hospedeiro, facilitando a invasdo ao tecido 6sseo (JOSSE et al,
2015). Dentre os mecanismos de evasao ao sistema imune, podemos citar o uso da
capsula para neutralizar a fagocitose e a opsonizagado pelo sistema complemento.
Outro aspecto importante da viruléncia de S. aureus esta em sua capacidade de
atingir a membrana celular com um grande numero de toxinas e peptideos
estimulando a resposta inflamatéria (VELAZQUEZ-MESA, 2005).
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Outro evento critico no processo de invasdo bacteriana é a expresséo de proteinas
de adesao a componentes da matriz extracelular, o que confere um importante papel
na patogenicidade de varios processos infecciosos (MADANI et al., 2017). S. aureus
apresenta inumeras MSCRAMMSs, que sdo moléculas de adesido presentes na
superficie bacteriana, como a proteina A estafilocdcica (SpA), a proteina ligante de
fibronectina (FnBP), proteina de ligagao a sialoproteina éssea (Bbp) (Salman et al.,
2012) e proteina ligante de colageno (cna) (FOSTER et al. 2014), conforme ilustrado
na figura 1. Dessa forma, assim que S. aureus tem acesso ao espago medular do
osso utiliza suas MSCRAMMSs para se aderir de forma especifica as proteinas da
matriz 6ssea extracelular, as proteinas plasmaticas e aos osteoblastos (KAVANAGH
et al., 2018).

Sialoproteina

Fibronectina

-\
Integrin a5p1

Colageno tipo | %

Figura 1. Adesinas expressas por Staphylococcus aureus responsaveis pela adesao da
bactéria aos componentes da matriz 6ssea. (A) célula osteoblastica com presenga da
Integrin a5B1 acoplada a membrana da célula; (B) componentes da matriz éssea extracelular;
(C) S. aureus; (Cna) adesina de ligagdo ao colageno; (Bbp) adesina de ligagdo a
sialoproteina; (FNBPA/B) adesina de ligagédo a fibronectina A e B. Fonte: Adaptado de
JOSSE et al., 2015.
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Os fatores de patogenicidade mais importantes relacionados as infecgbes Osseas
sdo as adesinas de ligagdo ao colageno tipo |, sialoproteina dssea e fibronectina. O
colageno tipo | representa a maior parte da porgdo organica do osso, sendo assim
um importante componente no processo de patogénese da osteomielite, por
representar um grande volume de substrato disponivel para a adesina de ligagdo ao
colageno (cna) presente na superficie de S. aureus. Além disso, cepas cna-positivas
sdo frequentemente associadas a formagao de biofilmes, uma caracteristica que
aumenta a patogenicidade de S. aureus em osteomielite associadas a materiais
implantados no tecido 6sseo (JOSSE et al., 2015). As sialoproteinas, por sua vez,
sdo proteinas da matriz extracelular que se ligam a hidroxiapatita por meio de
sequéncias de acido poliglutdmico, mediando assim a adesao de células via
sequéncia de aminoacidos tripeptideo acido arginil-glicil-aspartico. A proteina ligante
da sialoproteina (Bbp) foi uma das primeiras adesinas estudadas na osteomielite
causada por S. aureus. Dessa forma, tanto o Cna quanto o Bbp sao considerados
importantes marcadores de viruléncia em S. aureus isolados de osteomielite
associada a implantes (SANTOS et al., 2007) e, por isso, foram selecionadas para

serem alvos de investigagéo neste estudo.

A fibronectina faz parte de uma familia de glicoproteinas de elevado peso molecular,
contendo cerca de 5% de carboidratos, que liga-se a receptores protéicos da
membrana celular chamados integrinas e também & matriz extracelular (Figura 1). E
o componente mais estudado da matriz extracelular na infecgdo estafilocécica,
principalmente na osteomielite, onde atua como uma ponte entre S. aureus e os
osteoblastos, colaborando para o processo de internalizagdo de S. aureus.

(ATSHAN et al., 2012).

Este é outro mecanismo importante da patogenicidade de S. aureus nas
osteomielites para o processo de internalizacdo em osteoblastos. Acredita-se que a
forma mais comum de internalizacdo de S. aureus em osteoblastos ocorra por meio
das fibronectinas, as quais sdo usadas como “pontes” entre a FnBP, expressa por S.
aureus, e a integrina a5B1 presente na superficie dos osteoblastos (CLARO et al.,
2011). Dessa forma, outros componentes da matriz 6ssea extracelular, como
colageno e sialoproteina, também se ligam a multiplas integrinas, o que poderia

possibilitar que os sistemas de pontes ‘“integrinassMSCRAMM”, ainda né&o
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completamente esclarecidos, possam iniciar a internalizacdo de S. aureus em
osteoblastos (JOSSE et al., 2015).

A ligagdo com as integrinas leva a internalizagdo da bactéria pela formagao de
vesiculas fagociticas (Figura 2). Apds este processo, dois eventos podem ocorrer: a
indugdo da morte dos osteoblastos ou a permanéncia destas bactérias na célula.
(STROBEL et al., 2016).

A permanéncia de S. aureus intracelularmente esta ligada a sua capacidade de
escapar dos fagossomos, 0 que se deve a agao de outros fatores de viruléncia,
como as enzimas hemolisinas, leucocidinas bicomponentes e modulinas soluveis em
fenol que danificam a membrana do fagossomo. Outro mecanismo relacionado a
permanéncia de S. aureus no osteoblasto € o fendtipo SCV, que sera melhor
discutido adiante (CLARO et al., 2011; STROBEL et al., 2016).

Utilizando modelos in vitro foi observado que primeiramente S. aureus se ligam a
matriz &éssea extracelular para iniciar sua interagdo com os osteoblastos. A
internalizacao de S. aureus pelo osteoblasto € um elemento chave na progressao
das osteomielites. Este processo permite que a bactéria fique viavel e persista
dentro dos osteoblastos, evadindo a resposta imunoloégica do hospedeiro e a agao
de antimicrobianos, garantindo assim a continuidade e disseminagao da infecgao.
Este mecanismo também pode explicar as infecgdes recorrentes observadas na
osteomielite (JOSSE et al., 2015). A presenca de S. aureus viavel intracelularmente
€ um importante problema nas osteomielites, uma vez que, em geral, leva a
evolugado para a forma crénica da doenga, agravando a infecgéo, e dificultando o
tratamento adequado, como ja demonstrado por estudos anteriores realizados por

nosso grupo, conforme mostrado na figura 2 (VON ZEIDLER, 1999).
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Figura 2. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo mostrando uma sequéncia de
eventos de adesao e internalizacdo de Staphylococcus aureus em células osteoblasticas:
(A) Cepa fora da célula e inicio da formacdo de prolongamento citoplasmatico; (B)
Prolongamentos envolvendo a cepa; (C) Internalizagdo da cepa no osteoblasto; (D) Cepa
em divisao celular. Fonte: Adaptado de VON ZEIDLER, 1999.

A interagado entre S. aureus e osteoblastos induz a resposta inflamatéria levando a
producao de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento pelos osteoblastos e
células inflamatédrias. Além da reacdo inflamatéria, a infecgcao por S. aureus pode
levar a morte dos osteoblastos por necrose ou apoptose e desequilibrio na
homeostase 6ssea devido ao aumento da reabsorgéo 6ssea (ATSHAN et al., 2012;
JOSSE et al., 2015).

Uma vez aderido ao tecido, S. aureus utiliza estratégias de sobrevivéncia para
evadir a resposta imunoldgica, dentre elas a internalizacdo em osteoblastos.
Também utiliza mecanismos de protetivos contra os efeitos das terapias
antimicrobianas, como a agregacgao e formagao de microcolénias, que também sao
conhecidas como comunidades de abscesso estafilocécico (HOFSTEE et al, 2020).
Além disso, algumas cepas sao capazes de mudar para o fenétipo SCV, como sera
discutido posteriormente, permitindo sua sobrevivéncia sob condi¢gdes de estresse, e

contribuindo para a cronicidade e reincidéncia da doenca (OU JJ et al., 2016).

O processo de desequilibrio da homeostase Ossea provocada pela infecgao
bacteriana contribuird para a desregulacdo do funcionamento do sistema de

remodelagdo o6ssea, denominado RANK-RANKL-OPG, o qual é constituido pela
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proteina RANK, o seu respectivo ligante RANKL e a osteoprotegerina (SUNDEEP
KHOSLA, 2001; SCHLUND et al., 2017; BRAZ-SILVA, et al., 2019) (Figura 3).

Precursor do

osteoclasto A - Osteoclasto
1
1
RANK )
OPG
Osteoblasto
REABSORGCAO
OSSEA

Figura 3. Sistema RANK-RANKL-OPG no processo de regulacdo da osteoclastogénese e
reabsorcao 0ssea. Fonte: Adaptado de FERREIRA PV et al., 2019.

O RANK esta expresso em altos niveis em células precursoras de osteoclastos, e o
RANKL, que é seu ligante, é secretado por varios tipos celulares, especialmente os
osteoblastos. Quando ocorre a ligagdo entre 0 RANK e o RANKL na superficie das
células pré-osteoclasticas sera permitida a diferenciacdo destas células em
osteoclastos, o que resultara na ativagdo do processo de osteoclastogénese
(HOFSTEE et al,, 2020). A OPG, que também é secretada pelos osteoblastos,
exercem um efeito inibitério na sobrevivéncia dos osteoclastos pois inibe o processo
de reabsorcao 6ssea quando se liga a RANKL e, por competicdo, impedira que este
se ligue ao seu receptor, o RANK, evitando o processo de osteoclastogénese e,

portanto, reduzindo a capacidade de reabsor¢ao 6ssea (MACHADO, LINGORDO,
2015; BRAZ-SILVA, et al., 2019).
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2.3 PEQUENAS VARIANTES DE COLONIAS (SCVs)

As SCVs (do inglés small colony variants) de S. aureus sao caracterizadas por
apresentarem col6nias de tamanho reduzido (aproximadamente dez vezes menor
que uma colbnia parental), metabolismo mais lento, pouca ou ausente total de
hemdlise e reduzida atividade da coagulase (TUCHSCHERR et al, 2016; YANG et
al., 2018). Devido a essas caracteristicas, estudos indicam que as SCVs conseguem
resistir internamente nos osteoblastos, tornando-se menos sensiveis a agao dos
antimicrobianos e com capacidade para escapar da resposta imune do hospedeiro, o
que torna a cepa com essa caracteristica fenotipica ainda mais patogénica (LEE et
al., 2020).

A invasao intracelular provocada por SCVs induz uma regulagdo menos difundida
dos fatores proé-inflamatorios e de remodelagdo tecidual em comparagdo com a
invasao intracelular por cepas de S. aureus selvagens. Esses achados reforgcam a
visdo atual de que os SCVs sao capazes de evadir aos mecanismos de deteccao
exercidos pelas células do sistema imune do hospedeiro, permitindo assim, sua
sobrevivéncia (OU JJ et al., 2016; VALOUR et al., 2015).

Assim, S. aureus com a presencga dessas subpopulagdes quase inativas, tolerantes
aos antimicrobianos e capazes de evitar a resposta imune do hospedeiro, tem
colaborado para agravar o quadro das infec¢des, possibilitando que essas sejam
recorrentes e de dificil resolugdo. As SCVs tém capacidade de reverter rapidamente
o fendtipo voltando para sua forma normal, ndo-SCV, e em condi¢des de laboratério,
sua caracterizagcao tem sido dificultada, por este motivo, pois embora tenha muitos
estudos relacionados a SCV, permanecem nuances desconhecidas em seu
desenvolvimento e capacidade de reversao para as formas tradicionais de colbnia
de S. aureus. (KAVANAGH et al., 2018; LEE et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar entre amostras de Staphylococcus aureus isoladas de osteomielite
maxilofacial e de portadores nasais assintomaticos a deteccdo dos genes
associados a expressdo das adesinas cna e bbp e verificar a capacidade de

formacao do fendtipo SCVs (do inglés small colony variants).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Realizar a identificacdo morfoldégica e bioquimica de cepas de S. aureus
isolados de pacientes com osteomielite maxilofacial e de portadores nasais;

® Detectar a presenca do gene nuc para confirmagdo das amostras de S.
aureus selecionadas;

® Avaliar as cepas de S. aureus quanto a resisténcia aos S-lactamicos;
Investigar a presencga dos genes associados a expressao de adesinas cna e
bbp;

® Avaliar as cepas de S. aureus quanto a capacidade de apresentarem o

fendtipo SCV (do inglés small colony variants).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram incluidas no estudo, seis cepas de S. aureus isoladas de infeccdo Ossea
maxilofacial originadas de processos infecciosos decorrentes de lesdes traumaticas
ou secundarias a cirurgia para colocagao de material de contencéo e fixagado 6sseas,
como fios de ago e miniplacas de titanio, em pacientes atendidos no Setor de
Cirurgia Buco-Maxilofacial e Traumatologia do Hospital Central da Irmandade Santa
Casa de Misericérdia de S&do Paulo periodo de 1998 a 1999. Estas cepas foram
obtidas a partir de estudo prévio aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade de Sao Paulo, tendo recebido apoio financeiro da
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), processo n°
97/13429-0 (VON ZEIDLER, 1999).

Outras 06 cepas de S. aureus provenientes de portadores nasais assintomaticos
foram incluidas no estudo. Estas cepas foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra.
Kénia Valéria dos Santos - Laboratério de Microbiologia Geral e Clinica do
Departamento de Patologia do CCS/UFES e foram provenientes do estudo intitulado
“‘Determinacdo do status de portador nasal de S. aureus dos pacientes sob
hemodialise em uma Unidade de Dialise de Cariacica, ES”, aprovado no comité de

ética sob Parecer numero 903.453.

As cepas comerciais de S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 e

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 foram utilizadas como controles.
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4.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR

As cepas de S. aureus foram subcultivadas em meio agar sangue a 37°C por 24
horas. Apds, foi realizada a confirmacdo da espécie bacteriana por meio da
observacdo morfolégica das colbnias pelo método da avaliagdo morfotintorial pelo
método de Gram e do perfil bioquimico por meio dos testes de fermentagdo em agar
manitol, teste da catalase e teste da coagulase em lamina e tubo (VERMELHO et al.,
2006).

Para extracao de DNA, as colbnias de S. aureus cultivadas em agar sangue a 37 +
2°C por 24 horas, foram suspensas em agua Milli-Q® até uma concentracao
correspondente a 4 da escala McFarland, equivalente a aproximadamente 12 x 108
unidades formadoras de col6nias (UFC) por mL. DNA bacteriano proveniente dessa
suspensao foi extraido utilizando DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen, EUA,
catalogo n° 12224-50), de acordo com as instrugdes do fabricante, excluindo-se a
etapa 7, a qual previa a adicdo da solugao IRS, que foi eliminada para garantir a

obtencado de uma quantidade maior de DNA.

Todas as cepas que apresentaram perfil bioquimico tipico de S. aureus foram
submetidas a confirmacao molecular por meio da detecgéo do gene nuc pela técnica
de PCR convencional, utilizando os oligonucleotideos descritos por MOURA et al.
(2018), com as seguintes sequéncias: iniciadores forward: TCA GCA AAT GCA TCA
CAA ACAG e reverse: CGT AAA TGC ACT TGC TTC AGG, gerando um amplicon
com 279 pares de base (pb).

O sistema GoTaq® DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA) foi utilizado para
preparagao da mistura de reagcdo no volume final de 25 pL, contendo: SuL de
tampéo; 0,5uL de dNTP, 1uL de cada Primer F e R (10 mM); 0,125 pyL de GoTaq®
DNA Polymerase; 1uL de MgCl; (25 mM); e 5uL de DNA bacteriano, correspondente
a 100 ng. O restante do volume foi completado com agua ultrapura.

As amplificagdes foram realizadas no termociclador Veriti (Applied Biosystems, EUA,
modelo 2720) de acordo com as seguintes condigdes: desnaturacao inicial a 95°C

por 2 minutos seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C; anelamento a 50°C por 1
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minutos e extensado a 72°C por 1 minuto. A reac¢ao foi concluida com um ciclo de 5
minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen®) 1,0 % corados com gel red (Biotium®), DNA Ladder 100 pb
(Invitrogen®) e visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta (marca DNR

Systems Imaging-Bio, modelo MoniBis Pro).

4.3 IDENTIFICACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A R-LACTAMICOS

A identificagdo de cepas sensiveis ou resistentes aos 3-lactdmicos podem ser feitas
através do uso de técnicas microbiolégicas de acordo com critérios estabelecidos
pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e BrCAST (Brazillian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), como o teste de sensibilidade
aos antimicrobianos (TSA), avaliando-se os halos de inibicdo em disco-difusdo. Para
predizer a resisténcia a oxacilina foi realizado o teste de sensibilidade a cefoxitina
(CFO) (BrCast 2019). As amostras foram cultivadas em agar sangue a 37°C por 24
horas. Apds este periodo, com auxilio de alga bacteriolégica, coldnias foram
transferidas para um tubo contendo salina estéril até formar uma suspensao com
turvacdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland, correspondente a
aproximadamente 1,5 x 102 UFC/mL. Utilizando esta suspenséo bacteriana, realizou-
se a semeadura com swab em agar Mueller-Hinton e logo apés, o disco de CFO
30ug, foi colocado no centro da placa. As placas foram entéo incubadas a 37°C +- 2
por 24 horas. O resultado do teste foi obtido através da medida do didametro do halo
de inibicdo do crescimento, sendo as amostras que apresentaram halos com
didmetro = 22 mm classificadas como sensiveis aos B-lactamicos. A cepa S. aureus
ATCC 25923 foi utilizada como controle.
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4.4 DETECCAO DOS GENES DE VIRULENCIA ASSOCIADOS A EXPRESSAO
DAS ADESINAS DE LIGAGAO AO COLAGENO TIPO | E SIALOPROTEINA.

Com a finalidade de investigar a presenca dos genes de viruléncia cna e bbp, que
sdo adesinas de ligagao ao Colageno Tipo | e sialoproteina respectivamente, nas
amostras de S. aureus, foram realizadas PCRs conforme descrito por MOTALLEBI
et al. (2016) e ATSHAN et al. (2012). As sequéncias oligonucleotideos usadas para
o gene cna foram F.: GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC e R
AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG; e para o gene bbp foram F:
AACTACATCTAGTACTCAACAACAG e R: TGTGCTTGAATAACACCATCATCT,

gerando amplicons com 423 e 574 pb, respectivamente.

As condi¢gbes da reagdo foram as mesmas para ambos os genes. Utilizou-se o
sistema GoTag® DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA) para preparacdo da
mistura de 25uL volume final, contendo: 5uL de tampao; 0,5uL de dNTP, 1uL de
cada oligonucleotideo (10 mM); 0,125uL GoTag® DNA Polymerase; 1uL de MgCl.
(25 mM) e 5uL de DNA eluido (100 ng para o gene bbp e 200 ng para o gene cna).
O restante do volume foi completado com agua ultrapura (Ambion® DEPC). Para
amplificacdo foram usadas as seguintes condigdes de reagao: desnaturacgéo inicial a
94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C; anelamento a 55°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final do ultimo ciclo, ocorreu a
extensao final a 72°C por 10 minutos. Para controle das reacgdes, foi utilizada a cepa
padrdao ATCC 25923 no controle positivo e agua ultrapura (Ambion® DEPC) para
controle negativo da reacado. As amplificagdes do gene cna e bbp foram realizadas
em reagdes independentes e os amplicons obtidos de ambas as reagbes foram
inseridos em uma mesma lane para visualizagdo no gel de agarose. Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com Gel
Red (Biotium®), DNA Ladder 100 pb (Invitrogen®) e visualizado em transiluminador
sob luz ultravioleta (DNR- MoniBis Pro).
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4.5 INVESTIGAGAO DE VARIANTES DE PEQUENAS COLONIAS (SCVS)

Para avaliacdo da formacdo de SCVs, utilizou-se a metodologia descrita por
ATALLA et al. (2008). Inicialmente, as cepas de S. aureus foram semeadas em agar
sangue e incubadas a 37 + 2°C por 24 horas. Posteriormente, colénias foram
transferidas para um tubo contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas em
estufa a 37 + 2°C até atingir crescimento correspondente a concentragdo 4 da
escala McFarland (1,2 x 10° UFC/mL). Em seguida, uma suspensio bacteriana foi
preparada em duas concentragdes 5 x 10° UFC/mL e 5 x 10" UFC/mL e transferidas
para outros tubos contendo 3mL caldo BHI suplementado com gentamicina (Sigma-
Aldrich), na concentracdo de 1ug/mL. Posteriormente, realizou-se a incubagao a 37
+ 1°C, com agitagcdo a 110 rpm, overnight. Apés esse periodo, os tubos que nao
apresentaram turvagado permaneceram incubados por um periodo de até 48 horas.
Na figura 4 abaixo esta representado o fluxograma com todas as etapas do

experimento que possibilitou observar possiveis colénias SCVs.

Cultura em placa
Agar sangue

Caldo BHl até 1,2
x 10° UFC/mL

Cultura 5X 10° UFC/mL em Cultura 5 X 107 UFC/mL
BHI suplementado com em BHI suplementado
1pg/mL gentamicina com 1ug/mL gentamicina

Placas de agar
sangue sem
gentamicina

Placas de agar Placas de agar sangue
sangue sem com gentamicina
gentamicina (1ug/mL)

Placas de agar sangue
com gentamicina
(Tug/mL)

Testes fenotipicos
nas colonias
sugestivas SCVs

Repique em dgar sangue sem
gentamicina para verificar
capacidade de reversao do

fenotipo SCVs

Figura 4. Fluxograma do experimento de pressdo seletiva com gentamicina para
identificagdo de cepas formadoras de SCVs.



31

As cepas que apresentaram turvacao foram semeadas em placas contendo agar
sangue com e sem gentamicina (1ug/mL). Apds incubagao a 37 = 2°C em 24 e 48
horas, as culturas foram inspecionadas quanto a presenga de colénias 2 ou 3 vezes

menores que uma colénia normal de S. aureus, pigmentacao e hemolise.

Todas as cepas de S. aureus com caracteristicas de SCVs foram submetidas aos
testes fenotipicos (coloracdo de Gram, catalase, coagulase, fermentacdo em agar
manitol salgado e suscetibilidade a CFO). As colbnias suspeitas de SCVs foram
repicadas para agar sangue de carneiro sem gentamicina para verificar a
estabilidade e analisar a capacidade de reversao do fendtipo para obtencédo de

colbénias no tamanho normal na auséncia do antibidtico gentamicina.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de Qui-quadrado ou exato de Fisher foram utilizados para analisar a
associacao entre as variaveis cepas de S. aureus isoladas de osteomielite e de
portadores assintomaticos com a deteccdo dos genes das adesinas cna e bbp e 0
fendtipo SCV.

A analise estatistica foi feita utilizando o software SPSS (Statistic Package for Social

Sciences) verséo 20.0. Foi adotado um nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS

Todas as cepas de S. aureus (n=12) incluidas no estudo foram caracterizadas como
cocos Gram-positivos com arranjo em cachos, catalase positivos, apresentando
coldénias com pigmento amarelado e hemdlise em meio agar sangue, como pode ser

visto na figura 5 (A). Também apresentaram crescimento em agar manitol salgado e
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resultado positivo nos testes coagulase em lamina e em tubo, identificado através da

formagao de coagulo no tubo apresentado na figura 5 (C).

Figura 5: Testes fenotipicos em amostras de Staphylococcus aureus. (A) cultura em meio
Agar Sangue com presenca de hemdlise; (B) Imagem microscépica S. aureus com
coloragao de Gram; (C) Presenca de coagulo no teste de coagulase em tubo.

Na analise molecular, todas as cepas apresentaram o gene nuc, confirmando
pertencer a espécie S. aureus. Este e outros resultados dos testes fenotipicos
realizados nas amostras clinicas e portadores nasais assintomaticos, estdo na

tabela 1, na pagina seguinte.



Tabela 1. Resultado dos testes fenotipicos e genotipicos de amostras clinicas de pacientes e portadores assintomaticos.

Amostras PCR Catalase Co:«llgu_lase Coagulase AMS' Perfil su.scetibilida~de CFO? o I\_Ilgd_idas do halo
GENE (nuc) Lamina Tubo (Disco-difusao) inibitério de CFO (mm)
01 + + + + + SENSIVEL 26
02 + + + + + SENSIVEL 25
03 + + + + + SENSIVEL 22
04 + + + + + SENSIVEL 24
05 + + + + + SENSIVEL 23
06 + + + + + SENSIVEL 27
07 + + + + + SENSIVEL 24
08 + + + + + SENSIVEL 24
09 + + + + + SENSIVEL 22
10 + + + + + SENSIVEL 25
11 + + + + + SENSIVEL 26
12 + + + + + SENSIVEL 23
ATCC 25923 + + + + + SENSIVEL 27
ATCC 12228 - + - - - RESISTENTE 10
' Agar manitol salgado. S: sensivel

2 Cefoxitina.

R: resistente
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No teste fenotipico para determinacido do perfil de suscetibilidade aos B-lactamicos
(identificacdo de cepas MRSA), o resultado mostrou halos formados ao redor do
disco do CFO medindo mais de 22 mm (figura 6), o que indica que as cepas
mostraram ser sensiveis a esse antibidtico. Com isso, todas as cepas foram
consideradas S. aureus sensivel a meticilina (MSSA, do inglés Methicillin-susceptible

S. aureus).

fona de |'|'-

inibicdo
> 22 mm W
'-.:'.__.

"

e

Figura 6: Teste disco-difusdo com cefoxitina, apresentando zona de inibicdo maior que 22
mm ao redor do disco.

Detectamos o gene da adesina de ligagdo ao Colageno Tipo | (cna) em apenas uma
cepa de S. aureus proveniente de portadores nasais, conforme mostrado na figura 7.
O mesmo ocorreu com o0 gene da adesina de ligagdo a sialoproteina (bbp), onde
apenas uma cepa de S. aureus (cepa 11), também proveniente de portadores nasais
amplificou a regido do gene bbp (Fig 7). Nas demais cepas de S. aureus
provenientes de portadores nasais, bem como naquelas provenientes de pacientes
com osteomielite maxilofacial, os genes cna ou bbp n&o foram detectados.

Dessa forma, ndo observamos diferenga significativa quando analisamos a detecg¢ao
dos genes cna e bbp entre isolados de osteomielites e portadores assintomaticos,

conforme descrito na tabela 2.
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Bbp 574 pb
cna 423 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose para deteccado dos genes de viruléncia cna e bbp.
Os amplicons correspondentes a cada amostra, obtidos em PCR independentes, foram
inseridos na mesma lane para visualizagao, tanto nos controles quanto nas amostras (1 a
12). Marcador de peso molecular 100 pb; (CP) controle positivo ATCC 25923; (CN) controle
negativo; 1, 2, 3, 4, 5 e 6, cepas provenientes osteomielite maxilofacial; 7, 8, 9, 10, 11 e 12,
cepas de portadores nasais.

Quanto a capacidade de expressar o fenétipo de SCVs, das 06 cepas provenientes
de pacientes com osteomielite maxilofacial, 5 (83,3%) apresentaram colénias com
caracteristicas fenotipicas comum as SCVs, com tamanho reduzido comparado ao
tamanho normal da colonia parental (figura 8), coloragdo menos pigmentada e
presenca de hemodlise, sendo esta ultima uma caracteristica facultativa, podendo ou
nao estar presente. Todas as cepas que apresentaram colbnias caracteristicas de
SCVs apresentaram resultados dos testes bioquimicos e morfotintoriais tipicos de S.

aureus e sensibilidade a CFO.

Na figura 8 apresentada a seguir € possivel observar as caracteristicas
macroscopicas das coldnias cultivadas no meio Agar sangue com e sem
gentamicina. Observa-se diferenga na coloragdo do meio e colbnias sem
gentamicina € possivel analisar com mais nitidez as caracteristicas das colénias,

principalmente as sugestivas de SCVs.
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Figura 8. Cultura de Staphylococcus aureus exibindo fenétipo sugestivo de SCV (do inglés
small colony variants). (A) cultura em meio agar sangue sem gentamicina; (B) cultura em
meio agar sangue com 1ug/mL de gentamicina; Seta azul: supostas coloénias SCVs; Seta

verde: col6nias parentais.

Nas cepas isoladas de portadores nasais nhao houve crescimento tipico que pudesse

ser caracterizado como SCV. Assim, observamos diferenga significante (P = 0,008)

quando avaliamos a associagao entre a expressao do fenotipo SCV e a origem dos

isolados de infec¢cdo maxilofacial e de portadores assintomaticos (tabela 2).

Tabela 2. Associacao entre a detec¢cao dos genes das adesinas cna e bbp e expressao
do fendtipo SCV em S. aureus isolados de osteomielite maxilofacial e de portadores

assintomaticos.

VARIAVEIS Status

S. aureus isolados

S. aureus isolados de

Teste Exato de Fischer

de osteomielite portadores nasais (p-valor)
Gene cha Presente 0 1 0,5
Ausente 6 5
Gene bbp Presente 0 1 0,5
Ausente 6 5
Fendtipo Presente 5 0 0,008*
SCV Ausente 1 6

*p <0,05
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Para analise do fenétipo SCVs foi verificada qual melhor concentragao inicial da
cepa e melhores condigcbes do meio de agar sangue para identificar o aparecimento
de possiveis SCV, apés etapa prévia de incubagdo em caldo BHI com gentamicina e

incubagado com agitagao a 37 °C, como mostra na tabela 3.

Tabela 3. Resultado do ensaio da analise de fenétipo SCV.

) ) Capacidade

Agar sangue com gen 1ug/mL* Agar sangue sem gen de reversao
Cepas SCVs

10° UFC/mL 10" UFC/mL 10° UFC/mL 10" UFC/mL
S.a.22 + + - R +
S.a.30 + + + - +
S.a.32 - - + - +
S.a.33 + + + - +
S.a.36 - - - + -

* Gentamicina na concentragédo de 1ug/mL.

Utilizando as concentragdes iniciais de 5 x 10° UFC/mL e 5 x 10" UFC/mL,
observamos que ambas permitiram resultado semelhante quanto a capacidade de
reversao do fendtipo SCV. Porém, observamos diferenca quando analisamos o
tempo de crescimento, onde a concentragdo 5 x 10° UFC/mL em meio de agar
sangue sem gentamicina utilizou menos tempo para essa reversao, dentro de 24
horas de incubagado, enquanto em meio agar sangue com gentamicina, a reversao

foi observada apos este tempo.

Na figura 9 sumarizamos a capacidade de reversédo do fenétipo SCV das cepas de
S. aureus subcultivadas em agar sangue sem gentamicina, onde 4 das 5 cepas que
apresentaram coldnias caracteristicas de SCVs conseguiram reversdo para o

fendtipo normal.
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A Auséncia (cepa $.a.36) B. Reversdo parcial (cepas $.a.30, C. Reversao total (cepa $.a2.22)
S.a32eSa33)

Figura 9. Capacidade de reversdao do fenétipo SCV (do inglés small colony variants)
isoladas de S. aureus: (A) permaneceu sem alteragao de fenétipo; (B) ocorreu reversao de
forma parcial, sendo observados dois tipos de colbnias;(C) todas as colbnias voltaram ao
tamanho padrao.

Neste teste, foi observado que em uma das cepas apresentou reversido completa
para colonias do tipo selvagem, outra cepa permaneceu com o fenoétipo SCV sem

alteragao e outras 3 apresentaram reversao parcial, mantendo cultura mista.
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6 DISCUSSAO

A grande maioria das osteomielites sdao causadas por infeccdo bacteriana,
ocasionando um processo inflamatorio agudo ou croénico nos espagos medulares ou
nas superficies corticais do 0sso que se estende além do sitio inicial de
envolvimento, resultando em destruicao litica e expansiva do osso envolvido com
supuragao e formacao de sequestro 6sseo, sendo apropriadamente denominada
osteomielite supurativa. No entanto, existe um pequeno grupo de infecgbes Osseas
inflamatdrias idiopaticas, as quais ndo respondem a tratamentos antimicrobianos e
demonstram esclerose 6ssea sem supuragao ou formacgédo de sequestro désseo,
sendo entdo denominadas de osteomielite esclerosante difusa (ZIMMERMANN et
al., 2020).

No complexo maxilofacial as osteomielites supurativas ocorrem com mais
frequéncia, em comparagdo com os demais tipos de osteomielite, podendo
apresentar evolugdo aguda ou cronica. A osteomielite supurativa aguda ocorre
quando um processo inflamatério se dissemina através dos espacos medulares do
0sso e 0 tempo é insuficiente para permitir uma reacéo dos tecidos circunvizinhos a
presenca do infiltrado inflamatdério. Se nao tratada rapidamente, pode evoluir para
osteomielite supurativa crénica (ZIMMERMANN et al., 2020). Esta, por sua vez,
ocorre quando a resposta inflamatéria leva a producao de tecido de granulagao, o
qual subsequentemente € substituido por um tecido cicatricial denso, na tentativa de
isolar a area infectada. Assim, a area de tecido necrotico circunscrita atua como um
reservatorio para as bactérias e os antimicrobianos tém grande dificuldade em
alcancar esta regidao. Este padrdo comecga a evoluir cerca de um més apds a
disseminacao da infeccdo aguda inicial e resulta em um processo latente que é dificil
de ser resolvido, a ndo ser que o tratamento seja mais agressivo. No entanto, vale
ressaltar que as osteomielites crénicas podem surgir primariamente, mesmo que
menos comumente, sem a ocorréncia de um episodio agudo prévio (RIBEIRO et al.,
2009; ZIMMERMANN et al., 2020).

As osteomielites supurativas crénicas que acometem o complexo maxilofacial sao
frequentes em paises em desenvolvimento e estdo relacionadas as dificuldades de

acesso aos servigos de saude, atingindo, na maioria das vezes, individuos com
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menor poder aquisitivo que procuram os estabelecimentos publicos de saude para
tratamento. A maioria dos casos surgem apos fraturas traumaticas dos maxilares,
como as que ocorrem em acidentes de transito, na pratica de esportes e nos
ferimentos por arma de fogo (SILVA, 2014; MASOCATTO; OLIVEIRA e
MENDONCA, 2017). Doencgas cronicas sistémicas, estados de
imunocomprometimento e doengas ou drogas associadas a diminuicdo da
vascularizacdo dssea sao fatores predisponentes ao surgimento das osteomielites
supurativas dos maxilares. Neste estudo, analisamos cepas de S. aureus isoladas
de osteomielite supurativa crénica que evoluiram a partir de processos inflamatérios
agudos e nao apresentaram resposta a tratamentos iniciais de desbridamento
cirargico associado a terapia antimicrobiana sistémica. Estes isolados foram
selecionados com a finalidade de analisar os mecanismos associados a persisténcia
da infegdo 6ssea, dando continuidade a estudos prévios realizados por nosso grupo
(VON ZEIDLER, 1999).

S. aureus sao considerados importantes agentes etiolégicos de infecgdes dsseas e
articulares (KAVANAGH et al., 2018). Estudos tém demonstrado que a patogénese
das infecgdes Osseas estafilococicas pode estar relacionada a ligagao especifica de
S. aureus a uma grande variedade de proteinas e componentes da matriz
extracelular (JOSSE et al., 2015). Mecanismos de internalizacdo de S. aureus em
osteoblastos viaveis também tém sido apontados como importantes processos
relacionados ao escape do sistema imunolégico, bem como um importante fator

relacionado a baixa taxa de resposta ao tratamento antimicrobiano.

Outra caracteristica que tem sido relacionada a patogenicidade de S. aureus € a
capacidade de expressao do fendtipo SCV. Estas, se apresentam como coldnias de
tamanho reduzido e metabolismo mais lento, o qual tem sido descrito como um
“‘mecanismo de laténcia” e vem sendo apontado como uma das estratégias para as
bactérias sobreviverem de forma internalizada nos osteoblastos e persistirem, sendo
menos sensiveis aos tratamentos com antimicrobianos (YANG et al., 2018). Estudos
apontam ainda que, o aparecimento do fendtipo SCV pode indicar a forma mais
agressiva da infeccdo, podendo surgir sucessivas recidivas de infecgdo ou evoluir
para o estagio cronico (KAVANAGH et al., 2018; LEE et al., 2020).
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Desse modo, para verificar a importancia dos fatores de viruléncia relacionados a
presenca de adesinas na patogénese da osteomielite supurativa cronica da regiao
maxilofacial, nds realizamos um estudo comparativo entre o perfil de expressao de
adesinas provenientes de isolados clinicos de S. aureus obtidos destes processos
infecciosos e de espécimes provenientes de portadores assintomaticos. Para
escolha das adesinas de ligagdo ao colageno (cna) e sialoproteina (bbp),
primeiramente nds consideramos resultados de estudo prévio realizado por nosso
grupo, onde ensaios de adesao utilizando S. aureus radiomarcados foram usados
para avaliar a capacidade de invasao bacteriana no ambiente intracelular de

osteoblastos cultivados.

Os resultados deste estudo mostraram nao haver diferenga significativa entre as
cepas isoladas de infecgcbes maxilofaciais e de portadores assintomaticos. No
entanto, apds pré-tratamento com colageno tipo |, cepas provenientes de infecgbes
Osseas se aderiram significantemente mais do que cepas de portadores
assintomaticos, demonstrando que o colageno pode sim mediar a ligagao especifica
de S. aureus aos osteoblastos, sugerindo, no entanto, que o mecanismo de adesao
de S. aureus em osteoblastos ndo & exclusivamente mediado pelas adesinas de
ligagdo ao colageno. Assim, outros mecanismos de adesdo podem estar sendo
utilizados como polissacarideos da capsula e polipeptideos da parede celular,
conforme sugerido por Cunninghamm et al., 1996. Estes dados foram confirmados
uma vez que 35,65% do total de bactérias aderidas permaneceram ligadas aos

osteoblastos, mesmo apds pré-tratamento com colageno.

No presente estudo, nossos resultados n&o evidenciaram diferenga significante entre
os isolados de infeccbes Osseas ou portadores nasais, quando avaliamos a
presenca do gene cna utilizando amplificacdo por PCR, tendo sido observada
auséncia do gene da adesina de ligagdo ao colageno em todos isolados de
infecgbes Osseas e sua presenga em apenas uma amostra de portadores
assintomaticos. Assim, estes resultados nos permitiram inferir que outros
mecanismos devem ser determinantes para definir a colonizagédo e iniciagado do

processo infeccioso 6sseo.

Analisando a presenca da sialoproteina (bbp) nestas amostras observamos

resultado similar ao descrito anteriormente, onde apenas uma amostra de portador



42

assintomatico apresentou amplificagdo deste gene por PCR, ndo sendo significante
a diferenga entre isolados de infecgbes désseas e portadores nasais. Apesar de
alguns estudos apontarem o envolvimento das adesinas cna e bbp na patogénese
das osteomielites (TRISTAN et al., 2003), sua participacdo na patogénese da
osteomielite supurativa crénica da regido maxilofacial tem sido pouco relatada, o que

pode estar relacionado ao reduzido numero de casos desta condigéo.

No entanto, o percentual de detec¢do destas adesinas difere entre os estudos e
sitios anatémicos. Em estudo realizado por CAMPOCCIA et al., 2009, avaliou-se a
presenca dos genes bbp e cna como fatores de viruléncia em 27 cepas de S. aureus
isolados de infecgbes em implantes ortopédicos, o gene bbp foi detectado em 93%
dos casos e a presenga concomitante dos genes cna e bbp foi definida como
principal marcador de viruléncia em isolados de osteomielite associada a implantes
ortopédicos. O autor ainda destaca que essas duas adesinas podem realizar um
papel crucial na patogénese das infecgdes em implantes ortopédicos, uma vez que
mostraram capazes de se ligar as proteinas 6sseas mais abundantes e onde os
biomateriais fazem interface com o tecido 6sseo. Ja no estudo de TRISTAN et al.,
2003, que analisou isolados clinicos através da técnica PCR multiplex para
identificar adesinas de S. aureus provenientes, entre outros, de colonizagdo nasal (n
= 82) e osteomielite hematogénica e/ou artrite (n = 37), o resultado mostrou que 37%
dos isolados de colonizadores nasais apresentavam o gene cna, comparado com
41% dos isolados de osteomielite hematogénica e/ou artrite. A deteccdo do gene

bbp, por sua vez, foi de 21% e 38% respectivamente.

Portanto, nossos resultados divergem um pouco destes estudos, onde tivemos
16,6% de presenca de cna e bbp em amostras de portadores nasais, comparadas a
auséncia de deteccdao em cepas de S. aureus isoladas de osteomielite cronica
supurativa da regido maxilofacial. Esse resultado sugere que mesmo com limitagcdes
em relacdo a numero de cepas analisadas, a auséncia dos genes bbp e cna podem
sugerir que estas adesinas n&o sejam essenciais para a patogénese destas
infeccbes, uma vez que tais cepas conseguiram causar a infeccdo sem presenca
dessas adesinas e, portanto, outros mecanismos devem estar relacionados ao

desenvolvimento das osteomielites supurativas crénicas nesta regi&o.



43

Avaliando outros mecanismos possivelmente relacionados a persisténcia da
infeccdo Ossea, realizamos um teste de triagem para identificagcdo de cepas MRSA.
Esta etapa é fundamental para conhecer o perfil de susceptibilidade antimicrobiana e
pode ser um dos fatores relacionados a nido resposta ao tratamento observada dos
casos incluidos no estudo, uma vez que cepas MRSA sao resistentes a multiplos
antimicrobianos, ndo apenas aos [(-lactdmicos, mas também a aminoglicosideos,
quinolonas e derivados macrolideos (TUCHSCHERR et al., 2016; VESTERGAARD
et al., 2019; GUO et al., 2020).

Em nossa avaliacao, todas as cepas selecionadas foram classificadas como MSSA.
Tal fato pode ser justificado pelo reduzido numero de amostras analisadas e também
pela origem dos patdgenos, uma vez que as osteomielites supurativas crénicas
incluidas neste estudo foram provenientes de infecgao de natureza traumatica, onde
nao ha frequéncia significativa de cepas MRSA, as quais sdo mais frequentes em
infecgdes nosocomiais (CATAO RMR et al., 2013).

A frequéncia de infeccdo por MSSA ou MRSA em osteomielite supurativa cronica
nao € bem esclarecida na literatura, possivelmente devido a falta de evidéncias
clinicas, uma vez que infecgdes neste sitio sdo pouco comuns, e também pelo fato
de nao existirem protocolos padrao para uniformizar o tratamento das osteomielites
supurativas crénicas na regido maxilofacial. Dessa forma, estudos tém destacado a
necessidade de ampliacdo de pesquisas em infeccoes desta natureza, causadas
tanto por MSSA quanto por MRSA, uma vez que ambos tém capacidade de
viruléncia e patogenicidade e podem ser agentes etiologicos das osteomielites
supurativas crénicas (SANTOS et al., 2007; BRIDE et al, 2019).

Resultados do nosso estudo mostraram que a capacidade de alteragdo do fendétipo
selvagem para o fendtipo variante de pequenas colonias (SCVs) ocorreu em 5 das 6
amostras de S. aureus isoladas de osteomielites supurativas cronicas, enquanto
este mesmo processo nao foi observado nas cepas isoladas de portadores nasais,
mostrando ter papel relevante na patogénese destas infecgdes (P = 0,008). Nossos
resultados corroboram com os resultados descritos por Loss et al, 2019, que
apontaram o fendtipo SCV como uma caracteristica especifica do processo

infeccioso provocado por S. aureus, sobretudo nas infecgdes cronicas persistentes.



44

Assim, para persistir e se proteger em um ambiente indspito, subpopulagdes de S.
aureus de crescimento lento e metabolismo latente adquirem caracteristicas
fenotipicas e patogénicas distintas, como formacao de colénias menores em placas
de agar, atividade hemolitica e produgao de coagulase reduzidas (LOSS et al, 2019).
Estudos indicam que fatores que causam estresse ambiental externo, como o
induzido pela presenga de antimicrobianos, podem desencadear o surgimento de
SCVs (TUCHSCHERR et al., 2016).

Teste in vitro de pressao seletiva utilizando gentamicina nos possibilitou observar o
comportamento de S. aureus isolados de osteomielite supurativa crénica maxilofacial
onde, mediante ao estresse induzido pelo acréscimo do antimicrobiano na cultura,
observamos alteragbes fenotipicas compativeis com SCVs, sugerindo que esse
mesmo processo possa ocorrer durante o tratamento antimicrobiano em pacientes.
Nossos resultados mostraram que a maioria das cepas de S. aureus isoladas de
pacientes com infeccdo Ossea (5/6) apresentaram coldénias com caracteristicas
sugestivo de SCVs, indicando que este fendtipo tem papel relevante na patogénese

destas infecgdes.

Resultados similares foram descritos em outros estudos onde, em processos
infecciosos submetidos a condicdo de estresse, S. aureus alterou seu fendtipo,
quando comparado as coldnias parentais, exibindo o fenétipo SCV. Isto proporciona
a estas subpopulagdes uma maior resisténcia a acao dos antimicrobianos e evasao
dos mecanismos de defesa do hospedeiro, favorecendo assim sua persisténcia no
tecido 6sseo e evolugao para o estagio cronico da osteomielite (VALOR F et al.,
2015; OU JJ et al., 2016; LOSS et al., 2019).

Estudos mostraram ainda que, além do estresse provocado por antimicrobianos, ha
outras formas de provocar estresse em S. aureus e com isso induzir a formacao de
SCVs, como por exemplo, redu¢cado de pH, uso de peptideos catidnicos e nutricdo
limitada (TUCHSCHERR et al., 2016), sendo este ultimo denominado teste de
auxotrofia, caracteristica auxotréfica dependente de fatores de crescimento, como
menadiona, hemina ou timidina (SOUZA, D. C. et al., 2016; LOSS et al., 2019).

No entanto, nosso estudo tem algumas limitagdes, como o reduzido tamanho
amostral e falta de um método de diagndstico de SCV mais preciso, que nos

dificultou compreender melhor o funcionamento das SCVs e sua capacidade de
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reversdo do deste fenotipo para a forma selvagem da colbénia (LEE et al., 2020).
Neste contexto, nossos resultados mostraram que das 5 amostras subcultivadas
sem estresse provocado pelo antibidtico, 4 (80% das amostras) apresentaram
colénias que fizeram a reversao para a forma selvagem ou parental. Essa tendéncia
de reversdo dos SCVs e a dificuldade em se obter cultura a partir delas, tornam a
pesquisa com SCVs de S. aureus um grande desafio (TUCHSCHERR et al., 2010).
Com isso, € cada vez mais urgente a necessidade de mais estudos que possam
compreender os mecanismos de formacado de SCVs e avangar no diagnostico e
desenvolvimento de protocolos de tratamento das osteomielites supurativas cronicas
induzidas por S. aureus (LEE et al., 2020).

Outro mecanismo importante de viruléncia envolvido na patogénese das
osteomielites crénicas e favorecido nas SCVs € a internalizacdo em osteoblastos,
uma vez que este processo auxilia nos mecanismos de escape do sistema
imunoldgico e reduz o acesso de antimicrobianos em niveis terapéuticos adequados.
Desse modo, uma vez que o tecido 6sseo nao facilita a penetracdo de altas
concentragcdes de drogas, uma caracteristica que impde uma restricao ao tratamento
de infecgbes Osseas, a viabilidade de S. aureus dentro dos osteoblastos pode ser
vista como um fator determinante na resposta ao tratamento e na persisténcia e
recorréncia de infecgbes apds tratamentos prolongados. Isto pode levar a repetidas
intervengdes cirurgicas para remover o tecido danificado, aumentando o custo e o

comprimento do tratamento.

Desse modo, considerando que as osteomielites supurativas crénicas sdo processos
de origem multifatorial que dependem das caracteristicas de ambos patdégeno e
hospedeiro, em doencas causadas por S. aureus, fatores de viruléncia especificos
das cepas, com destaque para as SCVs, sao cruciais para a patogénese da
infeccdo. Assim, nossos resultados mostraram que S. aureus isolados de pacientes
com infeccdo 6ssea maxilofacial sdo mais virulentos do que as cepas isoladas de

portadores nasais.

Como perspectiva futura, avaliamos a necessidade de identificagao do fendtipo SCV
de S. aureus e do desenvolvimento de novos métodos utilizando ferramentas de
biotecnologia que facilitem essa identificacdo na rotina laboratorial, possibilitando

diagndstico em menor tempo e de forma mais precisa.
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7 CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que genes de viruléncia associados a expressao de
adesinas bbp e cna nao foram determinantes para o estabelecimento de infecgdes
Osseas considerando as cepas analisadas de Staphylococcus aureus isoladas de
osteomielite maxilofacial e de portadores nasais assintomaticos, sugerindo que
outros mecanismos estejam envolvidos neste processo, como a manifestagcdo do
fendtipo SCV, o qual mostrou ter papel importante no estabelecimento e persisténcia

das osteomielites supurativas cronicas.
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