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RESUMO

Introducdo: A tolerdncia bacteriana caracteriza-se pela habilidade de uma
populacdo microbiana em sobreviver a altas concentragbes de uma droga
bactericida sem que a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) seja alterada. Ao
término do tratamento antimicrobiano, as cepas tolerantes voltam a se multiplicar,
podendo causar infec¢cbes recalcitrantes e facilitar a resisténcia. Muitos estudos
relacionam a exposicdo a antimicrobianos com a inducdo de tolerancia. Embora
observada em diversas espécies bacterianas, a tolerancia ainda nao foi investigada
para o0 bacilo oportunista Stenotrophomonas maltophilia, comumente exposto no
cenario clinico a diversos antimicrobianos sem acdo sobre este patdgeno. Desta
forma, nosso objetivo foi investigar se o uso prévio de determinados antimicrobianos
ndo direcionados induz tolerancia cruzada em S. maltophilia. Materiais e métodos:
Para avaliar possiveis antimicrobianos indutores de tolerancia foram feitos ensaios
de triagem qualitativa e quantitativa. Nestes ensaios, expomos a cepa S. maltophilia
ATCC® 13637™ as drogas daptomicina (DAP), vancomicina (VAN) e gentamicina
(GEN) e avaliamos a ocorréncia de tolerancia cruzada frente as drogas especificas
contra S. maltophilia: sulfametoxazol/trimetoprim (SXT), ceftazidima (CAZ) e
levofloxacina (LVX). Apds a triagem, as cepas com caracteristicas de tolerancia
induzida foram testadas quanto a similaridade genética por meio de ERIC-PCR.
Para excluir a hipétese de contaminacdo e confirmar o género e a espécie das
cepas, foi realizado o MALDI-TOF MS. Para avaliacao da tolerancia foram realizados
0S seguintes ensaios: determinagdo da razdo Concentragdo Bactericida Minima
(CBM)/Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) para LVX; teste de disco-difusdo
adaptado para SXT, CAZ, LVX, ticarcilina-clavulanato (TCC), cloranfenicol (CLO),
minociclina (MIN) e polimixina B (PXB) e curva de tempo de morte para LVX, CAZ e
ciprofloxacina (CIP). Resultados: Apds inducao da cepa parental ATCC® 13637™ a
DAP e a VAN, trés cepas potencialmente tolerantes (D25, V15,6 e V3,9) foram
isoladas, cuja similaridade genética com a parental foi comprovada por ERIC-PCR
(100% de similaridade). As cepas induzidas mantiveram o mesmo valor da CIM de
LVX que a cepa parental (0,125 pg/mL), com a razdo CBM/CIM variando de 2,64 a
3,04 entre as cepas induzidas. No teste de disco-difusdo adaptado, a cepa D25

mostrou alta tolerancia para LVX, CAZ e TCC. Nas curvas de tempo de morte em



fase estacionaria frente a 50 vezes a CIM de LVX, a cepa D25 apresentou tempo
minimo para morte de 99,99% da populacao total (MDKagg,99) maior que o da parental.
A taxa de sobrevivéncia também foi maior para a cepa D25 na presenca de CAZ
(50xCIM). De modo geral, a cepa D25 apresentou maior taxa de sobrevivéncia em
todas as curvas de tempo de morte, exceto para CIP. Conclusdes: Encontramos
resultados consistentes de que a exposicdo prévia de S. maltophilia a daptomicina
induz tolerancia cruzada a levofloxacina, ceftazidima e ticarcilina-clavulanato. Assim,
uma terapia empirica equivocada com daptomicina poderia levar a falha destes
antimicrobianos em erradicar S. maltophilia, culminando em infec¢cbes cronicas ou

Obito por uma subpopulacdo de microrganismos tolerantes.

Palavras-chave: Stenotrophomonas maltophilia. Tolerancia. Persisténcia.
Daptomicina.



ABSTRACT

Introduction: Bacterial tolerance is characterized by the ability of a microbial
population to survive the high concentrations of a bactericidal drug without alteration
in the Minimum Inhibitory Concentration. At the end of the antimicrobial treatment,
the tolerant strains multiply again, which may cause recalcitrant infections and
facilitate resistance. Many studies relate antimicrobial exposure to tolerance
induction. Although observed in several species, tolerance has not yet been
investigated for the opportunistic bacillus Stenotrophomonas maltophilia, commonly
exposed in the clinical scenario to antibiotics that have no action on this pathogen.
Thus, our objective was to investigate whether the prior use of certain non-targeted
antimicrobials induces cross-tolerance in S. maltophilia. Materials and methods:
Qualitative and quantitative screening tests were performed to evaluate possible
tolerance-inducing antimicrobials. In these assays, we exposed the S. maltophilia
ATCC® 13637™ to daptomycin (DAP), vancomycin (VAN) and gentamicin (GEN)
and evaluated the occurrence of cross-tolerance to the following drugs targeting S.
maltophilia:  sulfamethoxazole/trimethoprim  (SXT), ceftazidime (CAZ) and
levofloxacin (LVX). After the screening, strains with tolerance-induced characteristics
were tested for genetic similarity by ERIC-PCR. To exclude the contamination
hypothesis and confirm the genus and species of the strains, the MALDI-TOF MS
was performed. To evaluate tolerance, the following tests were carried out:
determination of the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) / Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) ratio for LVX; adapted disk-diffusion test for SXT, CAZ, LVX,
ticarcillin-clavulanate (TCC), chloramphenicol (CLO), minocycline (MIN) and
polymyxin B (PXB) and time-kill curve for LVX, CAZ and ciprofloxacin (CIP). Results:
After induction of the parental strain ATCC® 13637™ to DAP and VAN, three
potentially tolerant strains (D25, V15.6 and V3.9) were isolated, whose genetic
similarity to parental was confirmed by ERIC-PCR (100% similarity). The induced
strains maintained the same MIC value of LVX as the parental strain (0.125 pg/mL),
with the MBC/MIC ratio ranging from 2.64 to 3.04 among the induced strains. In the
adapted disc-diffusion test, strain D25 showed high tolerance for LVX, CAZ and TCC.
In the stationary phase time-kill curves against 50 times the MIC of LVX, strain D25
presented a minimum duration for killing 99,99% of all population (MDKaog.99) higher



than the parental. The survival rate was also higher for the D25 strain in the presence
of CAZ (50xMIC). In general, strain D25 had a higher survival rate in all time-Kill
curves, except for CIP. Conclusions: Previous exposure of S. maltophilia to
daptomycin induces cross-tolerance to levofloxacin, ceftazidime and ticarcillin-
clavulanate. Thus, erroneous empirical therapy with daptomycin could lead to the
failure of these antimicrobials to eradicate S. maltophilia, culminating in chronic

infections or death by a subpopulation of tolerant microorganisms.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia. Tolerance. Persistence. Daptomycin.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 TOLERANCIA BACTERIANA

1.1.1 Definicao, classificacédo e importancia clinica da tolerancia bacteriana

A tolerancia bacteriana caracteriza-se pela habilidade de uma populacdo microbiana
em sobreviver a altas concentracdes de uma droga bactericida sem que a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) seja alterada (LI et al., 2017). Em outras
palavras, o antimicrobiano bactericida passa a ter efeito bacteriostatico, apenas
impedindo o crescimento da populacdo, sem extermina-la por completo (KALDALU;
HAURYLIUK; TENSON, 2016; LEWIS, 2007). A razdo para isso é que O0S
microrganismos tolerantes estdo em estado temporario de crescimento lento e
metabolismo reduzido, acarretando em baixa entrada da droga na célula ou
inatividade de seus alvos (LEWIS; SHAN, 2017). A tolerancia é uma variacao
fenotipica de uma populacdo geneticamente idéntica e € causada por fatores
estocasticos e/ou ambientais, aos quais 0s microrganismos detectam e reagem (EL
MEOUCHE; SIU; DUNLOP, 2016; VOGWILL et al., 2016).

Quando a tolerancia esta presente em apenas uma subpopulacdo, geralmente
menor que 1% do total, ela € denominada como “persisténcia” (BRAUNER et al.,
2016). Ela é constatada através da caracteristica bifasica da curva de tempo de
morte na presenca de um antimicrobiano bactericida, em que a maior parte da
populacdo morre rapidamente, enquanto que uma subpopulacéo clonal persiste por
longos periodos (BRAUNER et al., 2016). Esta caracteristica fenotipica ja foi
identificada em inUmeras espécies bacterianas de interesse clinico (BERGH;
FAUVART; MICHIELS, 2017; COHEN; LOBRITZ; COLLINS, 2013; MICHIELS et al.,
2016), incluindo as de prioridade critica e alta para pesquisa e desenvolvimento de
novos antimicrobianos, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Brauner e colaboradores (2016) propuseram a existéncia de dois tipos de tolerancia
bacteriana a antimicrobianos: por crescimento lento e por fase “lag”. O primeiro tipo

é definido como um fendtipo de fase estacionaria, no qual ha uma queda no ritmo
18




INTRODUCAO

total de crescimento, que pode ser herdado (p. ex. bactérias cujo crescimento lento é
inerente, como a Mycobacterium tuberculosis) ou ndo (p. ex. condicbes externas,
como crescimento em biofilme) (BRAUNER et al., 2016). A tolerancia por fase lag é
uma caracteristica transitéria de parada no crescimento ocasionada por uma
adaptacdo a um novo ambiente (BRAUNER et al., 2016). Por outro lado, a
persisténcia € classificada como tempo-dependente (persisténcia por crescimento
lento e persisténcia por fase lag) e dose-dependente (BRAUNER et al., 2016; LI et
al., 2017). Em termos moleculares, a persisténcia tempo-dependente € similar a
tolerdncia, enquanto que a dose-dependente apresenta caracteristicas de
resisténcia, por exemplo pela superexpressdo de sistemas de efluxo em uma
subpopulacgéo bacteriana (CABRAL; WURSTER; BELENKY, 2018).

Embora identificada e descrita hd décadas (HANDWERGER; TOMASZ, 1985;
HOBBY; MEYER; CHAFFEE, 1942; TOMASZ; ALBINO; ZANATI, 1970), a tolerancia
bacteriana € uma estratégia de sobrevivéncia negligenciada na rotina clinica, ja que,
por ndo existirem métodos adequados para sua identificacdo, as cepas tolerantes
sdo classificadas como sensiveis nos métodos de susceptibilidade convencionais.
Entretanto, nos ultimos anos, a tolerancia vem ganhando destaque, sendo implicada
em falhas terapéuticas e como precursora da resisténcia bacteriana (BRAUNER et
al., 2016). Dentre os fatores que tornam a tolerancia um fendbmeno de relevancia
clinica, destaca-se a capacidade destes microrganismos em sobreviver a terapia
antimicrobiana e recrescer apds seu término, causando infec¢Bes crbnicas e
recorrentes, principalmente em pacientes imunocomprometidos (COHEN; LOBRITZ;
COLLINS, 2013; HARMS; MAISONNEUVE; GERDES, 2016). Além disso,
pesquisadores recentemente demonstraram que a evolugéo da tolerancia pode levar
a mutacOes que geram uma resisténcia parcial, elevando a ocorréncia de uma
resisténcia total (LEVIN-REISMAN et al., 2017). Ademais, 0 numero de genes
implicados na tolerancia é substancialmente maior do que aqueles implicados com a
resisténcia, o que sugere que a evolucdo da tolerdncia pode ocorrer mais
rapidamente do que a evolucao da resisténcia (COHEN; LOBRITZ; COLLINS, 2013;
LEWIS; SHAN, 2017).
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1.1.2 Tolerancia bacteriana induzida por antimicrobianos

Existem muitos dados na literatura relacionando a exposicdo bacteriana a
antimicrobianos com a aquisicdo de resisténcia (HUGHES; ANDERSSON, 2017,
KOHANSKI; DEPRISTO; COLLINS, 2010; ONG et al., 2011); porém, pouco se sabe
se esta exposicdo pode induzir também a tolerancia. Por ser uma adaptagdo a
ambientes estressantes, a tolerancia pode surgir em resposta a pressao seletiva,
incluindo a exposicao intermitente a antimicrobianos (JOHNSON; LEVIN, 2013;
VOGWILL et al., 20186).

Na ultima década, alguns estudos comprovaram a influéncia dos antimicrobianos no
aumento da tolerancia e persisténcia de populacdes bacterianas. Haaber e
colaboradores (2015), estudando isolados de Staphylococcus aureus, afirmaram que
a tolerancia induzida por drogas € normalmente reversivel, pois na auséncia de
antimicrobianos as cepas tolerantes recuperaram o estado metabolicamente ativo.
Fridman e colaboradores (2014) constataram que cepas de E. coli expostas
intermitentemente a altas concentragfes de ampicilina aumentaram o tempo da sua
fase lag de forma a corresponder ao intervalo entre as doses da droga, resultando
na falha terapéutica. Os experimentos de Johnson e Levin (2013) mostraram que
cepas de S. aureus pré-tratadas com concentracdes subinibitorias de gentamicina,
ciprofloxacina, oxacilina ou vancomicina tiveram um aumento no nivel de
persisténcia a pelo menos um destes antimicrobianos citados. Dorr, Lewis e Vulic
(2009) mostraram que cepas E. coli previamente expostas a ciprofloxacina tiveram
um aumento da persisténcia através da inducdo do sistema de reparo de DNA
“SOS”. Nestes estudos, os autores excluem a hipotese de que este nivel de
persisténcia ja estava presente antes da exposicdo aos antimicrobianos, portanto

esta foi capaz de induzir e ndo sé selecionar populagdes persistentes.

Entretanto, a tolerancia induzida por drogas ainda ndo foi pesquisada para outras
bactérias igualmente expostas a antimicrobianos rotineiramente. Além disso, pelo
fato de a toler&ncia ser particularmente um problema em individuos com o sistema

imunitario comprometido, € vital a pesquisa deste fenbmeno em microrganismos

oportunistas.
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1.2 Stenotrophomonas maltophilia

1.2.1 Caracterizacdo e importancia clinica

Stenotrophomonas maltophilia (anteriormente classificada como Xanthomonas e
Pseudomonas maltophilia) € um bacilo gram-negativo aerdbio, possui flagelo polar,
nao fermenta aclucares e é capaz de formar biofiime em superficies bidticas e
abiodticas (CHANG et al.,, 2015; MUKHERJEE; ROY, 2016). Embora seu habitat
natural seja o meio ambiente (p. ex. solo, raizes de plantas, rios e lagos), este
patdgeno oportunista vem sendo cada vez mais isolado de infeccbes nosocomiais,
sendo responsavel por uma elevada mortalidade, principalmente em pacientes com
comorbidades (ALMEIDA, 2005; CHANG et al., 2015).

S. maltophilia é a Unica espécie do género causadora de infeccdes em humanos,
sendo associada principalmente a infecgdes pulmonares e bacteremias (BROOKE,
2012; RYAN et al., 2009). Os principais fatores de risco para infeccbes por este
patégeno sdo imunidade baixa do hospedeiro, fibrose cistica, uso de ventilacdo
mecanica e cateteres vasculares e uso prévio de antimicrobianos de amplo espectro
(AL-ANAZI; AL-JASSER, 2014; BROOKE, 2012). Sua patogénese ocorre
preferencialmente por colonizacdo acompanhada de invasao tecidual (ADEGOKE;
STENSTROM; OKOH, 2017). Este microrganismo ja foi encontrado colonizando o
trato gastrointestinal (JUHASZ et al., 2014; KERR; CORPS; HAWKEY, 1991), o trato

respiratdrio, o trato urinario, os olhos, feridas na pele e nariz (JUHASZ et al., 2014).

Suas rotas de transmissdo envolvem contato com material hospitalar contaminado,
como torneiras, pias, respiradores e cateteres, e, em menor proporcao, a
contaminagdo de pessoa-a-pessoa, como contato com maos de profissionais de
saude contaminadas (DENTON; KERR, 1998; GUYOT; TURTON; GARNER, 2013).

A capacidade de formacao de biofilme é um fator fundamental para sua colonizacéo
em dispositivos médicos invasivos, tais como cateteres e valvulas, e aparelhos
usados na ventilagdo mecanica (RYAN et al., 2009). Além disso, devido a sua
preferéncia por ambientes Umidos, S. maltophilia pode contaminar a 4gua usada na

didlise, liberando pir6genos que nao sao retidos pelo filtro das maquinas e podendo
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causar reacoes de choque nos pacientes (DENTON; KERR, 1998). No caso dos
pacientes com fibrose cistica, o acumulo de muco nos pulmdes fornece um ambiente
nutritivo ideal para o crescimento e formacéo de biofilme por este bacilo, além de
servir como uma barreira contra a entrada de antimicrobianos e células do sistema
imunitario (BROOKE, 2012).

Entre 2008 e 2010, S. maltophilia foi classificada como uma das dez bactérias mais
frequentes em casos de pneumonia em centros meédicos de quatro paises da
América Latina, incluindo o Brasil (GALES et al., 2012). Além disso, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) classificou este patdgeno como uma das principais
bactérias resistentes a antimicrobianos encontradas no hospital (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013). S. maltophilia € um patégeno negligenciado nas unidades
de hemodialise, causando principalmente infeccdes relacionadas ao cateter (DE
MAURI et al., 2014). Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, este foi o
bacilo gram-negativo mais isolado de bacteremias (13%, n=29) de pacientes em
tratamento hemodidlitico de trés clinicas da Grande Vitoria, ES, entre 2012 a 2014
(VITORIA, 2015).

As taxas de mortalidade de pacientes com bacteremia por este microrganismo nos
estudos encontrados variaram de 33 a 66% (ARAOKA; BABA; YONEYAMA, 2010;
DE MAURI et al., 2014; LAI et al., 2004). No estudo observacional realizado entre
1998-2001 em hospital na Franca, a taxa de mortalidade entre os 30 pacientes com
infeccdo por S. maltophilia em unidade de tratamento intensivo foi de 70% (n=21),
sendo que 80% (n=24) do total de pacientes apresentaram colonizagcdo por este
bacilo antes de adquirirem infeccdo (NSEIR et al., 2006). O estudo retrospectivo de
Garcia Paez e colaboradores (2008), por sua vez, mostrou resultados ainda mais
alarmantes, com 75% (n=45) de mortalidade para pacientes com bacteremia ou
pneumonia infectados por S. maltophilia. Apesar do mencionado ressaltar a
relevancia deste microrganismo como patdgeno hospitalar, S. maltophilia continua
sendo negligenciado na rotina clinica, seja por falta de politicas para prevencao ou

escolha de um tratamento adequado para infec¢des por este bacilo.
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1.2.2 Tratamento de infeccbes causadas por S. maltophilia e tolerancia
induzida por drogas

As infeccBes por S. maltophilia sdo de dificil tratamento devido a sua resisténcia
intrinseca a diversas classes de antimicrobianos, comum em bactérias ambientais
em consequéncia de uma alta presséao seletiva (RYAN et al., 2009). Seus fatores
inerentes de resisténcia sdo: membrana relativamente impermedavel tipica de
bactérias gram-negativas, presenca de B-lactamases, bombas de efluxo e enzimas
modificadoras de drogas (BROOKE, 2012; PEREZ; ADACHI; BONOMO, 2014).

Os antimicrobianos indicados pelo CLSI (2018) para os testes de susceptibilidade de
S. maltophilia sdo, nesta ordem de prioridade: sulfametoxazol/trimetoprim (SXT),
ceftazidima (CAZ), levofloxacina (LVX), minociclina (MIN) e cloranfenicol (CLO).
Polimixina B (PXB) e ticarcilina/clavulanato (TCC), embora ndo constem nesta lista,
sdo opcdes de farmacos testados em alguns estudos (FALAGAS et al.,, 2008;
MALINOWSKI et al., 2017). A partir do final dos anos 90, os programas mundiais de
vigilancia e estudos multicéntricos comecaram a fornecer informacdes mais
abrangentes sobre a patogenicidade e a susceptibilidade de S. maltophilia aos
antimicrobianos, sendo os mais conhecidos o Programa de Vigilancia Antimicrobiana
SENTRY, iniciado em 1997, e o Estudo de Monitoramento de Tendéncias de
Resisténcia Antimicrobiana (SMART), iniciado em 2002 (CHANG et al.,, 2015).
Apesar de relatos de resisténcia (PEREZ; ADACHI; BONOMO, 2014), S. maltophilia
continua altamente suscetivel a SXT que permanece sendo a droga de escolha para
o tratamento de infecgdes por este microrganismo (GALLO et al., 2016; ISMAIL et
al.,, 2017; WANG et al.,, 2014). No contexto mundial, a maioria dos isolados é
suscetivel a levofloxacina e cloranfenicol (GALLO et al., 2016; NICODEMO, 2004).
Por outro lado, a ceftazidima, que historicamente apresentava bons resultados
contra S. maltophilia, mostra tendéncia alarmante de resisténcia, com taxas
superiores a 50% (CHANG et al., 2015; GALES et al., 2001).

Em pacientes criticos com sinais e sintomas de infeccdo, a terapia inicial é
normalmente empirica, ou seja, a escolha dos antimicrobianos é baseada na
apresentacao clinica do paciente e nos dados locais de susceptibilidade a

antimicrobianos (LEEKHA; TERRELL; EDSON, 2011). Esta terapia, iniciada
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imediatamente ap6s a coleta de espécime biolégica para diagndéstico, consiste no
uso de agentes de amplo espectro de acdo, sendo usualmente uma associacao de
uma droga contra bactérias gram-positivas e outra contra gram-negativas (LEEKHA,;
TERRELL; EDSON, 2011). Episédios de bacteremias sao frequentes em pacientes
em tratamento hemodialitico, principalmente quando o acesso vascular via cateter
se torna colonizado. Nesta populacdo, a terapia empirica consiste em usar
vancomicina para cobrir bactérias gram-positivas e um aminoglicosideo
(gentamicina) ou cefalosporina de terceira geracao (ceftazidima) para cobrir as
gram-negativas (ALLON, 2009; MERMEL et al.,, 2009). Considerando a terapia
empirica padrdo preconizada, temos uma situagcdo de nao cobertura deste
microrganismo, dada a elevada frequéncia de resisténcia a ceftazidima e resisténcia

intrinseca a gentamicina.

Estudos in vitro relatam que a terapia combinada é mais efetiva que a monoterapia
contra S. maltophilia, apesar da auséncia de ensaios clinicos sobre este sinergismo
(LOONEY; NARITA; MUHLEMANN, 2009). Conforme a susceptibilidade de S.
maltophilia, a terapia prolongada (2-4 semanas) com, pelo menos, dois
antimicrobianos sistémicos (aminoglicosidio mais LVX, CAZ ou SXT) e bloqueio do
cateter por instilacdo com gentamicina ou ceftazidima pode resolver a infeccdo e

salvar o cateter no paciente em tratamento hemodialitico (DE MAURI et al., 2014).

Além da terapia empirica inadequada, outra situagdo na qual S. maltophilia pode ser
exposta a antimicrobianos aos quais € intrinsecamente resistente é no tratamento de
infecgdes polimicrobianas. As bacteremias, especialmente aquelas relacionadas ao
cateter, sdo tipos de infec¢Oes frequentemente polimicrobianas, nas quais mais de
um microrganismo € responsavel pela enfermidade (LOONEY; NARITA;
MUHLEMANN, 2009). De fato, S. maltophilia pode ndo ser o Unico patdégeno
envolvido na infeccdo, sendo frequentemente acompanhada por gram-positivos,
principalmente Enterococcus faecalis (DE MAURI et al., 2014). Nestes casos, ha
uma maior dificuldade em se isolar os patdgenos, seja pela dificil distincdo entre
microrganismos contaminantes e colonizadores, ou pelo fato das colénias, como as
de S. maltophilia, serem pequenas e de crescimento lento (BROOKE, 2012;
LOONEY; NARITA; MUHLEMANN, 2009). Um estudo retrospectivo de 84 casos de
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bacteremia por S. maltophilia entre 1999 e 2003 de um hospital em Taiwan mostrou
que 27% (n=23) destas infec¢cbes eram polimicrobianas, sendo que a maioria dos
pacientes estudados fazia uso de cateter (83%, n= 70) (LAI et al.,, 2004). J& no
estudo realizado entre 2009 e 2011 em um Laboratério na Hungria, do total de 160
isolados S. maltophilia investigados, provenientes de casos de infeccédo e
colonizacdo, mais da metade (68%, n=109) foi isolado junto a outro microrganismo
(JUHASZ et al., 2014).

S. maltophilia também é um patégeno emergente nas infecfes respiratérias de
pacientes com fibrose cistica. Nesta condi¢cdo, € comum a ocorréncia de infeccdes
cronicas redicivantes. Esta cronicidade € atribuida, pelo menos em parte, ao
crescimento lento dos microrganismos dentro de biofilmes, caracterizando a
tolerancia bacteriana (ESPOSITO et al., 2017). Recidivas também sdo comuns nas
bacteremias de pacientes em tratamento hemodialitico e a sobrevivéncia de
microrganismos tolerantes pode igualmente ser um fator predisponente para a

reativacao das infecdes, especialmente no paciente imunossuprimido.

Ainda nao foi investigado se a exposicdo de S. maltophilia a antimicrobianos aos
guais € intrinsecamente resistente, seja na terapia empirica inadequada ou na
terapia de infecgdes polimicrobianas, pode levar ao fen6meno de tolerancia induzida
por drogas, como ja relatado para outros grupos de microrganismos (DORR; LEWIS;
VULIC, 2009; FRIDMAN et al., 2014; HAABER et al., 2015; JOHNSON; LEVIN,
2013).

1.3 METODOS IN VITRO PARA IDENTIFICACAO DE
TOLERANTES/PERSISTENTES

Atualmente, nenhum método utilizado na rotina clinica € capaz de identificar uma
bactéria tolerante. Pelo contrario, os métodos de susceptibilidade a antimicrobianos
por disco-difusdo e microdiluicdo em caldo erroneamente as identificam como
sensiveis. Brauner e colaboradores (2016) propuseram um fluxograma de
experimentos a fim de identificar uma cepa quanto a resisténcia, sensibilidade e os

tipos de tolerancia e persisténcia (Figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma para identificacdo de tolerantes e persistentes. O primeiro teste é o de
susceptibilidade aos antimicrobianos por microdiluicdo em caldo, realizado tanto na amostra de
interesse quanto na cepa sensivel de referéncia. Caso a amostra apresente Concentrac¢do Inibitoria
Minima (CIM) substancialmente maior que a cepa de referéncia, ela é resistente. Caso apresente CIM
igual a cepa de referéncia, é realizado o teste de curva de tempo de morte. Se a amostra testada
apresentar Tempo Minimo para Morte de 99% da populacdo (MDKgg) maior que o da cepa de
referéncia, ela é classificada como tolerante. Entretanto, se 0 MDKgo for igual, mas o0 MDKge,g da
amostra for maior que o da cepa de referéncia, ela é entdo classificada como persistente. Caso a
amostra apresente dependéncia entre a concentracdo e o tempo de morte, ela é classificada como
persistente do tipo dose-dependente. Para classificar as tolerantes e a persistente tempo-
dependente, é realizada curva de morte para o indculo em fase estaciondria e inéculo em fase
exponencial. Se o MDK for alto em ambas as curvas, a tolerancia/persisténcia é do tipo crescimento
lento; se o MDK for alto apenas na curva de indculo estacionario, a tolerancia/persisténcia é por fase
lag.

Fonte: Adaptado de Brauner e colaboradores (2016).

1.3.1 Razdo CBM/CIM

A CIM de cepas tolerantes é similar as cepas sensiveis, entretanto, sua
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) tende a ser alta; sendo assim, quando a
razdo CBM/CIM de um antimicrobiano for maior ou igual a 32, a cepa é classificada
como tolerante (BARRY et al., 1999; TUOMANEN; DURACK; TOMASZ, 1986). De

acordo com Brauner e colaboradores, esta medida € normalmente utilizada para
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avaliar a tolerancia tipo droga-induzida, sendo pouco relacionada a outros tipos de
tolerancia (2016). Entretanto, esse meétodo € considerado pouco sensivel e
reprodutivel, apresentando inUmeras vieses, como producdo de falsos tolerantes
(quando o teste é feito com amostras na fase estacionaria ou no caso de
subpopulagdes resistentes) e por ndo informar a taxa de morte bacteriana nas 24
horas antecedentes ao teste da CBM (HANDWERGER; TOMASZ, 1985). Além
disso, estudos antigos ja questionavam a relevancia clinica da CBM devido a
arbitrariedade com que seu ponto de corte foi definido (MEYLAN; FRANCIOLI;
GLAUSER, 1986; WASHINGTON, 1988).

1.3.2 Tolerance Detection Test (TDtest)

O TDtest € um método recentemente descrito (GEFEN et al., 2017) consistindo em
uma adaptacéo do teste de susceptibilidade por disco-difuséo tradicional (BAUER et
al., 1966) e tendo como objetivo detectar cepas tolerantes. Apds periodo de
incubacéo proposto pelo método de disco-difuséo, os discos de antimicrobianos séo
substituidos por discos contendo solugdo nutriente de glicose a 40%. Portanto,
devido a difusdo do antimicrobiano no meio e queda de sua concentracdo para
niveis subinibitorios, pode ocorrer o crescimento de bactérias sobreviventes
(tolerantes) dentro da zona de inibigdo, estimuladas pela solu¢do nutriente (GEFEN
et al., 2017).

O TDtest tem como vantagens a deteccao de niveis diferentes de tolerancia (baixa,
meédia e alta), a identificacdo de antimicrobianos eficazes contra cepas tolerantes e a
adequacao do melhor regime de tratamento para cada paciente (GEFEN et al.,
2017). Em contrapartida, existem algumas limitacdes da técnica, como a falta de
dados sobre a eficacia do teste em bactérias gram-positivas, a necessidade de
padronizar as concentragcdes de antimicrobianos nos discos, visto que os discos
comercializados apresentam concentra¢cdes muito altas para que caiam para niveis
subinibitorios apds 24 h, e o fato deste teste ndo discriminar bactérias tolerantes de
persistentes. Outro fator limitante é que este ensaio nao fornece informacdes sobre

o tempo de morte do isolado testado.
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1.3.3 MDKgg € MDKogg.99

Tendo em vista a dificuldade em se identificar microrganismos tolerantes, Brauner e
colaboradores (2016) propuseram um indicador quantitativo de tolerancia, o MDK
(do inglés, Minimum Duration for Killing). O MDK significa a duragcdo minima para
morte de determinada fragdo da populacdo bacteriana. Este indicador € obtido a
partir da curva de tempo de morte de bactérias expostas a concentracdes que
excedem a CIM de um antimicrobiano bactericida (LI et al., 2017). As cepas
tolerantes requerem um maior tempo de exposicdo ao antimicrobiano para serem
eliminadas em comparacdo com cepas sensiveis, portanto apresentam MDK mais
elevado que as ultimas (BRAUNER et al., 2016).

O MDKaog (duracdo minima do tratamento que é requerido para matar 99% de uma
populacdo bacteriana [reducdo em 2 log]) € o utilizado para identificacdo de
bactérias tolerantes (Figura 2A), pois este percentil € alto o suficiente para avaliar a
dindmica de morte e baixo o suficiente para excluir resultados de uma populacao
heterogénea (BRAUNER et al.,, 2016). Por outro lado, as cepas persistentes
apresentam MDKog similar as sensiveis, ja que normalmente representam menos
gue 1% da populacdo total. Sendo assim, sua identificacdo se da pelo MDKagg 99
(Figura 2B) (BRAUNER et al., 2016).

Desse modo, o MDK determina a extensédo da dorméncia de determinada populagao
bacteriana, permitindo o ajuste do tratamento quanto a sele¢cdo do antimicrobiano

ideal e o periodo necessario para a eliminagédo da infecgéo.
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Figura 2 — Curvas de tempo de morte de bactérias sensiveis, tolerantes (A) e persistentes (B) na
presenca de antimicrobiano bactericida em altas concentragdes. (A) O tempo minimo para morte de
99% da populacéo (redugéo de dois logs) (MDKgs) da cepa tolerante (em azul) € maior do que o
MDKgy da cepa sensivel (em verde). (B) O MDKgy da cepa sensivel e persistente (em preto) é o
mesmo, porém a persistente apresenta uma curva bimodal, na qual a maior parte da populacdo é
sensivel e morre rapidamente enquanto que uma subpopulacdo persistente sobrevive a longos
periodos. Neste caso, a diferenciagdo entre as sensiveis se da pelo MDKgg.99, que é maior para as
persistentes.

Fonte: Adaptado de Brauner e colaboradores (2016).
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2 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de mecanismos de sobrevivéncia microbiana frente a varias classes de
antimicrobianos vem aumentando, conquanto que o numero de antimicrobianos
novos disponiveis no mercado vem decrescendo. Em vista disso, é essencial
conhecer, identificar e prevenir tais eventos. A tolerancia bacteriana destaca-se pela
sobrevivéncia de cepas frente a altas doses de um antimicrobiano bactericida,
podendo causar infeccdes recorrentes ou crénicas e induzir a resisténcia. Um dos
fatores que geram tolerancia pode ser a exposicao prévia a drogas. S. maltophilia é
um microrganismo de origem ambiental que apresenta resisténcia intrinseca a uma
gama de antimicrobianos. Como patdgeno oportunista emergente, S. maltophilia
tem participacdo significativa em infeccdes de corrente sanguinea e do sistema
respiratorio de pacientes imunossuprimidos. Em condi¢des clinicas, como o paciente
em tratamento hemodialitico ou o paciente com fibrose cistica, € comum a
ocorréncia de infecgbes crbnicas redicivantes que sdo, em parte, atribuidas ao
estado de dorméncia do microrganismo, caracterizando a tolerancia bacteriana. Na
rotina clinica, S. maltophilia € comumente exposto a terapias com drogas as quais é
intrinsecamente resistente, seja na terapia empirica inadequada ou na terapia de
infecgdes polimicrobianas. Ainda néo foi investigado se esta pressao seletiva sobre
S. maltophilia pode levar ao fendbmeno de tolerancia induzida por drogas, como ja
relatado para outros microrganismos, sendo este o propdsito deste trabalho.
Acreditamos que a identificacdo de antimicrobianos que induzem tolerancia cruzada
em S. maltophilia podera fornecer dados importantes para a elaboracdo de diretrizes
para prevenir a tolerancia, evitando gastos futuros com o agrave e recorréncia de

infeccdes, e evitando também a evolucédo de resisténcia bacteriana.

30




OBJETIVOS

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar se a exposicao in vitro de S. maltophilia a antimicrobianos aos quais é
intrinsecamente resistente induz tolerancia fenotipica cruzada aos

antimicrobianos indicados para seu controle.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar se daptomicina, vancomicina e gentamicina séo capazes de estimular
0 crescimento in vitro de S. maltophilia em concentra¢des inibitérias de

levofloxacina, ceftazidima e sulfametoxazol/trimetroprim em ensaio de

triagem.

e Aplicar a razdo CBM/CIM para avaliar a tolerdncia aos antimicrobianos

selecionados na triagem.

e Avaliar a indugéo de tolerancia cruzada em S. maltophilia em teste de disco-
difusdo adaptado.

e Classificar o tipo de tolerancia ou persisténcia de S. maltophilia encontrada

em ensaio de cinética de morte na presenca dos antimicrobianos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS E ANTIMICROBIANOS

Os ensaios foram realizados com a cepa de referéncia S. maltophilia ATCC®
13637™ (parental), obtida da American Type Culture Collection (ATCC). Apos
submeté-la aos ensaios de inducdo da tolerancia, trés amostras induzidas,
identificadas como D25 (exposta a 25 ug/mL de daptomicina), V15.6 (exposta a 15,6
ng/mL de vancomicina) e V3.9 (exposta a 3,9 pg/mL de vancomicina), foram
isoladas e incluidas nos demais ensaios. As condi¢des ideais para o crescimento de
S. maltophilia foram repique em caldo ou agar nutriente em atmosfera aerdbica e
temperatura de 37 °C. As amostras utilizadas neste trabalho fazem parte da
bacterioteca do Laboratério de Biologia de Microrganismos e Antimicrobianos
(BioMA-lab), sendo armazenadas em solucdo crio-preservante (ANEXO A) em
freezer a -20 °C. Como controle para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos
por microdiluicdo, foram utilizadas as cepas de referéncia Escherichia coli ATCC®
25922™ e Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853™, sugeridas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

Os antimicrobianos utilizados para indugéo da toleréancia foram daptomicina (DAP),
gentamicina (GEN) e vancomicina (VAN), chamados de “antimicrobianos indutores”
no decorrer do texto. Os antimicrobianos preconizados pelo CLSI (2018) para o
tratamento de infecgcdes por S. maltophilia serdao chamados de “antimicrobianos
alvo”, por serem possiveis alvos da tolerancia cruzada. Os antimicrobianos alvo
testados foram ceftazidima (CAZ), cloranfenicol (CLO), levofloxacina (LVX),
minociclina (MIN), polimixina B (PXB), sulfametoxazol/trimetoprim (SXT),
ticarcilina/clavulanato (TCC) e ciprofloxacina (CIP). A MIN (Cefar, Sado Paulo, Brasil),
PXB (Bio-Rad, California, Estados Unidos da Ameérica) e TCC (Bio-Rad) foram
adquiridos na forma de discos para antibiograma, enquanto que o0s demais
antimicrobianos foram adquiridos na forma liofilizada (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos da América). O preparo das solucdes estoque dos antimicrobianos

seguiu o manual de referéncia do CLSI (2015) e esta descrito no ANEXO B.
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo tem como variavel independente e dependente, a exposicao
prévia in vitro aos antimicrobianos e a inducdo de tolerancia bacteriana,
respectivamente. Exceto quando mencionado de outra forma, todos 0s ensaios
foram realizados com 3 réplicas técnicas e repetidos em 3 ocasifes diferentes. Os
passos estratégicos da pesquisa estdo demonstrados na Figura 3. Inicialmente,
expusemos a cepa S. maltophilia ATCC 13637 aos antimicrobianos aos quais é
intrinsecamente resistente (antimicrobianos indutores) a fim de induzir a tolerancia
cruzada aos antimicrobianos anti-S. maltophilia (antimicrobianos alvo). Apos esta
exposicao, cultivamos a cepa na presenca dos antimicrobianos alvo. As cepas que
mostraram crescimento maior que o controle (sem exposi¢cdo aos antimicrobianos
indutores) foram selecionadas para os ensaios de tolerancia. Simultaneamente, as
cepas tolerantes foram re-identificadas/caracterizadas no ambito molecular para
confirmacédo da similaridade genética frente a cepa parental e exclusédo da hipotese
de contaminacdo por outro microrganismo ou a presenca de outra linhagem da

mesma espécie.
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Figura 3 — Fluxograma do delineamento experimental.

ATMs — Antimicrobianos; DAP — daptomicina; VAN — vancomicina; GEN — gentamicina; CAZ —
ceftazidima; LVX — levofloxacina; SXT — sulfametoxazol/trimetoprim; CBM - Concentracdo Bactericida
Minima; CIM — Concentracdo Inibitéria Minima (CIMe: CIM da cepa exposta; CIMp: CIM da cepa
parental); MDK — Tempo Minimo para morte de determinada porcentagem da populagéo; ERIC-PCR
— Reacdo em Cadeia da Polimerase com Sequéncias Repetitivas Enterobacterianas Intergénicas de
Consenso ; MALDI-TOF MS - Espectrometria de massa de lonizacdo e dessorcdo a laser assistida
por matriz.

4.3 PROCEDIMENTOS ESPECIFICOS

4.3.1 Cinética de crescimento de S. maltophilia
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A principio, coldénias de S. maltophilia ATCC® 13637™, cultivadas em agar Brain
Heart Infusion (BHI) (Oxoid, Hampshire, Inglaterra) a 37 °C por 24 h, foram
suspensas em caldo BHI (Fluka, Missouri, Estados Unidos da América) até
densidade optica (DO) de 0,260, em comprimento de onda de 600nm, equivalente a
1-2 x 108 Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL. Esta suspenséo foi diluida
para obtencéo de in6culo de 1-2 x 10 UFC/mL e incubada a 37°C sob agitacédo de
130 rpm (Shaker/incubator - Agimaxx). A cada 30 min, uma aliquota de 3 mL foi
retirada para leitura da DOsoonm NO espectrofotdmetro e 100 pL para diluicdo seriada
em solucéo de cloreto de sddio (NaCl) 0,9% e plagueamento em microgota (10 pL)
de cada diluicdo em &gar BHI (Figura 4). A técnica da microgota foi adaptada de
Romeiro (Acesso em 03 de set. de 2018), na qual aliquotas de 10 pL das diluicbes
10 até 10% foram semeadas em agar BHI, em triplicata. O experimento foi finalizado
guando a DO atingiu um platdé representativo da fase estacionaria de crescimento
bacteriano. Apds 24 h de incubacéo das placas, a 37°C, o calculo do numero de
UFC/mL foi feito da seguinte maneira: UFC/mL = (média da contagem de colbnias
nas 3 microgotas / diluicdo da microgota) x 100. Estes valores foram plotados no
gréfico UFC/mL versus tempo de crescimento.

100pL  100pL  100pL  100pL  100pL  100pL 10

N v &

vy
7 {@ e & _,,C; ‘«‘_,hc:: 10pL de
_ cada 102
: ' dlIU|(;ao _

_ 102

NaCl 0,9% (uL) 900 900 900 900 900 900
Diluicdo 107 102 10° 10+ 108 10® 10+

Figura 4 - Esquema de diluicdo seriada e plagueamento de microgota em agar BHI para contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC)/mL. A cada 30 min de incuba¢do da cepa bacteriana, uma
aliquota de 100 pL da suspenséo foi retirada, diluida 10x até 105, em salina 0,9% e 10 L de cada
diluicdo foram inoculados em &gar para contagem de coldnias, apds 24h de incubacéo a 37°C.

4.3.2 Triagem de tolerancia induzivel

35




MATERIAIS E METODOS

A triagem qualitativa teve como objetivo selecionar as cepas que, ap0s exposi¢cao
aos antimicrobianos indutores em diferentes concentracdes, apresentassem maior
crescimento que a cepa controle (sem exposicdo) em agar contendo o
antimicrobiano alvo. As cepas que apresentaram caracteristicas de tolerancia nos
ensaios de triagem foram estocadas em solugéo crio-preservante em freezer a -20

°C até realizacdo dos demais testes.

4.3.2.1 Inducao da tolerancia

A inducéo foi realizada a partir de uma adaptacédo do protocolo utilizado por Haaber
e colaboradores (2015). A cepa de referéncia S. maltophilia ATCC® 13637™ foi
semeada em agar BHI e incubada por 24 h a 37 °C. Apés este periodo, colénias
foram suspensas em caldo BHI até DOsoonm de 0,26, equivalente a 1-2 x 108
(UFC)/mL. A suspensao foi diluida 100x em caldo BHI e incubada a 37° C por 210
min sob agitacdo de 130 rpm, a fim de atingir a fase exponencial de crescimento,
tempo previamente determinado por curva de crescimento. Em seguida, aliquotas de
100 pL desta suspensao foram adicionadas aos pog¢os da microplaca contendo 100
puL dos antimicrobianos indutores, conforme ilustrado pela Figura 5. As diluicbes
duplas dos antimicrobianos foram realizadas em caldo Mueller Hinton ajustado com
céations (CAMHB, do inglés Cation-adjusted Mueller Hinton Broth) conforme protocolo
do CLSI (2018) (ANEXO C). A solucédo estoque de DAP foi diluida em CAMHB
suplementado com calcio (CLSI, 2015) (ANEXO A). A microplaca foi incubada a
37°C em agitacdo de 180 rpm por 180 min. Apés este periodo de inducdo, os testes

de triagem foram realizados.
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Figura 5 — Esquema de distribuicdo dos antimicrobianos indutores na microplaca de 96 pocos para
ensaio de inducdo de tolerancia por drogas. A esquerda encontram-se as concentracdes utilizadas
dos antimicrobianos indutores, presentes em ordem decrescente nos pogcos A-H. DAP — daptomicina;
VAN — vancomicina; GEN — gentamicina; CC — controle de crescimento (cepa ATCC® 13637™ sem a
presenca de antimicrobianos); CE — controle de esterilidade (pogos contendo apenas meio de
cultura); CMIC (controle de qualidade do teste, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853™ para LVX
e CAZ, e Escherichia coli ATCC® 25922™ para SXT). Com excecao da daptomicina, que foi testada
com apenas uma réplica para cada concentracdo, os demais antimicrobianos (vancomicina e
gentamicina) tiveram 3 réplicas técnicas.

4.3.2.2 Triagem qualitativa

Ap6s ensaio de indugdo de tolerancia previamente descrito, o0 conteudo da
microplaca (Figura 5) foi “carimbado” (2-3 uL), com auxilio de um replicador estéril
de 96 pinos, em placas de petri descartaveis (150x10mm) contendo agar Mueller
Hinton (MH) acrescido dos antimicrobianos alvo: LVX (0,03125 — 2 pg/mL), SXT
(0,0625/1,1875 — 1/19 pg/mL) e CAZ (1 — 8 pg/mL) (Figura 6 e 7). A placa do
controle de crescimento (Agar MH sem antimicrobiano alvo) foi inoculada primeiro,
seguida das placas com antimicrobiano alvo (da menor concentracao para a maior).
Por fim, foram incubadas a 37 °C por 24h, quando se procedeu a leitura da CIM.
Considerando que cepas tolerantes podem ter crescimento lento, apos a leitura da

CIM, as placas foram novamente incubadas por mais 68h (Figura 7).
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Este ensaio foi repetido 3 vezes para LVX, e 2 vezes para CAZ e SXT. As cepas

expostas aos antimicrobianos indutores com crescimento bacteriano maior que a

cepa parental foram selecionadas para o teste da triagem quantitativa.

Figura 6 - Adaptacgdo do replicador bacteriano utilizando 96 pinos de a¢o acoplados em suporte para
ponteiras (A). Placa com agar Mueller-Hinton sem adi¢éo de antimicrobiano, mostrando o crescimento
em spot do in6culo bacteriano apds exposicdo aos antimicrobianos indutores (B).

Inéculo 2-3 uL

p N N F S
{ ) ( ) ) | )
5 Agar Agar MH Agar MH Agar MH Agar MH
MH + + + +
ATM alvo 1X ATM alvo 2X ATM alvo 4X ATM alvo 8X
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indutores
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Figura 7 — Esquema do ensaio de triagem qualitativa de tolerancia induzida por antimicrobianos. As
placas de agar MH (Mueller Hinton) contendo o antimicrobiano alvo foram “carimbadas” com
replicador contendo como inéculo a cepa S. maltophilia exposta aos antimicrobianos indutores em
diferentes concentragBes. Em seguida, as placas foram incubadas até 24h para observacdo da
Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) e mais 68h para visualizagdo do crescimento nos spots. ATM —
Antimicrobiano; DAP — daptomicina; VAN — vancomicina; GEN — gentamicina.

Escolha dos antimicrobianos-alvo e
indutores para triagem qualitativa
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4.3.2.3 Triagem quantitativa

Para mensurar o aumento do crescimento das amostras induzidas por DAP e VAN
na placa contendo o antimicrobiano alvo LVX (triagem qualitativa), realizamos novo
ensaio em meio liquido (caldo BHI) com intuito de quantificar o crescimento
bacteriano pela turvacao (triagem quantitativa). Assim, apds novo ensaio de inducéo,
o contetdo da microplaca foi inoculado (2-3 pL) em outras microplacas contendo
LVX diluida em CAMHB (200 pL por poco) nas concentracdes 0,0625 - 0,5 pg/mL
(Figura 8). Imediatamente apés (tempo zero), foi feita a leitura da DOeoorm €m
espectrofotdmetro de microplacas Epoch™2 (BioTek, Vermont, Estados Unidos da
América). Em seguida, as microplacas foram incubadas a 37 °C e, apos
aproximadamente 44h (tempo necessario para garantir crescimento de bactérias
com metabolismo lento), foi feita nova leitura de DOsoonm. Por limitacdo técnica,
apenas alguns pocos das microplacas foram plagqueados para contagem de
UFC/mL. Para isso, primeiramente foi escolhida a microplaca que mostrasse 0s
maiores valores de absorbancia das cepas induzidas em relacdo a parental. Logo
apos, foi realizada uma comparacdo entre as médias dos valores de absorbancia
para cada concentragao do antimicrobiano indutor testada. As trés concentracdes de
maior absorbancia foram plaqueadas em microgota, ap6s diluicdo seriada (101-109),
para contagem de UFC/mL. A média da contagem de UFC/mL de trés experimentos
diferentes foi plotada em grafico e a andlise estatistica (teste t de Student) foi feita

para comparacéo do crescimento entre as induzidas e a parental.
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Figura 8 — Esquema do ensaio de triagem quantitativa de tolerancia induzida por antimicrobianos. As
microplacas contendo LVX foram inoculadas com cepas induzidas por antimicrobianos (daptomicina e
vancomicina, indugdo por 180 min). Os poc¢os que mostraram maior valor da razao absorbancia da
cepa induzida/parental foram plagueados em microgota apés diluicdo seriada para contagem de
UFC/mL. CAMHB - Caldo Mueller Hinton ajustado com cétions (do inglés Mueller-Hinton Cation-
adjusted Broth); LVX — levofloxacina.

4.3.3 Caracterizagdo molecular das amostras induzidas

A caracterizagdo molecular das amostras induzidas isoladas foi realizada para se
determinar sua similaridade em relagdo a cepa parental (ERIC-PCR) e para excluir a
hipétese de contaminacdo por outro microrganismo (MALDI-TOF MS). O ensaio
MALDI-TOF MS foi realizado no Laboratorio Alerta da Universidade Federal de S&o
Paulo (UNIFESP), sob supervisédo do Prof. Dr. Rodrigo Cay0 da Silva.

4.3.3.1 Fingerprinting bacteriano utilizando primers ERIC (ERIC-PCR)

A ERIC-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase com Sequéncias Repetitivas

Enterobacterianas Intergénicas de Consenso) foi realizada para a cepa parental e

40




MATERIAIS E METODOS

induzidas D25, V15,6 e V3,9, com o intuito de observar se a mudanca fenotipica das
induzidas em relacdo a tolerancia antimicrobiana se deve a alguma variacao
genética. Esta é uma técnica simples e econdmica para discriminar diferentes
linhagens pertencentes a uma mesma espécie e ja foi utilizada em diversos estudos
para tipagem genética de isolados S. maltophilia (ANDERSON et al., 2007;
CHATELUT et al., 1995; GALLO et al., 2016; RANJBAR et al.,, 2017). Para a
extracdo de DNA bacteriano, seguimos protocolo de Nunvar e colaboradores (2012),
no qual cerca de 10 colbnias de cada amostra foram transferidas para microtubos
contendo 100 pL de agua Mili-Q® estéril e seu contetdo foi homogeneizado em
vortex e aquecido em banho-maria a 98-100°C por 15 minutos. ApoOs este periodo,
0s microtubos foram centrifugados a 15000g durante 5 minutos. Em seguida, os
sobrenadantes foram coletados, dispensados em novos microtubos estéreis e
estocados em freezer a -20 °C. A andlise da concentragdo e pureza do DNA extraido
foi feita através do espectrofotbmetro NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos da América). Segundo fornecido pelo aparelho
(“TO42-TECHNICAL BULLETIN NanoDrop Spectrophotometers”, acesso em 03 de
set. de 2018), as razbes das absorbéancias a 260 e 280nm, utlizadas para
determinacao de pureza de DNA e RNA, devem estar ~1,8 e 2,0, respectivamente.
Razoes fora do estabelecido foram excluidas e novas extracdes foram realizadas.
Para a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o DNA extraido foi diluido
até concentracao de 40 ng/pL.

A reacao de amplificacao foi realizada no termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad), utilizando 2 yL do DNA extraido (40 ng/uL) adicionados a 23 uL da mistura de
reacao para PCR (Quadro 1), seguindo as condi¢cbes de amplificacdo descritas no
Quadro 2 (GALLO et al., 2016; VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991). A
preparacdo dos reagentes da PCR foi realizada em recipiente com gelo. Apés a
amplificacéo, os produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v) em tampao TBE 1x, corados com brometo de etidio 0,5 pg/mL e visualizados
em luz ultravioleta pelo sistema de documentacdo de géis MiniBIS® Pro (BioAmérica
Biotech, Florida, Estados Unidos da Ameérica). Por fim, a imagem obtida do gel foi
analisada pelo software “Geld” (HERAS et al., 2015). Este ensaio foi repetido em

dois dias diferentes.
41




MATERIAIS E METODOS

Quadro 1 — Reacéo de ERIC-PCR.

Reagentes (marca) | Concentracao Volume (uL) Concentracéo final
Inicial
Agua ultrapura - 16,6 -
(Sigma-Aldrich)
Tampéao de reagao 10x 2,5 1x
(Sinapse Inc)
dNTP mix (Sinapse 10mM 0,5 0,2mM
Inc)
MgClz (Sinapse Inc) 25mM 1 1mM
Primer sense? 100mM 1 4mM
(Invitrogen)
Primer antisense? 100mM 1 4mM
(Invitrogen)
Taq polimerase 5U/uL 0,4 0,08U/puL
(Sinapse Inc)
DNA 40 ng/pL 2 3,2 ng/uL

!ERIC1 (5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’); 2ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3).

Quadro 2 — Condi¢des de amplificacdo para o fingerprintig bacteriano por ERIC-PCR.

Etapa Temperatura/Tempo
Desnaturacao inicial 95 °C/7 min
(30 ciclos)
Desnaturacao 95°C/30 s
Elongacéo 48 °C/30 s
Extensao 72 °C/2 min
Extenséo final 72 °C/10 min
Manutencéao 12 °Cle

Adaptado de Versalovic, Koeuth e Lupski (1991).
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4.3.3.2 ldentificacdo de género e espécie pelo ensaio “Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry” (MALDI-TOF MS)

A cepa parental e a induzida D25 tiveram sua identificacdo confirmada pela
metodologia MALDI-TOF MS, utilizando o espectrobmetro de massa Microflex LT e o
software MALDI Biotyper 3.3 (Bruker Daltonics, Massachusetts, Estados Unidos da
América). Esta técnica é utilizada na identificacdo bacteriana através da analise de
proteinas ribossomais (2-20 Quilodalton), gerando um perfil proteico que é langado
em uma base de dados, permitindo um resultado rapido e mais econémico que
outros métodos comumente utilizados (BIZZINI et al., 2010; SAFFERT et al., 2011;
SINGHAL et al., 2015).

A extracdo das proteinas totais foi realizada de acordo com as seguintes
recomendacOes do fabricante (Bruker Daltonics): uma alca de 1 pL contendo
colénias bacterianas, foi diluida em 300 pL de 4gua destilada estéril e, em seguida,
foi adicionado 900 pL de etanol absoluto (Carlo Erba Reagents, Arese, Italia). Esta
mistura foi cuidadosamente agitada e centrifugada a 13.000 rpm durante 2 minutos.
O sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspenso com 50 pL de &acido
férmico a 70% (Sigma-Aldrich) e misturado com 50 pL de acetonitrila pura (Sigma-
Aldrich). Esta solucao foi centrifugada a 13.000 rpm durante 2 minutos e 30 pL do

sobrenadante foi armazenado a -20°C, para posterior andlise pelo aparelho.

Para a identificagdo das amostras, 1 L do extrato proteico foi pipetado em triplicata,
numa placa de aco inoxidavel contendo 96 spots, fornecida pelo fabricante. O
in6culo foi deixado a temperatura ambiente para secagem e, posteriormente,
adicionado 1 pL da matriz [500 mg/mL de &cido alfa-4-ciano-hidroxicinamico (Bruker
Daltonics)] diluida em uma solucdo de &cido trifluoroacético a 2,5% (Acetonitrila
50%, agua 50% e &cido trifluoroacético 2,5%), e novamente deixado a temperatura
ambiente para secagem. Como calibrante, foi utilizado o extrato proteico da cepa
Escherichia coli DH5a. Apos o processamento das amostras e do calibrante, a placa

foi colocada no equipamento para realizacdo da identificacao bacteriana.

A identificacdo pela técnica do MALDI-TOF MS foi baseada de acordo com o valor

de “score” liberado pelo aparelho. Um valor = 2,3 indica que a identificagcdo do
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género e da espécie é confidvel; entre 2,0 a 2,29 indica que a identificacdo do
género é confiavel e da espécie € provavel; e entre 1,7 a 1,9 indica que a
identificacdo do género € provavel. Quando os valores de “score” sédo inferiores a
1,69 o aparelho reporta como micro-organismo nao identificado. Somente foi
considerada a identificagdo com score = 2,0 para o presente estudo.

4.3.4 Determinacédo da tolerancia pela razdo CBM/CIM

A CIM e a CBM do antimicrobiano LVX foram realizadas para as amostras parental e
induzidas D25, V15,6 e V3,9. Neste ensaio, a cepa é considerada tolerante quando
apresenta razado CBM/CIM maior ou igual a 32 (TUOMANEN; DURACK; TOMASZ,

1986). Estes ensaios foram repetidos em duas ocasifes diferentes.

4.3.4.1 Determinacéo da CIM

O valor da CIM foi determinado através do método de microdiluicdo (CLSI, 2015).
Inicialmente, foi realizada a diluicdo da solugédo estoque de levofloxacina (1000
png/mL) em CAMHB (ANEXO C) de modo a obter concentracées duplas finais na
faixa de 0,063 - 8ug/mL nas fileiras A-H da microplaca de 96 pocos. Logo apés, foi
feito o ajuste de indculo bacteriano, diluindo a suspensdo bacteriana incubada
overnight em caldo BHI até DOsoonm de 0,26, equivalente a 1-2 x 108 (UFC)/mL. Em
seguida, este indculo foi diluido novamente, em CAMHB, e 100 pL adicionados em
cada poc¢o da microplaca ja contendo 100 pL de solucdo de LVX, obtendo inéculo
final de 10° UFC/mL. Para a contagem de UFC/mL, o inéculo foi diluido de 10ta 10
3, e uma microgota de 10 pL de cada diluicdo foi inoculada em &gar BHI, em
triplicata, e incubada a 37 °C por 24 h. Apoés 24 horas de incubacdo da microplaca
em 37 °C, a CIM foi determinada por inspecéo visual da turbidez do meio de cultura,
sendo considerada a menor concentra¢do do antimicrobiano que inibiu a turvacéo do
meio (ANDREWS, 2001).

Seguindo o manual de referéncia CLSI (2018), foi considerada sensivel a cepa com
valor da CIM de levofloxacina < 2 pug/mL, intermediaria aquela com valor da CIM = 4
ug/mL e resistente aquela com valor da CIM 28 ug/mL. A cepa Pseudomonas
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aeruginosa ATCC® 27853™ foi utilizada como controle de qualidade da CIM de
LVX, devendo sua CIM estar dentro da faixa de 0,5 — 4 pg/mL para validacdo do
experimento (CLSI, 2018).

4.3.4.2 Determinagéo da CBM

Para determinacdo da CBM, retiramos aliquotas de 180 ul dos pocos sem turbidez e
inoculamos em tapete, com auxilio de algcas de Drigalski, em placas contendo agar
BHI. Apds 24 h de incubacédo a 37 °C, realizamos a contagem de UFC em cada
placa. A CBM foi considerada a concentracdo de LVX capaz de reduzir 99,9% do
inoculo inicial (BARRY et al., 1999).

4.3.5 Determinacédo datolerancia pelo teste de disco-difusdo adaptado

A primeira etapa deste ensaio segue o protocolo de disco-difusédo proposto por
Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966). O ajuste do inoculo bacteriano foi feito a partir de
culturas de 24h em &agar BHI. Coldnias isoladas foram diluidas em NaCl 0,9% até
DOsoonm de 0,26 (equivalente a 1-2 x 108 UFC/mL). Em seguida, um swab estéril foi
embebido na suspensdo bacteriana e semeado em forma de tapete na placa de
Petri contendo agar MH. Apdés secagem da placa, os discos de antimicrobianos
foram dispostos no agar com um espaco entre seus centros de, no minimo, 24mm. A
manipulacéo dos discos foi feita com auxilio de uma pin¢a de inox estéril, cuja ponta
foi flambada apds cada disco. Dentro do periodo de incubacdo de 24h, os
antimicrobianos se difundiram no meio (Figura 9A), permitindo a formacéo de halos
de inibicdo. Os diametros dos halos foram medidos e as imagens das placas foram
obtidas através de scanner (Multifuncional Samsung SCX-4833). Em seguida, 0s
discos foram retirados e as placas incubadas por mais 24h a 37 °C (Figura 9B). Por
fim, os didametros dos halos foram novamente medidos e as placas escaneadas. As
amostras foram avaliadas quanto a tolerancia através do numero de colbnias que
cresceram dentro dos halos de inibicdo ap0s a retirada dos discos (Figura 9C): baixa

tolerancia (0-10 colbnias), média tolerancia (10-centenas) e alta tolerancia
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(crescimento em tapete) (GEFEN et al., 2017). Este ensaio foi repetido em trés

ocasides diferentes.

S Sensivel
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l Difusdo /
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Figura 9 - Esquema do ensaio de disco-difusdo adaptado. Logo apdés a adicdo dos discos, 0s
antimicrobianos passam a se difundir no agar (A). Apos 24h de incubacdo, o didametro do halo de
inibicdo formado ao redor do disco é medido e o disco é retirado (B). Com mais 24h de incubacéo, é
possivel observar crescimento de coldnias tolerantes dentro do halo de inibicédo (C).

Fonte: adaptado de Trastoy e colaboradores (2018).

Os antimicrobianos testados e suas respectivas quantidades presentes nos discos
estdo descritas na Tabela 1. Para padronizacdo do teste, avaliamos diferentes
guantidades de LVX no disco (0,25 pg; 0,5 pg; 1 pg; 5 pug e 10 pg). Discos de 1
Hg/mL mostraram halos mais visiveis apds 24h de incubagdo, portanto, foram
escolhidos para os demais testes. Os discos comerciais foram cortados em 1/8, 1/6
e Y4 partes, ja que a concentragdo presente no disco inteiro € alta demais para que
caia para niveis sub-CIM apo6s 24h de incubacdo. O corte do disco em ¥ foi o
bastante para formacdo de halo de inibicdo e baixa o suficiente para seus niveis
cairem para sub-CIM. Por fim, testamos a substituicdo dos discos de antimicrobianos
por discos contendo 5 pL de solucédo de glicose estéril (40%) conforme realizado por

Gefen e colaboradores (2017) no “TDtest”.
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Os antimicrobianos CAZ, MIN, PXB e TCC estavam disponiveis na forma de discos
comerciais para antibiograma. Os demais antimicrobianos estavam disponiveis na
forma liofilizada, sendo diluidos até concentracdo desejada e 5 pL dispensados em

discos de papel filtro estéril (6mm de diametro).

Tabela 1 - Quantidade testada de cada antimicrobiano nos discos do ensaio de disco-difusao
adaptado.

Antimicrobianos CAZ CLO CIP* LVX MIN PXB TCC SXT**

Quantidade por 7,5 10 1 1 75 12,5 18,75/2,5 0,95/18,05
disco (ug)

CAZ - Ceftazidima; CLO — Cloranfenicol; LVX — Levofloxacina; MIN — Minociclina; PXB — Polimixina
B; TCC — Ticarcilina/clavulanato; SXT — Sulfametoxazol/trimetoprim. *Testado apenas nas cepas
parental, V15,6 e V3,9. *Testado apenas nas cepas parental e D25.

4.3.6 Determinacédo datolerancia pela curva de tempo de morte

Para a curva de tempo de morte em fase estacionéria, os indculos das amostras
parental e induzida foram ajustados até DOsoonm de 0,26 (equivalente a 1-2 x 108
UFC/mL), a partir de culturas overnight em caldo BHI, e diluidos em tubos contendo
10 mL de caldo BHI até concentragdo de 1-2 x 10° UFC/mL. Para a curva de tempo
de morte em fase exponencial, incubamos os tubos ajustados conforme mencionado

acima a 37 °C e agitacao de 130 rpm por 210 minutos.

Imediatamente antes da adi¢do do antimicrobiano (LVX, CAZ, CIP) (Tempo 0), uma
aliquota de 100 L foi retirada de cada tubo, diluida em séries de 1:10 até 103, e
cada diluicdo foi espalhada em tapete em agar BHI, com auxilio de algcas de
Drigalski estéreis. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24h. O
antimicrobiano foi entdo adicionado em cada tubo nas concentracdes de 50 vezes a
CIM ou 100 vezes a CIM (para a curva dose-dependente) e os tubos foram
incubados a 37 °C sob agitacdo de 130 rpm. A cada 2h, repetiu-se a retirada da
aliquota da suspensao de cada tubo para plagueamento em tapete. Apos 24h de
incubacao das placas, foi feita a contagem de colénias em cada tempo e os dados

de todos os experimentos foram plotados no Excel como média + desvio-padrdo do
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log de UFC/mL versus tempo (horas) para montagem da curva de tempo de morte

de cada cepa.

Para o célculo do tempo minimo para morte de 99% (MDKogg) e 99,99% (MDKago,00) da
populacdo inicial, foi considerada a média do log de UFC/mL no tempo O como
sendo 100% da populacéo. Através deste valor, encontramos o log de UFC/mL de
1% e 0,01% da populacédo e, plotando na curva, conseguimos estimar o MDKgg €
MDKaog.99, respectivamente.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Prism 8 (GraphPad,

California, EUA). O grau de significancia estatistica considerado foi de 95% (p<0,05).
Os métodos de analise empregados para cada ensaio estao descritos a seguir:

e A comparacao do crescimento em spot apés triagem qualitativa da tolerancia

foi apresentada de maneira descritiva.

e Para comparar os valores de UFC/mL obtidos na triagem quantitativa de
tolerancia entre a parental e as induzidas, foi realizado teste t de Student para
dados paramétricos. Havendo necessidade, realizamos a transformagéo dos
dados para que atendessem ao critério de distribuicdo normal. Caso contrario,

o0 teste ndo paramétrico seria utilizado.

e Para o célculo da CIM e CBM, foram feitas médias geométricas dos valores
obtidos em cada experimento. A média geométrica é utilizada para valores
que variam exponencialmente por permitir resultados mais discriminantes e
proximos aos reais (DAVIES, 1990; MANIKANDAN, 2011).

e As diferencas entre o tamanho dos halos apds teste de disco-difusao
adaptado foram analisadas por teste t de Student para os pares

parental/induzida para cada antimicrobiano testado.
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e As curvas de crescimento e de morte foram expressas como média + desvio-

padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 CINETICA DE CRESCIMENTO DA CEPA PARENTAL DE S. maltophilia

Os resultados da cinética de crescimento de S. maltophilia ATCC 13637, obtidos
apos dois experimentos independentes, estdo ilustrados na Figura 10. De 0 a 30
min, a cepa estudada apresentou fase lag de crescimento e seu crescimento
exponencial comecou a partir do minuto 30 até 270 min de incubacdo. Em 270 min,
0 numero de coldnias alcangcou um pico e, apds esse periodo, a cepa entrou na fase
estacionaria de crescimento. Para a realizacdo da inducdo de tolerancia por
antimicrobianos, € necessario que estes estejam em contato com a bactéria em fase
de crescimento exponencial. Portanto, apds construcao da curva de crescimento da
cepa parental de S. maltophilia, escolhemos realizar a inducéo apos 210 minutos de
crescimento bacteriano nas mesmas condi¢cdes de incubacdo do ensaio da curva de

crescimento.
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Figura 10 — Curva de crescimento da cepa parental de S. maltophilia (ATCC 13637). A cinética de
crescimento da bactéria foi monitorada durante 360 min de incubacdo em caldo BHI a 37 °C e
agitacao de 130 rpm. Os dados [logaritmo de base 10 (logio) das Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC)/mL versus tempo] foram plotados como média e desvio-padrao de dois experimentos
independentes. Vermelho — fase lag; Azul — fase exponencial; Verde — fase estacionaria.
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5.2 TRIAGEM DE TOLERANCIA INDUZIVEL

A exposicao aos antimicrobianos indutores DAP, VAN e GEN néo alterou o perfil de
susceptibilidade das cepas, cujas CIMs para LVX, CAZ e SXT foram 0,125 ug/mL, 4
png/mL e 1/19 pg/mL, respectivamente. Todas as cepas de controle de qualidade
tiveram a CIM dentro da faixa preconizada pelo CLSI (2018).

ApoOs exposicao aos antimicrobianos indutores DAP, VAN e GEN, e repique em &agar
BHI sem a presenca de antimicrobianos, observamos que as exposi¢cdes a GEN em
concentragbes maiores que 15,6 pg/mL inibiram o crescimento de S. maltophilia
(Figura 11). Além disso, as concentragfes de GEN < 15,6 pg/mL ndo alteraram o
crescimento da bactéria em relacdo a sua parental (CC, sem exposicao) (Figura 12).
Assim, como nosso agente indutor ndo deve ter atividade inibitéria contra S.
maltophilia, e considerando que mesmo em concentracfes baixas a exposi¢cdo a
GEN né&o alterou o crescimento bacteriano em relagcdo ao controle ndo induzido,

GEN foi excluido dos demais ensaios.

Também na Figura 11, observamos que a VAN, nas concentracfes de 500 e 250
pug/mL, inibiu parcialmente o crescimento da bactéria quando comparada ao controle
de crescimento (CC, sem inducdo a antimicrobianos). Por outro lado, nenhuma

concentracéo testada de DAP foi capaz de inibir o crescimento de S. maltophilia.
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Figura 11 - Crescimento (24 h) em &gar Mueller-Hinton sem antimicrobiano da cepa

Stenotrophomonas maltophilia previamente exposta a daptomicina (DAP), vancomicina (VAN) e
gentamicina (GEN) em diferentes concentra¢des por 180 min. CC — controle de crescimento sem
exposicao prévia a antimicrobianos; CE — controle de esterilidade.

Apés “carimbar’ as placas de agar contendo o antimicrobiano alvo, os spots de
crescimento das cepas expostas foram comparados aos da cepa controle (sem
exposicdo aos indutores) (Figura 12). Apenas as combinacdes de indutor/alvo
DAP/LVX e VAN/LVX mostraram crescimento visivelmente maior quando comparado
a cepa controle. Assim, a triagem quantitativa foi realizada apenas para estes

antimicrobianos.

52




RESULTADOS

Controle
(sem

Exposicéo
a DAP?

Exposicédo
a VAN?

Exposicéo
a GEN?

exposicao)

LVX
(0,25
Mg/mL)

CAZ
(2 pg/mL)

SXT
(0,25/4,75
Hg/mL)

Figura 12 — Crescimento (92 h) em spot das cepas expostas a daptomicina (DAP), a vancomicina
(VAN) e a gentamicina (GEN) em &gar Mueller-Hinton contendo os antimicrobianos alvo levofloxacina
(LVX), ceftazidima (CAZ) e sulfametoxazol/trimetoprim (SXT). Nota-se crescimento visivelmente maior
das cepas expostas a DAP e VAN (identificadas por setas vermelhas) em relacdo ao controle, em
meio contendo LVX.

1Exposicdo a concentragéo de 25 pg/mL.
2Exposicado a concentracio de 3,9 pg/mL.

Na triagem qualitativa observamos um maior crescimento de colénias nas amostras
expostas a DAP e VAN em agar MH contendo 0,25 pg/mL de LVX, apos 92h de
incubacédo (Fig. 13a). Na triagem quantitativa, os valores da média e mediana de
UFC/mL das amostras induzidas foram maiores que o controle, entretanto nao
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos apés teste t de Student dos

pares parental/induzida (Fig. 13b).
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Crescimento em agar BHI + 0,25 pg/ml de LVX
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Figura 13 - Crescimento de S. maltophilia na presenca de levofloxacina (LVX) apds exposicdo a
daptomicina (DAP) e vancomicina (VAN). Na triagem qualitativa (a), a bactéria foi exposta a DAP (25
pg/mL) e VAN (15,6 e 3,9 pg/mL) por 180 min e inoculada em agar BHI contendo LVX (0,25 pg/mL).
ApGs 92h de incubacao, foi observado crescimento ligeiramente maior nas amostras expostas a DAP
e VAN (a) em relagdo ao controle (Controle +LVX). Para quantificar o maior crescimento observado, o
experimento foi repetido em meio liquido em placas de 96 pocos e realizada contagem de Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC)/mL (b). O gréfico ilustra os dados obtidos em trés experimentos
independentes. N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos (teste t de Student).

5.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS AMOSTRAS INDUZIDAS

Para excluir a hipétese de contaminacdo por outro microrganismo e determinar a
similaridade genética entre as cepas induzidas D25, V15,6 e V3,9, e a parental, foi
empregada a técnica ERIC-PCR que mostrou 100% de similaridade entre as cepas

(Figura 14). Além disso, também confirmamos a identificacdo como
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Stenotrophomonas maltophilia das cepas parental e induzida D25 por meio da
técnica MALDI-TOF MS, com scores de 2,415 e 2,431, respectivamente.

Similaridade (%)

=

Figura 14 - Dendrograma gerado pelo software “GelJ” das cepas parental e induzidas (V3,9; V15,6 e
D25) de Stenotrophomonas maltophilia apés ERIC-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase com
Sequéncias Repetitivas Enterobacterianas Intergénicas de Consenso). Todas as cepas apresentam
100% de similaridade entre as bandas encontradas. Nivel de tolerancia de 5% para correspondéncia
entre as bandas; coeficiente Jaccard para determinacéo de similaridade entre os padrfes de bandas
e UPGMA (do inglés, Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) para analise de
agrupamento.

5.4 DETERMINACAO DO VALOR DA CIM E CBM

O valor da CIM de LVX para as amostras induzidas e parental foi o mesmo e, de
acordo com o manual de referéncia do CLSI (2018), estdo dentro da faixa de
sensibilidade, comprovando que a inducdo ndo gerou resisténcia nas amostras. A
razao CBM/CIM das amostras induzidas e parental foi <32, ainda que os valores das
amostras induzidas tenham se mostrado ligeiramente maiores que o da cepa

parental (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de
levofloxacina para as cepas parental e induzidas de Stenotrophomonas maltophilia.

Amostra CIM (ug mL™?) CBM (ug mL?1) (CBM/CIM)
Parental 0,125 0,3 2,4
D25 0,125 0,35 2,8
V15,6 0,125 0,38 3,04
V3,9 0,125 0,33 2,64
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D25 - Cepa Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 13637) induzida a 25 pg/mL de daptomicina; V15,6
- Cepa S. maltophilia (ATCC 13637) induzida a 15,6 pg/mL de vancomicina; V3,9 - Cepa S.
maltophilia (ATCC 13637) induzida a 3,9 pg/mL de vancomicina.

Dados obtidos de dois experimentos independentes e apresentados como média geométrica.

A CBM permite crescimento de até 0,1% da populacao inicial (BARRY et al., 1999).
Para um dos experimentos realizados, nosso inéculo inicial foi de 5,8 x 108 UFC/mL,
de forma que a CBM foi considerada a concentracdo de LVX capaz de reduzir a
contagem para até 5,8 x 102 UFC/mL (equivalente a 1044 colbnias nos 180 pL
inoculados nas placas). A populacéo residual ilustrada na figura 15 €, desta forma,
negligenciada, e pode representar a subpopulacdo persistente. Assim, apesar da
cepa induzida D25 apresentar uma subpopulacdo evidentemente maior do que a
parental crescendo em 0,25 pg/mL de LVX, a CBM foi a mesma para ambas (CBM =
0,25 pg/mL).

Figura 15 - Subcultivo, em agar BHI, do contetido dos pocos da placa de microdiluicdo contendo 0,25
pg/mL de levofloxacina (LVX). Como o indculo inicial foi de 5,8 x 10° UFC/mL, a CBM foi considerada
a concentragdo de LVX capaz de reduzir a contagem para até 5,8 x 10° UFC/mL (até 1044 colbnias
nos 180 L inoculados nas placas), ou seja, reduzir 299,9% do inéculo inicial. Assim, apesar da cepa
induzida D25 apresentar uma subpopulacéo evidentemente maior do que a parental crescendo em
0,25 pg/mL de LVX, a CBM foi a mesma para ambas (CBM=0,25 ug/mL).
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55 TESTE DE DISCO-DIFUSAO ADAPTADO PARA DETERMINACAO DA
TOLERANCIA BACTERIANA

Nos ensaios realizados no par parental/induzida D25, observamos recrescimento
significativamente maior da cepa D25 quando retirados os discos de LVX, CAZ e
TCC (Figura 16 e 17). De acordo com os critérios de avaliacdo qualitativa de
tolerancia através do TDtest propostos por Gefen e colaboradores (2017), a cepa
D25 apresentou alta tolerancia/persisténcia a estes antimicrobianos. Entretanto, para
os demais antimicrobianos testados (CLO, MIN, PXB e SXT), ndo houve diferenca

no recrescimento entre a parental e a induzida (Figura 18).

A fim de se descartar a hipétese de os resultados serem ocasionados por resisténcia
bacteriana, a CIM de LVX foi novamente determinada para as cepas D25 e sua
parental. O resultado foi de CIM igual a 0,125 pug/mL para ambas, confirmando que
as amostras sdo igualmente sensiveis e que as alteracdes fenotipicas observadas

sdo tipicas de tolerancia ou persisténcia.

Para o par parental/V3,9, ndo houve diferenca significativa entre o crescimento em
relacdo a parental em nenhum antimicrobiano testado, antes ou apos a retirada dos
discos (Figura 19 e ANEXO D). A induzida V15,6, por outro lado, apresentou halo de
inibicdo menor que a parental para a LVX, CAZ e CIP nas primeiras 24 h de
incubacao (Figura 19 e ANEXO D), sugerindo diminuicdo de susceptibilidade, ao

invés de tolerancia. Dessa forma, estas cepas foram excluidas dos demais testes.
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Figura 16 - Crescimento de coldnias tolerantes apés teste de disco-difusdo adaptado em agar
Mueller-Hinton. As linhas pontilhadas delimitam o diametro do halo de inibicAo do crescimento
bacteriano nas primeiras 24 h. Apos a retirada do disco de antimicrobiano e mais 24 h de incubacgéo
(totalizando 48 h), observa-se o crescimento da cepa tolerante D25 dentro do halo de inibicdo de (a)
ticarcilina/clavulanato, (b) levofloxacina e (c) ceftazidima. A seta preta indica a retirada do disco de
antimicrobiano.
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Figura 17 — Teste de disco-difusdo adaptado de levofloxacina (LVX), ceftazidima (CAZ) e
ticarcilina/clavulanato (TCC) para as cepas parental e induzida. (a) Nota-se visivel diminuicdo do halo
de inibicdo (recrescimento) da cepa induzida D25 em relac¢éo a parental. (b) Diferenca do diametro de
halo antes e depois da retirada do disco de antimicrobiano em trés experimentos independentes.
Teste t de Student foi realizado nos pares parental/D25 para cada antimicrobiano, com diferenca

significativa (p<0,05) em todos os casos.
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Figura 18 — Teste de disco-difusdo adaptado de cloranfenicol (CLO), minociclina (MIN), polimixina B
(PXB) e sulfametoxazol/trimetoprim (SXT) para as cepas parental e induzida D25. Nota-se
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semelhanca entre o didmetro dos halos de inibicdo da cepa induzida D25 e sua parental apés a
retirada dos discos de antimicrobianos.
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Figura 19 — Didmetro do halo de inibicdo das cepas S. maltophilia parental (ATCC 13637) e induzidas
por vancomicina (V3,9 e V15,6) na primeira etapa do teste de disco-difusédo adaptado (primeiras 24
h). Nota-se diferenca do halo para a V15,6 e sua parental nos antimicrobianos CAZ, LVX e CIP,
indicando menor susceptibilidade da V15,6 a estes antimicrobianos. Teste t de Student foi realizado
nos pares parental/induzida para cada antimicrobiano (MIN — minociclina; PXB — polimixina B; CLO —
cloranfenicol; TCC - ticarcilina/clavulanato; CAZ - ceftazidima; LVX - levofloxacina; CIP -
ciprofloxacina). *** (p= 0,000081), ** (p= 0,000516).

5.6 CURVA DE TEMPO DE MORTE

A cinética de morte da cepa parental e induzida D25, de inéculo inicial em fase
estacionéria, na presenca de 50 vezes a CIM de levofloxacina (6,25 pg/mL) nos
mostra a sobrevivéncia prolongada de uma subpopulacdo da amostra D25 (<1%) em
relacdo a parental (Figura 20). Embora o tempo minimo para morte de 99% da

populacdo (MDKgg) tenha sido proximo para ambas as cepas (~48 min), o tempo
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minimo para morte de 99,99% da populacdo (MDKaog,g9) foi cerca de 1,6x maior para
a cepa D25 (~213 min) que para a cepa parental (~135 min). Entretanto, ndo houve

diferenca estatistica significativa em nenhum dos pontos testados.

A fim de classificar a populacdo como persistente do tipo tempo-dependente e
persistente do tipo dose-dependente, realizamos a cinética de morte frente a LVX
mostradas pelas curvas da Figura 21(a) e 21(b), respectivamente. A figura 21(a)
mostra um MDKagg 99 cerca de 1,16x maior para a amostra D25 (~111 min) que para a
cepa parental (~96 min). A figura 21(b) mostra um MDKgo de ~75 min e ~39 min e
MDKgo99 de ~239 min e ~213 min para a cepa D25 e para a parental,
respectivamente. O MDKgg e MDKog 99 da cepa D25 foi 1,9 e 1,1x maior que o da
cepa parental, nesta condigdo. Entretanto, estas diferencas entre o crescimento de
colonias ndo foram estatisticamente significativas, impedindo a classificagao acurada

do tipo de persisténcia.

A Figura 22(a) mostra a cinética de morte frente a CAZ, outro antimicrobiano que
mostrou tolerancia apds teste de disco-difusdo modificado. A curva ilustrada por
essa figura mostra que o crescimento de colonias da amostra D25 foi maior que a
parental, principalmente nos tempos de 24 e 48h; porém, ndo permitiu a observacgao
do MDKog,09 NOs intervalos de tempo testados. Além disso, houve recrescimento
tanto da amostra D25 quanto da parental apos 8h de incubacdo frente a CAZ. A
figura 22(b) mostra que a cinética de morte da cepa D25 foi similar a parental

guando expostas a CIP.
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Figura 20 - Cinética de morte em presenca de levofloxacina (LVX) (50 vezes a Concentracgao Inibitéria
Minima [CIM] = 6,25 pg/mL) das cepas S. maltophilia parental (ATCC 13637) e induzida por 25 pg/mL
de daptomicina (D25), com inéculo inicial em fase estacionaria de crescimento. (a) Contagem de
colbnias viaveis da amostra parental e induzida D25 nos tempos de 0-6 horas apés adicdo de LVX.
(b) Curva de morte das cepas parental e induzida gerada a partir de trés experimentos
independentes. O MDKgo foi 0 mesmo para ambas as amostras (~48 min). O MDKag,99 (em vermelho)
da cepa D25 (~213 min) foi maior em relacdo ao da parental (~135 min). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre o crescimento de colénias das amostras em nenhum dos tempos
testados. MDKgs € MDKGgg 90 representam o tempo minimo para morte de 99% e 99,99% da populagéo
bacteriana, respectivamente.
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Figura 21 — Cinética de morte em presenca de 50 vezes a Concentragdo Inibitéria Minima (50xCIM =
6,25 pg/mL) (a) e 100xCIM (12,5 pg/mL) (b) de levofloxacina (LVX) das cepas Stenotrophomonas
maltophilia parental (ATCC 13637) e induzida por 25 pg/mL de daptomicina (D25), com inéculo inicial
em fase exponencial (a) e estacionaria (b) de crescimento. A curva (a) mostra os dados de dois
experimentos independentes e a (b) de apenas um experimento. MDKgg € MDKaog g0 representam o
tempo minimo para morte de 99% e 99,99% da populagéo bacteriana, respectivamente.
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Figura 22 - Cinética de morte em presenca de 50 vezes a Concentracao Inibitoria Minima (50xCIM =
200 pg/mL) de ceftazidima (CAZ) (a) e 6,25 pg/mL de ciprofloxacina (CIP) (b) das cepas
Stenotrophomonas maltophilia parental (ATCC 13637) e induzida por 25 pg/mL de daptomicina (D25),
com inéculo inicial na fase estacionaria de crescimento. Na curva (&), os dois primeiros tempos (0 e
5h) representam trés experimentos independentes e os trés ultimos tempos (8, 24 e 48 h) apenas um.
A curva (b) mostra resultados de dois experimentos independentes.
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6 DISCUSSAO

S. maltophilia € um bacilo gram-negativo cada vez mais isolado de infec¢bes
hospitalares no mundo todo, principalmente as de corrente sanguinea e pulmonares
de pacientes imunocomprometidos ou que utilizam dispositivos médicos invasivos,
como o cateter vascular (ADEGOKE; STENSTROM; OKOH, 2017; BROOKE, 2012).
Frequentemente, as infec¢cbes por S. maltophilia sdo acompanhadas de outros
microrganismos, como nos casos de coinfeccdo ou infec¢gdes polimicrobianas (DE
MAURI et al., 2014); portanto, o tratamento antimicrobiano de escolha deve ser
apropriado para cada patdégeno. Além disso, este bacilo é constantemente exposto a
drogas em terapias empiricas, que sao utilizadas quando o paciente infectado esta
em estado grave e imunossuprimido e precisa de tratamento imediato (HANES et al.,
2002). Devido ao limitado arsenal de drogas voltadas para o tratamento de infec¢des
por S. maltophilia, que € naturalmente multirresistente, a maioria das terapias
empiricas ndo é adequada para este microrganismo (HANES et al., 2002; YILMAZ et
al., 2010).

Os pacientes renais cronicos que fazem tratamento hemaodialitico sdo grupo de risco
para infeccbes por S. maltophilia visto que apresentam imunidade baixa,
comorbidades e uso de acessos artificias, como cateteres venosos ou peritoneais
(DE MAURI et al.,, 2014; GOKHAN GOZEL; CELIK; ELALDI, 2015). No Brasil, o
tratamento antimicrobiano empirico para bacteremias em pacientes hemodialiticos
geralmente consiste na administracdo de vancomicina, um glicopeptideo que cobre
bactérias gram-positivas, e gentamicina, um aminoglicosideo de amplo espectro
(PENEDO DA VITORIA et al., 2018). Em situagdes em que os dados
epidemiolégicos sugerem elevado numero de bactérias resistentes ou de
susceptibilidade reduzida a vancomicina, pode ocorrer a substituicio desta por
daptomicina, um antimicrobiano lipopeptideo usado para tratar infeccbes por
bactérias gram-positivas (DIOLEZ et al., 2017). Nenhuma destas drogas citadas é
indicada pelo CLSI (2018) contra S. maltophilia, portanto, nosso objetivo foi
investigar se o uso prévio das mesmas induz tolerancia cruzada in vitro frente as

drogas de escolha para o tratamento deste bacilo.
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A inducdo da tolerancia foi realizada com base no protocolo de Haaber e
colaboradores (2015), que fizeram a exposicao in vitro de Staphylococcus aureus a
colistina, antimicrobiano polipeptidico ciclico utilizado para tratamento de infeccbes
por bactérias gram-negativas, que frequentemente acompanham S. aureus em
coinfecgBes. Neste estudo, os autores relataram a presencga de tolerancia reversivel
a vancomicina nas cepas S. aureus pré-expostas a colistina. Portanto, seguindo a
ideia dos autores, realizamos uma triagem de antimicrobianos potencialmente
indutores de tolerancia. Expomos a cepa S. maltophilia, em fase exponencial de
crescimento, aos trés antimicrobianos frequentemente utilizados na terapia empirica
de infeccbes de corrente sanguinea de pacientes em hemodidlise, que sédo a

vancomicina, gentamicina e daptomicina.

Inicialmente analisamos o efeito da pré-exposicdo a estes antimicrobianos sobre a
viabilidade de S. maltophilia. Nossos achados mostraram que gentamicina exerceu
efeito dose dependente contra S. maltophilia (Figura 11), eliminando toda a
populacdo bacteriana nas concentracdes acima de 15,6 pg/mL testadas. Apesar da
resisténcia intrinseca de S. maltophilia aos aminoglicosideos, alguns estudos
comprovam a eficacia da gentamicina para tratamento de infec¢des por este bacilo,
principalmente quando associada a outros antimicrobianos (LIBANORE et al., 2004;
LOONEY; NARITA; MUHLEMANN, 2009; VAIDYANATHAN et al., 2005). Como
nosso objetivo foi testar a induc&o de tolerancia por drogas as quais S. maltophilia é,

de fato, resistente, eliminamos a gentamicina dos demais ensaios.

Vancomicina apresentou efeito parcial contra S. maltophilia apenas na concentracéo
mais alta utilizada neste estudo (500 pg/mL) (Figura 11). A inatividade da
vancomicina frente a S. maltophilia se deve a resisténcia intrinseca de bactérias
gram-negativas a esta droga, devido a impermeabilidade da membrana externa a
moléculas grandes como a vancomicina (FERNANDES et al., 2017). Nossa hipotese
para explicar esta atividade parcial de vancomicina a 500 pg/mL sobre S. maltophilia
€ a de que, assim como sugerido por Zhou e colaboradores (2015), uma pequena
guantidade do antimicrobiano pode ser capaz de penetrar a membrana externa e

exercer efeito significativo. Contudo, a concentracdo de 500 pg/mL € muito superior
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a dose terapéutica (15-20 pg/mL) (RYBAK et al., 2009), de forma que nado se aplica

ao contexto clinico.

Como esperado, a exposicdo a daptomicina ndo afetou o crescimento de S.
maltophilia (Figura 11) devido a resisténcia intrinseca de bactérias gram-negativas
conferida pela impermeabilidade da membrana externa e pela baixa disponibilidade
de alvos, os fosfolipidios aniénicos na membrana citoplasmatica (RANDALL et al.,
2013; SCHRIEVER et al.,, 2005). Ndo h& ensaios clinicos que definam a
concentracdo plasmatica efetiva de daptomicina para os diferentes tipos de infeccao
(REIBER et al., 2015). De modo geral, daptomicina exibe grande variabilidade de
concentragcfes séricas minimas entre pacientes (2,0 - 68,0 pg/mL), refletindo as
variacbes na dosagem e na funcéao renal (FALCONE et al., 2012; RECALDE et al.,
2017; REIBER et al.,, 2015). Assim, a concentracdo méaxima de daptomicina (25

pg/mL) testada por nés € um alvo provavel no contexto clinico.

Feita a exclusdo de gentamicina dos ensaios, pelas razdes colocadas, a andlise do
efeito da pré-exposicado de S. maltophilia a vancomicina e daptomicina revelou um
aumentou no crescimento do microrganismo na presenca de levofloxacina,
sugerindo inducdo de col6nias tolerantes nos ensaios de triagem. Entretanto, a
andlise quantitativa deste incremento no niumero de coldénias ndo mostrou diferencas
estatisticas significativas. Isto pode ser justificado pelo fato de cepas persistentes
corresponderem a uma subpopulagdo muito pequena (menor que 1% da populacao
total), ndo detectavel com este protocolo, o que ndo exclui sua relevancia do ponto

de vista clinico.

Ainda revelando a dificuldade no estudo da tolerancia e persisténcia, o parametro
CBM/CIM =32 como indicativo de tolerancia bacteriana (SHERRIS, 1986) ndo se
mostrou util. Nossos achados, em concordancia com Taylor e colaboradores (1983),
refletem a ineficacia desta técnica em identificar cepas persistentes que
correspondem a menos que 0,1% da populagao total. Neste ensaio, observamos um
maior crescimento da cepa induzida D25 em relacdo a sua parental na presenca de
concentracdo bactericida de levofloxacina, corroborando com a hipotese de
tolerancia desta amostra. Porém, para o ponto de corte da CBM (menor

concentracdo de antimicrobiano que reduz 99,9% do inéculo bacteriano inicial apés
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incubacdo de 24 h), a populacdo bacteriana residual foi desconsiderada, visto que
foi menor que 0,1% da populacdo bacteriana inicial. Embora varios estudos
concordem sobre a arbitrariedade do ponto de corte para CBM (PETERSON;
SHANHOLTZER, 1992; SHANHOLTZER et al., 1984), esta medida ainda é
referéncia para avaliagdo da atividade bactericida de antimicrobianos (OMARA,
ZAWRAH; SAMY, 2017; THWAITES et al., 2018). Como sugerido por Eagle e
Musselman (1948), o ponto de corte para a CBM deve se ajustar ao inéculo inicial.
Eles explicam que o ponto de corte padrao (reducdo de 3 logiw) foi obtido em
referéncia a um inéculo bacteriano de 10% UFC/mL; portanto, se o inéculo for de 10°
UFC/mL, o ponto de corte deve ser de 99,9999%. Em suma, podemos concluir que
uma razdo CBM/CIM <32 ndo deve ser usada para excluir a tolerancia; para isto,

outros ensaios devem ser utilizados.

O teste de disco-difuséo utilizado neste trabalho foi adaptado do TDtest proposto por
Gefen e colaboradores (2017). O teste original faz a substituicdo dos discos de
antimicrobiano por discos contendo solugcdo nutriente; entretanto, apO0s ensaios
piloto, observamos que ndo houve necessidade de substituicdo, j& que o
crescimento de tolerantes ocorreu com ou sem a troca dos discos. Provavelmente,
por utilizarmos agar MH, cuja composi¢cdo apresenta mais nutrientes que o agar
Luria-Bertani utilizado pelos autores (GEFEN et al., 2017), as colbnias tolerantes nao

necessitaram da suplementacéo de nutrientes.

Nossos achados com este ensaio mostraram que a exposi¢ao prévia a daptomicina
induziu tolerancia cruzada a levofloxacina, ceftazidima e ticarcilina-clavulanato em S.
maltophilia (cepa D25). Embora bactérias gram-negativas ndo apresentem alvo para
daptomicina (RANDALL et al., 2013), de alguma forma esta droga alterou o
metabolismo bacteriano, levando a tolerancia cruzada. Contudo, ndo houve
formacdo de tolerantes para os antimicrobianos minociclina, cloranfenicol e
polimixina B. Para antimicrobianos bacteriostéticos, este crescimento ap0s retirada
do antimicrobiano seria um fenbmeno natural, como o resultado obtido para
sulfametoxazol/trimetoprim. A permanéncia do halo de inibicdo (embora similares
para a parental e a tolerante D25) apdés a retirada dos antimicrobianos

bacteriostaticos minociclina e cloranfenicol pode ser explicada pela concentragéo
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dos farmacos ainda estarem na faixa inibitéria para S. maltophilia. A auséncia de
tolerancia da cepa D25 para o antimicrobiano bactericida polimixina B, sugere que
este farmaco possa ser uma boa opcéo para se evitar falha terapéutica devido a
tolerancia em situacdes clinicas de uso prévio de daptomicina em infec¢des onde S.
maltophilia possa estar presente. Polimixinas séo ativas contra S. maltophilia in vitro,
especialmente, em combina¢do com outras drogas como tetraciclinas, rifampicina e
sulfametoxazol-trimetoprim (BETTS et al., 2014; GALES; JONES; SADER, 2006;
GIAMARELLOS-BOURBOULIS; KARNESIS; GIAMARELLOU, 2002; POIREL;
JAYOL; NORDMANN, 2017; SAMONIS et al., 2012). Entretanto, a monoterapia com
colistina (Polimixina E) deve ser evitada devido a capacidade de adaptacédo de S.
maltophilia ao farmaco, um fenbmeno chamado por Martinez-Servat e colaboradores
(2018) como “resisténcia adaptativa”, cuja definicdo se confunde com aquela que
utilizamos para tolerancia. Além disso, o CLSI e o EUCAST retiraram a polimixina B
de seus manuais de referéncia para teste de disco-difusdo devido a baixa difusédo
deste antimicrobiano em agar, tornando o resultado observado para este

antimicrobiano néo confiavel (VASOO, 2017).

Outros estudos mostram o efeito da exposicdo a um antimicrobiano sobre a
tolerancia bacteriana a antimicrobianos de diferentes classes (tolerancia cruzada)
(CHUNG et al., 2018; HAABER et al., 2015; JOHNSON; LEVIN, 2013; LECHNER et
al.,, 2012; MICHIELS et al., 2016; WIUFF et al., 2005). Os achados de Wiuff e
colaboradores (2005) sugerem que 0s mecanismos por tras deste fenbmeno néo
sdo comuns a todas as classes de antimicrobianos. Neste estudo, ao expor a cepa
E. coli a 5 antimicrobianos separadamente (ciprofloxacina, ampicilina, rifampicina,
estreptomicina e tetraciclina), foi observada tolerancia a eles mesmos e tolerancia
cruzada a 3 ou 4 classes. Assim como nosso estudo, a droga mais susceptivel a
tolerancia cruzada pertencia a classe dos beta-lactamicos (ampicilina) (WIUFF et al.,
2005). Ja Michiels e colaboradores (2016) discutem que a persisténcia pode ser uma
estratégia genérica que confere tolerancia a varios antimicrobianos, o que limita o
arsenal de drogas apds selecdo de persistentes em tratamentos prévios
malsucedidos. Michiels e colaboradores (2016) expuseram cepas gram-negativas
(Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, e

Acinetobacter baumannii) a ciclos de tratamento com ampicilina, e observaram
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elevado indice de tolerancia aos antimicrobianos testados (amicacina, ciprofloxacina,
meropenem e colistina), principalmente aos beta-lactamicos amicacina e
meropenem. Em relacdo a cepa P. aeruginosa, com excecdo da colistina, houve
tolerancia cruzada a todos os antimicrobianos testados. Lechner e colaboradores
(2012) afirmam que a tolerancia aos antimicrobianos é o produto de dois fatores: a
presenca de persistentes antes da exposicdo ao antimicrobiano e a resposta
bacteriana adaptativa a essa exposicao. Neste estudo, os autores expuseram a
bactéria S. aureus a daptomicina, tobramicina e ciprofloxacina por determinados
periodos e depois reexpuseram aos mesmo antimicrobianos. Seus achados
mostram que a tolerancia cruzada foi raramente observada, com excecdo da
exposicao inicial a tobramicina e reexposicdo a ciprofloxacina, sugerindo que a
ordem de exposicdo e, consequentemente a resposta adaptativa frente a este
antimicrobiano € crucial para a formacédo de persistentes (LECHNER et al., 2012).
Recentemente, Chung e colaboradores (2018), ao exporem ciclicamente S. aureus a
altas concentracdes de oxacilina, selecionaram cepas tolerantes que tiveram uma
reducdo na mortalidade em comparacdo com a cepa parental quando expostas a
concentragbes de 15 vezes a CIM de vancomicina e D-cicloserina. Apesar da
crescente importancia clinica e dificuldade de controle de S. maltophilia, este é o
primeiro estudo sobre a inducdo de tolerancia cruzada neste bacilo oportunista. A
excecao de polimixina B, observamos toleréncia cruzada induzida por daptomicina
(cepa D25) para todos os antimicrobianos bactericidas testados, de forma que maior
atencao deve ser dada a terapia empirica ou a terapia de infec¢gfes polimicrobianas
onde este microrganismo possa estar presente, no sentido de evitar falhas

terapéuticas em decorréncia da inducédo de tolerancia por daptomicina.

A exposicdo prévia a vancomicina ndo induziu tolerdncia a nenhum dos
antimicrobianos testados pelo método de disco-difusdo modificado, porém, na
concentracdo de 15,6 pg/mL, diminuiu a susceptibilidade de S. maltophilia a
ceftazidima, levofloxacina e ciprofloxacina. Nao seria a primeira vez que a exposi¢cao
a antimicrobianos induz ou seleciona cepas resistentes (HUGHES; ANDERSSON,
2017; KOHANSKI; DEPRISTO; COLLINS, 2010; ONG et al., 2011). Considerando
gue a concentragdo de vancomicina testada estd dentro da faixa terapéutica

(RYBAK et al., 2009), nosso achado se mostra alarmante, uma vez que esta
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exposicdo pode levar ao estabelecimento de resisténcia bacteriana, complicando
sobremaneira o tratamento de infeccGes por S. maltophilia. Como o foco do nosso
estudo foi a investigacdo de tolerancia e nado resisténcia, estes achados serdo

investigados futuramente.

Considerando que uma cepa fenotipicamente tolerante, apresenta morte mais lenta
gue as cepas sensiveis na presenca de antimicrobianos, os ensaios de curva de
tempo de morte sdo Uteis na investigacdo deste fendmeno. Entretanto, devido a
dificuldade de interpretagdo dos dados obtidos de laboratérios que utilizam
protocolos diferentes, Brauner e colaboradores (2016) propuseram a padronizacao
do MDK (tempo minimo para morte de determinada fracdo da populacédo bacteriana
total) como medida para diferenciar cepas sensiveis, tolerantes (MDKogo9) €
persistentes (MDKog.09). A cepa D25 mostrou MDKagg 99 1,6 vezes maior que a cepa
parental no ensaio em fase estaciondaria, sugerindo apresentar o fendbmeno de
persisténcia. Contudo, ndo existem parametros que determinem se esta diferenca é
suficiente para caracterizar D25 como persistente. Os ensaios realizados em fase
estacionaria com concentragdo elevada do farmaco e em fase exponencial de
crescimento permitem diferenciar o tipo de persisténcia, se concentracdo ou tempo
dependente (lag ou crescimento lento), respectivamente (BRAUNER et al., 2016).
Nestes ensaios D25 mostrou maior sobrevivéncia que a parental na presenca de
levofloxacina, mas as pequenas diferencas no MDKgg,99 NA0 nos permitiram concluir
sobre o tipo da aparente persisténcia. Ademais, 0S ensaios eram pouco
reprodutiveis, o que pode ser atribuido ao crescimento aleatério da subpopulacéo
persistente. De fato, para Brauner e colaboradores (2017), os resultados obtidos
entre os experimentos de curva de tempo de morte sdo dificiimente comparaveis,
uma vez que a taxa de morte é raramente exponencial e € influenciada por uma
variedade de fatores ambientais e estado metabdlico bacteriano. Segundo Johnson
e Levin (2013), esta populacdo de persistentes geneticamente susceptiveis, mas
fenotipicamente resistentes € gerada aleatoriamente a partir da populacdo total.
Utilizando modelos mateméticos e experimentais, estes mesmos autores mostraram
em S. aureus que o nivel de persisténcia varia entre drogas, concentracfes e
culturas independentes. Estes autores acreditam que a persisténcia € o produto de

diferentes tipos de erros na replicacdo celular que resultam em um periodo
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transiente de nao replicagdo e/ou metabolismo lento de células individuais em uma
populacdo em crescimento. Por isso a ubiquidade do fendmeno (JOHNSON; LEVIN,
2013).

Ademais, através da curva de tempo de morte, podemos constatar a alta atividade
bactericida in vitro de levofloxacina contra as cepas S. maltophilia. Em contrapartida,
0s experimentos realizados por Grillon e colaboradores (2016) para 5 isolados
clinicos de S. maltophilia, mostraram atividade bacteriostéatica de levofloxacina para
4 destes isolados. A discrepancia de resultados pode ser justificada pela falta de
padronizacdo entre as técnicas, como diferenca de concentracdo e fase de

crescimento do inéculo.

Em relac&o a cinética de morte na presenca de ciprofloxacina, apesar de ter sido
realizado apenas um experimento independente, os resultados foram similares entre
as amostras parental e D25, sugerindo que a tolerancia da cepa D25 frente a

levofloxacina pode n&o estar associada a classe do antimicrobianos.

O MDKago,90 N80 pOde ser extraido da curva de tempo de morte em ceftazidima, mas
também observamos maior crescimento da cepa D25 nos tempos de 24 e 48 h em
relacdo a cepa parental. O recrescimento observado ap6s 24h de incubagcdo em
ambas as cepas, superando o indculo inicial da D25, foi consistente com o estudo de
Garrison e colaboradores (1996), que reportou recrescimento de cepas S.
maltophilia frente a ceftazidima. Segundo Peterson e Shanholtzer (1992), quando
in6éculos em fase estacionéria de crescimento séo utilizados, o numero de bactérias
sobreviventes tende a crescer apds 24 h de incubagdo. Outra hipétese para o
recrescimento celular é o decaimento do antimicrobiano, permitindo o crescimento
tanto da populacdo remanescente sensivel quanto da tolerante (LEVIN; UDEKWU,
2010).

Em conclusédo, nossos achados mostram, pela primeira vez, que a exposi¢ao in vitro
da cepa S. maltophilia a daptomicina € capaz de induzir tolerancia cruzada a
importantes antimicrobianos bactericidas indicados para seu controle. Neste sentido,
maior atencdo deve ser dada a terapia empirica ou a terapia de infeccfes mistas
onde este microrganismo possa estar presente, a fim de se evitar falhas terapéuticas
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em decorréncia da inducdo de tolerancia por daptomicina. Os mecanismos desta
inducdo de tolerancia, bem como sua ocorréncia in vivo e relevancia clinica

merecem ser investigados futuramente.
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7 CONCLUSOES

e A exposicao prévia a daptomicina e vancomicina aumentou o crescimento de
S. maltophilia na presencga de levofloxacina, sugerindo indugdo de colonias
tolerantes.

e O parametro CBM/CIM 232 como indicativo de tolerdncia bacteriana
desconsidera as cepas persistentes que representam menos de 0,1% da
populacdo bacteriana total, ndo sendo adequado para pesquisa de

persisténcia.

e A exposicdo prévia a daptomicina induziu tolerancia cruzada a levofloxacina,
ceftazidima e ticarcilina/clavulanato, detectada pelo método de disco-difusao

modificado.

e A exposicdo prévia a vancomicina nao induziu tolerdncia a nenhum dos
antimicrobianos testados pelo método de disco-difusdo modificado, porém, na
concentracédo de 15,6 pg/mL, diminuiu a susceptibilidade de S. maltophilia a

ceftazidima, levofloxacina e ciprofloxacina.

e A cepa D25 pode ser classificada como persistente a levofloxacina no ensaio
de curva de morte em fase estacionaria, entretanto nao foi possivel
determinar o tipo de persisténcia, se tempo ou dose-dependente, devido a
baixa reprodutibilidade dos ensaios.

e De modo geral, a cepa tolerante D25 apresentou maior sobrevivéncia em
todos os ensaios de curva de morte com levofloxacina e ceftazidima, apesar

da baixa reprodutibilidade do método.
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ANEXO

ANEXO A — Composi¢ao dos meios e reagentes

Solucéo crio-preservante

Peptona d€ PrOtEOSE.......ccciviieieeiieiiie e s e e e e e e e s ser e e s e e e e e e e aeaeeeeeeeeann 6,759
Fosfato de potéssio dibasico anidro (Neon)...........ccceeeveeeriiiiiieeeeeie e, 1,8¢g
Fosfato de potassio MONODASICO...........uuveiiiiiiiiiiieiiieieieeee e 0,459
Cloreto de s6dio P.A. (NUCIEAI)..........oovviiiiiiiciccie e 2,25¢
GlICEINA PLA. e e 45 mL
P o[0T W (<Y1 11 Vo F= W e TR= o U RRR 450 mL

A solucao foi autoclavada a 121° C durante 15 minutos e estocada a 4°C.

CAMHB suplementado com célcio (50 mg/L)
CACI2 (LOMG/L) ettt 12,5 uL
CAMHB (25MQ@/L d€ CAICIO) [-S.P- e eurrrreeeeraiiiiieeeeeettie e e e e e e e e eeeae e 5mL
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ANEXO

ANEXO B — Preparo das solucdes estoque dos antimicrobianos

Para o calculo do volume do diluente a ser utilizado no preparo da solucéo estoque,

aplicou-se a equacao abaixo:

Peso (mg) xPoténcia pg/mg

Volume (mL) - Concentragio (ug/mL)

As solucdes estoque foram preparadas pesando-se 0,01g de cada antimicrobiano,
pois este é o limite minimo de sensibilidade da balanca disponivel no laboratério.
Depois de diluir e homogeneizar, as solu¢cbes estoque foram aliquotadas em

microtubos e armazenadas em freezer a -20°C.

Antimicrobianos Concentragdo Poténcia Volume  Solvente*/Diluente
desejada (ug/mg) final (mL)

(Hg/mL)
Ceftazidima 1000 882 8,82 Agua destilada
Cloranfenicol 1000 1000 10 Etanol/ Agua
destilada
Daptomicina 100 1000 1 DMSO/ Agua
destilada
Gentamicina 2000 637 3,185 Agua destilada
Levofloxacina 1000 999 9,99 NaOH 0,1M/Agua
destilada
Sulfametoxazol 2000 998 4,99 NaOH 0,1M/Agua
destilada
Trimetoprim 1000 998 9,98 DMSO/Agua
destilada
Vancomicina 2000 998 4,99 Agua destilada

*Utilizar a quantidade minima suficiente para solubilizar.

88




ANEXO

ANEXO C - Preparo das diluicbes dos antimicrobianos para testes de
susceptibilidade

Passo Concentragédo Fonte  Volume Volume de Conce_ntra(;é
(ng/mL) (mL) CAMHB © final
L) (Mg/mL)
1 5120 Solugéo 1 9 512
estoque

2 512 Passo 1 1 1 256

3 512 Passo 1 1 3 128

4 512 Passo 1 1 7 64

5 64 Passo 4 1 1 32

6 64 Passo 4 1 3 16

7 64 Passo 4 1 7 8

8 8 Passo 7 1 1 4

9 8 Passo 7 1 3 2

10 8 Passo 7 1 7 1

11 1 Passo 10 1 1 0,5

12 1 Passo 10 1 3 0,25

13 1 Passo 10 1 7 0,125

CAMHB - Cation-adjusted Mueller-Hinton Broth ( caldo Mueller-Hinton ajustado com

cations).

Tabela modificada do CLSI. Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing. 28th. ed. Wayne, Pennsylvania: Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2018.
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ANEXO

ANEXO D - Halo de inibicdo das amostras parental e induzidas V3,9 e V15,6 ap0s
teste de disco-difusdo adaptado.

PARENTAL V3,9 V15,6

MIN

PXB

LVX

CAZ

CIP

TCE

CLO

Imagens obtidas apés primeira etapa do teste de disco-difusdo adaptado (24 h de incubacado) das
amostras parental e induzidas V3,9 e V15,6 para os antimicrobianos minociclina (MIN), polimixina B
(PXB), levofloxacina (LVX), ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina (CIP), ticarcilina/clavulanato (TCC) e
cloranfenicol (CLO). As imagens demarcadas em vermelho indicam menor susceptibilidade.
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