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RESUMO

As faringotonsilites bacterianas sdo infec¢cdes das vias aéreas superiores que
ocorrem predominantemente em crian¢as e adolescentes. Devido a composicdo da
microbiota oral é dificil o esclarecimento da participacdo de cada microrganismo na
etiologia da doenca. A presenca de bactérias produtoras de B-lactamases interfere
na eficacia de antimicrobianos -lactamicos, os mais utilizados no tratamento destas
infeccdes, favorecendo a recorréncia da doenca. S. aureus € um dos patbégenos
mais frequentes na etiologia das tonsilites e sua relevancia se deve a capacidade de
resisténcia aos antimicrobianos e a persisténcia nos tecidos internos das tonsilas. A
tonsilectomia € indicada nos casos de tonsilite recorrente apos varias falhas na
antibioticoterapia. O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de S.
aureus em tonsilas de pacientes submetidos a tonsilectomia, em um hospital escola
de Goiania; o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e a caracterizacao
genética dos isolados. Tonsilas obtidas de 123 pacientes foram processadas, 0s
microrganismos identificados e submetidos ao antibiograma por técnicas
convencionais. Nos isolados resistentes a cefoxitina, foi realizada a determinacao da
concentragao inibitoria minima - CIM para oxacilina e a deteccdo da presenca do
gene mecA por PCR. Todos os isolados foram submetidos a PCR para deteccéo da
leucocidina Panton-Valentine e ao PFGE para determinacdo da similaridade
genética. Foram identificados 60 isolados de S. aureus de 49 pacientes (39,8%).
N&o houve diferenca significativa da prevaléncia por sexo e a média de idade dos
pacientes do sexo masculino foi menor (8,2 anos) (p<0,001) do que das pacientes
(15,3 anos). Em nove (18,4%) dos 49 pacientes houve a identificacdo de dois ou
mais isolados diferentes de S. aureus. Os isolados apresentaram resisténcia de
85,0%, 10,0%, 15,0%, 3,3%, 10,0%, 3,3%, 18,3% e 8,3% para penicilina,
amoxacilina + 4cido clavulanico, cefoxitina, ceftriaxona, eritromicina,
sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina e tetraciclina respectivamente. Todos o0s
isolados foram sensiveis a linezolida e rifampicina. Seis isolados (10,0%) resistentes
a eritromicina apresentaram fendtipo de resisténcia induzivel (MLSbi) a clindamicina
e quinupristina/dalfopristina. Oito isolados (13,3%) foram resistentes a trés ou mais

classes de antimicrobianos. Apesar da resisténcia a cefoxitina ser considerada o
Xii



marcador da presenca do gene mecA, somente em dois isolados resistentes, 0
mesmo foi detectado sugerindo que a resisténcia a cefoxitina pudesse ser mediada
por outro mecanismo, como a hiperproducéo de [B-lactamases. Nenhum desses
isolados apresentou resisténcia a mais de duas classes de antimicrobianos. Dos 60
S. aureus isolados, somente um apresentou o gene que codifica a leucocidina
Panton-Valentine. Neste isolado ainda foi observada resisténcia a cinco classes de
antimicrobianos e fenoétipo D. A andlise por PFGE agrupou 36 (60,0%) dos 60
isolados em 10 clusters (>80% similaridade), ndo sendo detectado um clone
especifico associado a colonizacdo das tonsilas. Porém observamos pacientes
diferentes portando S. aureus geneticamente idénticos ou com alto grau de
similaridade (>80%), sugerindo nestes casos, uma origem comum. A alta
prevaléncia de S. aureus nas tonsilas sugere uma capacidade de colonizacdo da
superficie elou persisténcia nos tecidos internos das tonsilas. O isolamento de
bactérias MDR pode favorecer resisténcia cruzada de outras bactérias comumente
associadas a tonsilite recorrente. Os resultados apontam para mudanca no
paradigma de diagnodstico e tratamento de tonsilites recorrentes com vistas a
viabilizar o uso correto de antimicrobianos e diminuir a recorréncia que € a principal

causa de tonsilectomia.
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ABSTRACT

The bacterial pharyngotonsillitis are infections of the upper airways that occurs
predominantly in children and adolescents. Due to the composition of the oral
microbiota is difficult to clarify the role of each organism in the etiology of the
disease. The presence of bacteria that produce beta-lactamase interferes with the
effectiveness of beta-lactam antibiotics, the most commonly drug used in treatment
of these infections, promoting the recurrence of the disease. S. aureus is one of the
most common pathogen in the etiology of tonsillitis and its relevance is due to the
ability of antimicrobial resistance and persistence in the tissues of the tonsils.
Tonsillectomy is indicated in cases of recurrent tonsillitis after several failures in the
antibiotic terapy. The aim of this study was to determine the prevalence of S. aureus
in the tonsils of patients undergoing tonsillectomy, in a teaching hospital in Goiania,
the antimicrobial susceptibility profile and the genetic characterization of isolates.
Tonsils obtained from 123 patients were processed, the microorganisms identified
and submitted to antibiogram by conventional techniques. The isolates that
presented cefoxitin resistance were submitted to tests to determine the minimum
inhibitory concentration - MIC for oxacillin and to detect the presence of the mecA
gene. All isolates were subjected to PCR for detection of Panton-Valentine leukocidin
gene and to PFGE to determine the genetic similarity among them. It was identified
60 S. aureus isolates from 49 patients (39.8%). There were no significant difference
in prevalence by sex and, the average age of male patients was lower (8.2 years)
(p<0.001) than the female patients (15.3 years). Nine out 49 patients(18.4%)
presented two or more different S. aureus isolates. The isolates presented resistance
of 85.0%, 10.0%, 15.0%, 3.3%, 10.0%, 3.3%, 18.3% and 8.3% to penicillin,
amoxicilin ~ + &acido clavulanico, cefoxitin,  ceftriaxone, erythromycin,
trimethoprim/sulfamethoxazole, ciprofloxacin and tetracycline, respectively. All
isolates were sensitive to linezolid and rifampin. Six erythromycin-resistant isolates
(10.0%) showed inducible resistance (MLSbi) to clindamycin and
qguinupristin/dalfopristin. Eight isolates (13.3%) were resistant to three or more
classes of antimicrobials. Despite the resistance to cefoxitin be considered a marker

of the presence of the mecA gene only in two resistant isolates it has been found,
Xiv
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suggesting that the cefoxitin resistance should be mediated by other mechanisms,
such as the overproduction of beta-lactamases. None of these isolates showed
resistance to more than two classes of antimicrobials. Among the sixty S. aureus
isolates, only carried the gene encoding the Panton-Valentine leukocidin. This isolate
presented resistance to five classes of antimicrobials and phenotype D. PFGE
analysis grouped 36 (60,0%) of 60 isolates in 10 clusters (>80% similarity), since no
one specific clone was associated with colonization of the tonsils. It was observed
different patients carrying S. aureus isolates genetically identical or with a high level
of similarity (>80%), suggesting in these cases, a common origin. The high
prevalence of S. aureus in tonsils suggests an ability to colonize the surface and/or
the persistence in the tissues of the tonsils. The isolation of MDR bacteria can
promote cross-resistance to other bacteria commonly associated with recurrent
tonsillitis. The results point to change the paradigm of diagnosis and treatment of
recurrent tonsillitis in order to enable the correct use of antimicrobials to reduce the

recurrence which is the main cause of tonsillectomy.
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1 INTRODUCAO/REVISAO DA LITERATURA

Nos servicos publicos de saude hd uma elevada demanda pelos
atendimentos as infec¢des respiratorias. Na especialidade de otorrinolaringologia,
pacientes com infecgcéo das vias aéreas superiores, principalmente com tonsilites,
infeccdo das tonsilas palatinas, formam nas unidades de atencdo secundaria,
uma grande fila de espera para a realiza¢ao da cirurgia de retirada das tonsilas, a
tonsilectomia (Scalabrin et al. 2003; Berqud et al. 2004; Guerra et al. 2007).
Segundo um estudo realizado em Pelotas, em 396 entrevistados com infec¢éo do
trato respiratorio, a faringotonsilite representou a principal infeccdo referida
(41,0%) seguida das sinusites (17,0%), bronquites (11,0%), pneumonias (10,0%),
otites (7,0%) e gripes/ resfriados (5,0%) (Berquo et al. 2004).

11 TONSILAS PALATINAS

Localizadas nas vias aero-digestivas superiores, mais precisamente na
regido ou fossa amigdaliana, situada entre a regido bucal e faringea, encontram-
se as amigdalas ou tonsilas palatinas. Estas fazem parte de um complexo linfatico
descrito como um agregado de ndédulos na juncao da cavidade oral com a faringe,
denominado anel ou colar de Waldeyer. Esse anel formado pelas tonsilas linguais,
palatinas, tubarias e faringeas, bem como pelo tecido linfoide disseminado na
regido da faringe, demonstra a riqueza e a complexidade do sistema de defesa da
mucosa em contato com o ar e com as substancias ingeridas (Pereira 1957,
Morag & Ocra 1975; Filho 1980; Dell'Aringa et al. 2005). Encontradas aos pares,
as tonsilas apresentam dimens@es, volume e morfologia varidveis, dependendo
da idade e da quantidade de processos infecciosos aos quais Sdo expostas
durante toda a vida. Modificam-se até a idade senil (Filho 1980; Ross et al. 1993).
As tonsilas palatinas fisiologicamente apresentam-se hipertroficas em criancas e
adolescentes, com predominio de tecido linfoide, e na fase adulta tendem a
regredir e apresentar uma forma atréfica (Hungria 2000).

Morfologicamente é semelhante a uma “améndoa”, dai o nome de

amigdala, e apresenta duas faces (externa e interna), duas bordas arredondadas
1



(anterior e posterior) e duas extremidades (superior e inferior), tendo sua face
externa revestida por uma capsula de tecido conjuntivo que delimita o tecido
tonsilar (Pereira 1957; Ross et al. 1993). Na sua face interna observa-se
pequenos orificios ou criptas, definidas como fendas irregulares, nas quais
encontram-se acumulados, com frequéncia, restos celulares, restos epiteliais e
restos alimentares. Neste local desenvolve uma matéria caseosa, “caseum”, em
geral fétida, propiciando meio 6timo para o desenvolvimento de microrganismos
da boca e do meio externo e favorecendo futuras infec¢des, as tonsilites (Pereira
1957). Devido a proximidade de estruturas presentes no anel de Waldeyer,
acredita-se que o termo mais correto para faringite e tonsilite seria faringotonsilite,

pois dificilmente o paciente tera tonsilite isoladamente (Schwartz 2001).

1.2 FARINGOTONSILITES

As faringotonsilites sao infec¢cdes das tonsilas palatinas desencadeadas,
muitas vezes, pela proliferacdo da microbiota da boca e da faringe em diferentes
condicBes, como nas infec¢des vizinhas com foco dentario, rinites, sinusites e
otites; na diminuicdo da imunidade local por uma doenca infecciosa, gripe,
tuberculose, intoxicacdo; nas mudancas bruscas de temperatura favorecidas pelo
frio e maior umidade e na formagado de “caseum” (Pereira 1957; Filho 1980;
Figueiredo et al. 2001).

Podem ser causadas por diversos agentes etioldgicos, virais ou
bacterianos (Ejzenberg et al. 1998; Stuck et al. 2008), Os virus, tais como
adenovirus, parainfluenza virus, rinovirus, virus de Epstein Barr e enterovirus
representam 0s mais comuns agentes causadores das faringotonsilites agudas.
Dentre as infec¢des bacterianas, o estreptococo 3-hemolitico do grupo A, também
denominado Streptococcus pyogenes, representa o agente causal mais comum
das faringotonsilites agudas (Kielmovitch et al. 1989; Pichichero 1998). Essa
infeccdo bacteriana acomete principalmente criancas e adolescentes na faixa
etaria entre 5 e 15 anos (Figueiredo et al. 2001; Bisno et al. 2002; Matos et al.
2007; Stuck et al. 2008).

No entanto, muito se discute a respeito de microrganismos copatdgenos,
gue muitas vezes fazem parte da microbiota do individuo, mas podem ser
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Importantes na etiologia das faringotonsilites, principalmente nas faringotonsilites
recorrentes (Bisno et al. 2002; Stuck et al. 2008).

1.2.1 Sintomas clinicos

As tonsilas palatinas podem apresentar inflamacdes caracteristicas de
fase aguda e fase cronica. Os sintomas clinicos agudos sdo acompanhados, na
maioria dos casos, de febre alta, dor de garganta, alteracdes inflamatérias da
orofaringe, prostragéo, cefaleia, calafrios, vomitos e dor abdominal, em que cada
um destes elementos clinicos pode estar presente com intensidades variadas, ou
ausentes (Ejzenberg et al. 1998; Pitrez & Pitrez 2003; Stuck et al. 2008).

Esses sintomas variam de acordo com o agente etioldégico responsavel
pela infeccdo. Nas faringotonsilites indicativas de etiologia bacteriana,
frequentemente, observa-se linfonodos cervicais anteriores inflamados e
intumescidos, exsudato branco-acinzentado sobre as tonsilas, presenca de
edema da uvula, petéquias no palato e hiperemia. Nas infecgcbes em que ha uma
etiologia viral, a presenca de rinorreia, rouquidao, tosse ou diarreia descartam a
possibilidade de um foco bacteriano (Bisno et al. 2002; Nascimento-Carvalho &
Marques 2006; Winn et al. 2006).

Ha, no entanto, uma evidente inespecificidade nos sintomas e, por
conseguinte, dificuldades na analise do paciente a fim de definir o diagnostico
correto, principalmente na fase aguda (Nascimento-Carvalho & Marques 2006).
Dos Santos & Berezin (2005), por exemplo, identificaram sintomas como
petéquias, exsudato e ganglios dolorosos, mais frequentes no grupo das criancas
com cultura positiva para Streptococcus pyogenes, portanto bacteriana. Em
contrapartida, Morais et al. (2009) relataram que as criancas com tonsilite
estreptococica apresentavam frequentemente tosse, exantema escarlatiniforme e
petéquias no palato. Na tonsilite ndo estreptococica, 0 sintoma mais
frequentemente encontrado foi o exsudato.

A fase crbnica da faringotonsilite se manifesta de forma diferente em
criancas e adultos. Na infancia e adolescéncia sdo mais evidentes as tonsilas
hipertroficas, caracterizadas pelo aumento irredutivel das tonsilas palatinas,
consequéncia da hiperplasia do tecido linfoide, ocasionando obstrucdo a
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passagem de ar, gerando disturbios da degluticdo e da respiracdo. Esta condi¢do
gera a sindrome da apneia do sono proporcionando interrup¢éo, algumas vezes
frequentes, das atividades escolares ou profissionais, alteragcbes no
desenvolvimento e distirbio do comportamento. Essa hipertrofia € acompanhada,
muitas vezes, de repetidos surtos inflamatérios agudos febris, as denominadas
faringotonsilites de repeticdo ou faringotonsilites agudas recorrentes (Ross et al.
1993; Hungria 2000).

Para se avaliar subjetivamente a hiperplasia das tonsilas palatinas utiliza-
se, na pratica clinica, o esquema proposto por Brodsky (1989) em que a avaliacdo
€ realizada pelo médico durante a oroscopia e as tonsilas palatinas séo
classificadas em grau 0 a +4 de acordo com a porcentagem de obstrucédo da
orofaringe: em grau 0 as tonsilas ndo causam obstrucdo da orofaringe; em grau
+1 as tonsilas apresentam menos de 25% de obstrug&o da orofaringe; em grau +2
as tonsilas estdo prontamente visiveis causando 25 a 50% de obstrucdo da
orofaringe; em grau +3 estédo obstruindo 50 a 75% da orofaringe e em grau +4
causam mais de 75% de obstrucéo da orofaringe.

Nas faringotonsilites recorrentes deve-se levar em conta o namero de
episodios por ano. A recorréncia € observada quando a crianca apresenta sete
episodios infecciosos em um ano, cinco episédios em cada um dos dois anos
consecutivos ou trés episédios em cada um dos trés anos consecutivos (Discolo
et al. 2003; Stuck et al. 2008; Zautner et al. 2010).

Esses episddios de faringotonsilites recorrentes, possivelmente ocorrem
devido a um desequilibrio imunolégico na funcdo das tonsilas. Fujihara et al.
(2005) sugerem que talvez a consequéncia da recorréncia seja a inibicao
imunoldgica da tonsila, com reducao da proliferacdo de células T, induzindo a
auséncia de resposta antigeno especifico. Nesse estudo foi observado que as
moléculas ativadoras das células T tiveram expressao diminuida nos grupos onde
a doenca apresentava-se mais severa e persistente.

A fase cronica da faringotonsilite € definida apenas por analise
histopatolégica, porém clinicamente a recorréncia de infeccbes em criancas
associadas com a hipertrofia das tonsilas pode ter como causa a cronicidade com
alteracao de tecido tonsilar e serem indicativas de cirurgia. A cronicidade na fase
adulta esta mais associada a atrofia das tonsilas, devido a substituicdo do tecido
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linfoide por tecido fibroso, e acumulo de matéria caseosa nas criptas, promovendo
halitose marcante, sensacdo de desconforto, irritacdo frequente na garganta e
sensacao de corpo estranho (Ross et al. 1993; Hungria 2000). Este estado n&o
desenvolve um impacto somente fisico, mas também um impacto social, pois gera
constrangimento aos pacientes, diminui a qualidade de vida e proporciona

inseguranca no convivio social (Hungria 2000; Dal Rio et al. 2007).

1.2.2 Etiologia

1.2.2.1 Streptococcus pyogenes

A bactéria S. pyogenes equivale a cerca de 15% a 30% da etiologia de
faringotonsilites agudas em criangas entre 5 e 15 anos de idade, mas apenas a
5% a 10% desta doenca em adultos (Bisno et al. 2002). E relatada como o
principal agente etiolégico nas faringotonsilites agudas, na qual a terapia
antimicrobiana é indicada (Ejzenberg et al. 1998; Winn et al. 2006).

InfeccBes das tonsilas por esse agente podem desencadear complicaces
supurativas e ndo supurativas. Abscesso peritonsilar, abscesso retrofaringeo, otite
meédia e sinusites sdo alguns exemplos de complicacbes supurativas. As
complicagcbes nao supurativas sao representadas pela febre reumatica e a
glomerulonefrite (Ejzenberg et al. 1998; Winn et al. 2006). A maior preocupacao &
com a febre reumatica, que pode levar a patologias cardiacas manifestando-se
como sopros cardiacos, hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca congestiva e
em alguns casos parada cardiaca irreversivel e morte. A febre reumatica leva
também a artrites nos joelhos, cotovelos, tornozelos e punhos, sendo migratéria e
regredindo espontaneamente (Bisno et al. 2002; Pitrez & Pitrez 2003; Winn et al.
2006; Stuck et al. 2008).

1.2.2.2 Copatégenos

Vérios estudos ao longo dos anos mostram mudancas na composicao

bacteriana das tonsilas. O Streptococcus pyogenes, antes considerado o principal



agente causador das faringotonsilites, encontra-se, muitas vezes, associado a
copatégenos nas infecgbes (Costa et al. 2003; Pereira et al. 2008).

Acredita-se que a infeccdo tonsilar por copatégenos possa estar
relacionada a uma alteracdo no equilibrio da microbiota da orofaringe ou
nasofaringe que supostamente desencadearia a proliferagdo de microrganismos,
antes comensais, que promovem e, ou mantém o estado infeccioso na tonsila.
Muitos destes agentes infecciosos possuem caracteristicas que podem dificultar a
erradicacdo do agente primario da doenca e passarem a ser um agente
secundario, ou se tornarem o principal agente da infec¢do. Isso pode ocorrer
guando copatdégenos produzem enzimas B-lactamases que inviabilizam a eficacia
do tratamento do paciente com antimicrobianos 3-lactamicos, como por exemplo o
Staphylococcus aureus (Brodsky et al. 1991; Gunnarsson et al. 2001;
Harputluoglu et al. 2005; Brook & Gober 2006; Brook & Foote 2006; Murray et al.
2006; Pichichero & Casey 2007). Tem-se observado ao longo dos anos, que vem
ocorrendo uma diminuicdo da incidéncia de Streptococcus pyogenes e aumento
de Staphylococcus aureus (Brodsky & Koch 1993).

Esse agente é encontrado nas vias aéreas superiores de individuos
saudaveis e com infeccdes. A presenca desse microrganismo produtor de B-
lactamase pode favorecer a sobrevivéncia de outros microrganismos sensiveis ao
antimicrobiano em um processo infeccioso (Tavares 2001), permitindo tanto o
estado carreador, em criancas saudaveis, quanto a falha no tratamento
antimicrobiano em criangas com infec¢des (Brodsky et al. 1991; Gunnarsson et al.
2001; Harputluoglu et al. 2005; Brook & Gober 2006; Brook & Foote 2006; Murray
et al. 2006; Pichichero & Casey 2007).

Bactérias consideradas patogénicas como Haemophilus  sp.,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae e
Moraxella catarrhalis sdo frequentemente relatadas tanto em criancas com
tonsilite de repeticdo, quanto em criancas com hipertrofia adenotonsilar (Costa et
al. 2003; Gul et al. 2007).

1.2.2.3 Staphylococcus aureus



As bactérias gram-positivas, particularmente o0s cocos, Sao0 0S
microrganismos isolados com mais frequéncia em amostras clinicas (Murray et al.
2006; Winn et al. 2006; Santos et al. 2007). Os estafilococos, um dos principais
patdgenos humanos séo classificados no Filo Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem
Bacillales, Familia Staphylococcaceae e Género Staphylococcus (Winn et al,
2006).

Na andlise microscopica, estes se apresentam em cOCOS gram-positivos
com crescimento padrdo que se assemelha a cachos de uvas, podendo também
ser encontrados isolados, aos pares, em tétrades e em curtas cadeias. Em sua
maioria sdo anaerobios facultativos. Produzem a enzima catalase e ndo séo
formadores de esporos (Winn et al. 2006; Santos et al. 2007).

Os estafilococos representam alguns dos principais patégenos humanos,
causando um amplo espectro de doencas variando de localizadas e superficiais,
afetando a pele e o tecido celular subcutédneo, a sistémicas ou profundas,
decorrentes da bacteremia (Trabulsi & Alterthum 2005; Murray et al. 2006; Winn
et al. 2006). A espécie Staphylococcus aureus representa o patdgeno humano de
maior importancia. Pode ser encontrado nas narinas, nas pregas cutaneas
intertriginosas, no perineo, nas axilas e na vagina, podendo ser encontrado
também na orofaringe, na nasofaringe e no trato gastrointestinal (Murray et al.
2006; Winn et al. 2006).

A patologia das infec¢cdes causadas pelo Staphylococcus aureus esta
vinculada a interacdo parasito-hospedeiro, baseada na presenca de fatores de
viruléncia da bactéria e nas condi¢cGes imunoldgicas do hospedeiro (Murray et al.
2006; Winn et al. 2006; Edwards et al. 2012). Os principais fatores de viruléncia
do S. aureus sdo os componentes da superficie celular e a producéo de toxinas.
Os componentes da superficie, como polissacarideos capsulares,
peptidioglicanos, acidos teicoicos, a producdo de enzimas coagulase e
hialuronidase, sdo essenciais para a sua protecdo contra o sistema imune do
hospedeiro. Em relacdo as toxinas, destaca-se a producdo de hemolisinas e da
leucocidina de Panton-Valentine - PVL, que possuem mecanismos de evasao
antifagocitaria, promovendo a morte celular dos leucécitos e a liberacdo de
citocinas, contribuindo para o desenvolvimento do choque séptico e infligindo

graves danos teciduais (Palavecino 2004; Murray et al. 2006; Winn et al. 2006).



A leucocidina de Panton-Valentine é codificada por dois genes, lukF-PV e
lukS-PV, que séo transportados por bacteriéfagos (Vandenesch et al. 2012). Esta
relacionada com lesBes necréticas de pele, como furunculoses, e grave
pneumonia necrotizante, geralmente associada a uma alta letalidade (Lina et al.
1999; Gillet et al. 2002; Palavecino 2004; Winn et al. 2006). A producao desta
leucocidina é mais comum em cepas de S. aureus associados a comunidade
(Lina et al. 1999; Vandenesch et al. 2003).

A penicilina era o farmaco de escolha para o tratamento de infeccbes
causadas por S. aureus, porém com o passar dos anos e devido a aquisicdo de
elementos genéticos de resisténcia, como os plasmidios, as cepas passaram a
produzir enzimas B-lactamases que hidrolisam o anel B-lactamico pela quebra da
ligagdo amida, perdendo assim, a capacidade de inibir a sintese da parede celular
bacteriana (Williams 1999; Winn et al. 2006).

As enzimas [-lactamases s&o classificadas segundo sua estrutura
primaria (classe A a D) e as caracteristicas funcionais e bioquimicas (grupo | a IV)
(Bush et al. 1995; Bush & Jacoby 2010). Entre as enzimas da classe A mediadas
por plasmideos, as penicilinases destacam-se porque ocorrem numa grande
variedade de patdgenos, incluindo os estafilococos. Uma ferramenta contra essas
enzimas é a utilizacdo de associacfes de antimicrobianos B-lactamicos com os
inibidores de B-lactamase, como o acido clavulanico. Os inibidores de f3-
lactamases impossibilitam a acdo da enzima sobre os B-lactamicos tornando-o
eficiente no combate a bacteria alvo (Bush et al. 1995; Bush & Jacoby 2010).

As bactérias gram-positivas, como o0s estafilococos, produzem (-
lactamases extracelulares, frequentemente em grande quantidade apdés a inducéo
pelo antimicrobiano correspondente. Em contato com doses adicionais do
antimicrobiano a bactéria apenas passa a produzir mais enzimas e essa se torna
mais dificil de ser superada (Schaechter et al. 2002). Além disso é importante
reconhecer que o constante e irracional uso de antimicrobianos B-lactamicos tem
oferecido uma pressao seletiva em bactérias, promovendo a sobrevivéncia de
microrganismos produtores de diferentes B-lactamases (Drawz & Bonomo 2010;
Bush & Jacoby 2010).

Advindo desse desafio em tratar as infec¢bes estafilococcicas com

penicilina, o surgimento de penicilinas semi-sintéticas e as penicilinas resistentes
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as penicilinases, possibilitou um maior controle dessas infec¢des, porém logo
foram observados casos de S. aureus também resistentes a essas drogas. A
partir da década de 60, ha relatos de casos de S. aureus resistentes a penicilinas
semi-sintéticas e a penicilinas resistentes a penicilinases (oxacilina), os Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Essa classificagdo se deve a
presenca, na parede de peptidioglicano, de uma proteina de ligacdo de penicilina
(PBP) alterada, a PBP2a, devido a presenca e expressdo do gene mecA,
conferindo a bactéria uma baixa afinidade a todos os antimicrobianos da classe
dos B-lactamicos (Lowy 2003; Winn et al. 2006).

Esses achados ofereceram a comunidade cientifica e as instituicdes de
saude um desafio sobre a maneira de controlar a disseminacdo desses
microrganismos, ndo somente dentro dos hospitais, mas também na comunidade
(Winn et al. 2006; Rozenbaum et al. 2009). A emergéncia de MRSA associados a
comunidade (CA-MRSA) gera preocupacdes aos profissionais da saude em
relacdo as possiveis complicacdes, como a bacteremia (Rozenbaum et al. 2009).

Atualmente, a alternativa efetiva para o tratamento de infeccbes causadas
por MRSA é a utlizacdo de vancomicina, um antimicrobiano da classe dos
glicopeptidios. Infelizmente, relatos de sensibilidade diminuida e, ou resisténcia a
essa droga ja foram relatados. (Hiramatsu et al. 1997; Marchese et al. 2000;
Pascuala et al. 2001; Appelbaum 2006; Medrano & Aguado 2010).

Além dos relatos de presenca desta bactéria resistente produzindo
enzimas protetoras, as [-lactamases, deve-se considerar que uma possivel
localizacdo desta em um biofilme superficial ou dentro do tecido tonsilar pode
contribuir para a resisténcia ao antimicrobiano, apesar da auséncia de um
mecanismo de resisténcia especifico (Chole & Faddis 2003; Scalabrin et al. 2003;
Swidsinski et al. 2007; Pichichero & Casey 2007; Zautner et al. 2010).

O tratamento, baseado em microrganismos identificados a partir de
raspados das superficies bacterianas ap0s faringotonsilites recorrentes pode ser
efetivo apenas contra as bactérias da superficie, permitindo que as bactérias
residentes nos tecidos internos das tonsilas persistam (Brodsky et al. 1991; Costa
et al. 2003; Brook & Foote 2006; Gul et al. 2007; Pereira et al. 2008).

A localizacdo no tecido interno da tonsila pode representar uma forma de
persisténcia das bactérias. A superficie tonsilar comumente apresenta as
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bactérias pertencentes a microbiota oral normal e o tecido interno contém os
microrganismos patogénicos (Pichichero & Casey 2007). Gul et al. (2007)
observaram diferenca significante entre a contaminacdo da superficie e tecido
interno, especialmente por H. influenzae e S. aureus. Esta analise foi semelhante
aos dados analisados por Timon et al. (1990) que observaram o aumento da
frequéncia de H. influenzae e S. aureus ao longo dos anos, e diferente em relagéo
a localizacdo, ou seja, maior prevaléncia no tecido interno tonsilar. Em
contrapartida, outros estudos detectaram S. aureus tanto no reservatério

extracelular quanto intracelular (Zautner et al. 2010).

1.2.3 Diagnéstico

O diagnostico do real agente etioldgico na infeccdo tonsilar € de extrema
importancia no tratamento das faringotonsilites. Na pratica, verifica-se ainda que o
diagnostico na tonsilite aguda € voltado especificamente ao Streptococcus
pyogenes, por este ser ainda 0 mais comum agente causador de faringotonsilites
agudas em criancas e devido as suas possiveis complicacdes ndo supurativas
(Nascimento-Carvalho & Marques 2006).

A investigacédo laboratorial deve ser realizada associando a historia clinica
e epidemioldgica do paciente. Sintomas mais provaveis de serem compativeis
com etiologia bacteriana auxiliam e melhoram a acuracia dos testes laboratoriais
gue sdo recomendados para o melhor diagnéstico da infeccdo. O paciente,
apresentando sintomas compativeis de infeccao bacteriana, deve ser submetido a
teste rapido e, ou a cultura (Nascimento-Carvalho & Marques 2006).

O teste rapido baseia-se na extragdo enzimatica ou quimica de antigenos
do estreptococo do grupo A, em amostras de swabs coletadas da orofaringe,
realizando posteriormente a técnica de coaglutinacéo, ensaio imunoenzimatico ou
aglutinacdo com particulas de latex para a identificacdo desse antigeno. A
vantagem deste teste esta na rapidez e no possivel diagnéstico realizado mesmo
em uso de antimicrobianos. Porém nos casos de um numero reduzido de
bactérias, este teste pode apresentar-se negativo e exigir uma confirmacao pela
cultura (Bisno et al. 2002; Al-Najjar & Uduman 2008; Oplustil et al. 2010).
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Portanto, quando o resultado do teste rapido for positivo, indica-se a
antibioticoterapia. Caso o teste rapido seja negativo, indica-se a cultura. Com o
resultado da cultura positiva indica-se antibioticoterapia, e com a cultura negativa
indica-se tratamento sintomatico (Nascimento-Carvalho & Marques 2006).

A especificidade e sensibilidade da cultura e testes rapidos sé&o
consideravelmente maiores do que a analise clinica feita pelo médico. Devido a
inespecificidade nos sintomas clinicos, como ja relatado, o diagnéstico laboratorial
auxiliara o médico no tratamento correto da infeccdo e diminuirdA o0 uso
desnecessario de antimicrobianos. Dos Santos & Berezin (2005) por exemplo,
compararam os sintomas definidos pelo médico e os resultados de cultura para
deteccdo do Streptococcus pyogenes. No total de 376 pacientes, a cultura foi
positiva em 92 pacientes e negativa em 284. Em contrapartida, a andlise do
medico definiu 200 pacientes como positivos para S. pyogenes e 176 como
negativos, apresentando uma sensibilidade e uma especificidade de 79,3% e
53,2%, respectivamente. Este trabalho mostrou que, baseando-se na analise
clinica, aproximadamente 47% dos pacientes receberam antimicrobianos
inadequadamente e 21% foram casos positivos omitidos.

A correta analise clinica e a determinacédo do agente causal por métodos
laboratoriais possivelmente reduziria o desenvolvimento de infec¢des recorrentes,
devido ao tratamento incorreto, e evitaria a indicacdo para a realizacdo da
tonsilectomia, um procedimento invasivo. Porém, mesmo sendo considerada de
grande importancia a realizacdo do diagndstico laboratorial, na pratica a sua
execucdo ndo € uma realidade. Nos servicos publicos de saude ha uma
indisponibilidade destes testes, além do fato dos médicos muitas vezes néao
solicitarem os exames e tratarem erroneamente 0s pacientes suspeitando de uma
faringotonsilite estreptocécica positiva, podendo o paciente estar com uma
infeccdo de causa viral ou de causa bacteriana por outro agente que ndo o S.
pyogenes (Sih & Bricks 2008; Stuck et al. 2008).

Balbani et al. (2009) evidenciaram que 95,8% dos pediatras e 91,5% dos
otorrinolaringologistas, do estado de S&o Paulo, ndo solicitaram exames para
diagndstico laboratorial. O estudo de Scalabrin et al. (2003) observa que em 26

pacientes atendidos nas unidades de saude da cidade de Maringa - PR, nenhum
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teve solicitacdo de diagndstico laboratorial e o tratamento foi prescrito baseado
apenas em aspectos clinicos.

Desta forma, € de extrema importancia que o médico obtenha o
diagnéstico correto pelos testes laboratoriais, evitando a exposicédo do paciente a
um tratamento inapropriado com antimicrobianos, e que contribuiria para a nao
diminuicdo da acgéo protetora da microbiota e para a ndo selecdo de resisténcia
bacteriana (Bisno et al. 2002).

1.2.4 Tratamento

1.2.4.1 Antibioticoterapia

As infeccOes das vias aéreas superiores representam uma das principais
doencas respiratorias com consideravel numero de prescricbes de
antimicrobianos (Berquo et al. 2004).

Na pratica clinica, o tratamento da faringotonsilite ainda € voltado para
suspeita do agente etiolégico Streptococcus pyogenes, sendo que a penicilina
permanece como o0 antimicrobiano de escolha para essa infeccdo. Os
macrolideos, como a eritromicina, sao indicados quando ha pacientes com alergia
a penicilina. Aos pacientes infectados com cepas resistentes a eritromicina, a
clindamicina apresenta-se como uma alternativa. Outros antimicrobianos como as
cefalosporinas, e associacfes de amoxicilina + acido clavulanico sédo indicados
guando o paciente apresenta um quadro de faringotonsilite recorrente. Esses dois
altimos antimicrobianos sdo mais resistentes a acdo da enzima [B-lactamase
produzida pelos possiveis copatégenos (Nascimento-Carvalho & Marques 2006;
Brook 2007a; Matos et al. 2007).

Nos questionarios realizados por Balbani et al. (2009) sobre prescricao de
antimicrobianos, ambas as especialidades médicas, pediatras e
otorrinolaringologistas, priorizavam a administracdo de penicilina por via oral
durante 10 dias. O trabalho identificou que os pediatras utilizavam mais a
penicilina benzatina do que os otorrinolaringologistas (19,7% x 2,8%), enquanto
estes prescreviam penicilina com inibidor de B-lactamase com maior frequéncia
(9,7% x 3%). Avcia et al. (2006) também demonstraram que na pratica diaria das
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clinicas pediatricas de um hospital universitario na Turquia, a amoxicilina isolada
ou em associagdo com o0 4cido clavulanico representaram as duas principais
drogas prescritas pelos médicos.

No tratamento das infec¢cBes com suposta acdo de copatdgenos indica-se
0 uso de associa¢fes, como a amoxicilina + acido clavulanico, para atingir
principalmente as bactérias produtoras de B-lactamase (Brook 2007a). Os
inibidores de B-lactamases conseguem se ligar de forma reversivel ou irreversivel
as P-lactamases protegendo o antimicrobiano ao qual esta associado, a
amoxicilina, da inativacdo (Winn et al. 2006). O acido clavulanico expande o
espectro da amoxicilina incluindo, dentre outros, os S. aureus produtores de
penicilinases. A sua disponibilidade oral faz com que seja bastante indicado em
consultas ambulatoriais, exercendo um grande impacto no tratamento de
infecgOes respiratdrias adquiridas na comunidade (Weckx & Weckx 1988; Drawz
& Bonomo 2010).

Além das falhas nos tratamentos com penicilina devido a producéo de -
lactamases, outros estudos demonstram haver diferenca nos niveis de amoxicilina
no tecido tonsilar e no plasma (Brook 2007a; Averono et al. 2010). Averono et al.
(2010) relataram em um estudo em Novara, na Italia, com 33 criancas
apresentando faringotonsilites recorrentes e hipertrofia tonsilar, niveis plasmaticos
altos do antimicrobiano contra niveis baixos no sitio da infeccdo e, algumas
vezes, insuficientes. Sessenta e um por cento (20) das criancas avaliadas
apresentavam niveis indetectaveis de amoxicilina no tecido tonsilar, sendo que
75,0% destas apresentavam niveis plasmaticos adequados. Esses dados
sugerem alguma alteracéo na estrutura tonsilar devido as sucessivas infeccoes, 0
gue dificultaria a penetracao do antimicrobiano.

Na pratica, mesmo existindo evidéncias da prevaléncia de outros agentes
na infeccéo, o tratamento com antimicrobianos ainda é voltado para a suspeita de
S. pyogenes. Portanto, a administracdo de antimicrobianos, muitas vezes
desnecessaria € preocupante para a selecdo de cepas resistentes aos
antimicrobianos recomendados (Eliasson et al. 1990; Sih & Bricks 2008; Stuck et
al. 2008).

Mundialmente € estimado que mais da metade de todos os medicamentos
sdo prescritos ou vendidos inadequadamente. Muitos médicos prescrevem
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medicamentos onde ndo € necessario e, ou 0S pacientes ndo aderem
corretamente ao tratamento (WHO 2011).

Balbani et al. (2009) mostraram que muitos médicos, pediatras (10,2%) e
otorrinolaringologistas (7,0%), queixam-se do uso excessivo de antimicrobianos
para tratamento da dor de garganta em criancas. Relatam que muitos pacientes ja
chegam ao consultério usando antimicrobianos que foram erroneamente
prescritos no pronto socorro, além da possibilidade da automedicacdo e da
prescricdo leiga de antimicrobianos efetuadas pelas farmécias.

Scalabrin et al. (2003) relataram em seu estudo, considerando culturas de
orofaringe, que apenas 9 dos 32 individuos que procuraram as farmacias para
aquisicdo de antimicrobianos, tinham a real necessidade de medicacéo
antimicrobiana. Devido as queixas de febre, mal-estar e dor de garganta, mais de
80,0% destes individuos compraram antimicrobianos para efetuar o tratamento.

A administragdo desnecessaria de antimicrobianos pode destruir a
microbiota tonsilar, selecionar patdgenos bacterianos no sitio infeccioso e tornar o
paciente mais suscetivel a uma nova infec¢do. Portanto, € importante reconhecer
a prevaléncia de outras bactérias, como o Staphylococcus aureus na patogenia
da faringotonsilite recorrente, observar novos padrdoes de resisténcia, como 0s
MRSA que podem transferir genes de resisténcia as outras bactérias e preocupar-
se com a perpetuacdo do estado de portador assintomatico nos pacientes que
podem ser fontes de disseminacdo de bactérias pela comunidade (Brook 2001;
Sih & Bricks 2008; Braoios et al. 2009).

Além dos perfis de resisténcia bacteriana a penicilina, observa-se também
um aumento de resisténcia aos macrolideos pelo crescente uso de
antimicrobianos (Seppala et al. 1997; Ejzenberg et al. 1998; Lim et al. 2002). A
resisténcia a eritromicina ocorre, entre outros mecanismos evolutivos de
resisténcia, a partir da capacidade bacteriana de modificar o sitio alvo dessa
droga por metilacdo ribossomal, devido a presenca de um gene metilase
ribossomal, denominado erm, podendo levar a resisténcia cruzada as
lincosamidas e estreptograminas B. Esse mecanismo caracteriza o perfil
fenotipico MLSb podendo ser induzido ou constitutivo (Weisblum 1995; Leclercq
2002; Lewis & Jorgensen 2005; Gurdal & Kemalettin 2007). Cepas com perfil
MLSb induzivel apresentam resisténcia in vitro a eritromicina mas séo suscetiveis
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as lincosaminas e estreptograminas B. O perfil constitutivo € observado quando
se detecta resisténcia a todos os antimicrobianos tipo MLSb (Schmitz et al. 1999).

Outro efeito do uso excessivo de antimicrobianos é a reducdo do numero
de bactérias protetoras da microbiota. Microrganismos de fonte exdgena e
endogena podem causar doenca na auséncia da microbiota protetora da
orofaringe e nasofaringe, composta por bactérias como estreptococos a-
hemoliticos e nédo-hemoliticos, Prevotella spp e Peptostreptococcus spp, que
supostamente foram inibidas pelo uso de antimicrobianos em sucessivas
infeccdes e possibilitou a proliferacdo de outros microrganismos (Schaechter et al.
2002; Podbielski et al. 2003; Brook 2005; Brook 2013). Estudo realizado em
grupos de criancas saudaveis (grupo 1) e tratadas com penicilina para combater
faringotonsilite por S. pyogenes (grupo 2) demonstrou que 80,0% de criancas
saudaveis e 75,0% de criancas tratadas,que ndo eram portadoras de S. pyogenes
apresentavam microbiota protetora. Nas criancas que eram portadoras de S.
pyogenes, a microbiota esteve presente em 35,0% das criancas do grupo 1 e
25,0% das criancas do grupo 2 (Brook & Gober 2006).

Evidentemente, a mudanca na microbiota protetora, a prevaléncia de
copatogenos e, portanto o aumento da resisténcia sdo diretamente proporcionais
ao uso excessivo de antimicrobianos ao longo dos anos (Smith & Coast 2002;
Bartoloni et al. 2004; Pichichero & Casey 2007; WHO 2011).

Resisténcia antimicrobiana tornou-se um problema mundial, gerando
gastos governamentais com tratamento, com contencdo de surtos e com
educacdo em saude. Aumenta a prevaléncia de morbidade, mortalidade e os

esforcos dos sistemas de vigilancia (Smith & Coast 2002).

1.2.4.2 Tonsilectomia

A tonsilectomia representa um dos procedimentos mais comuns
realizados em criancas (Hungria 2000; Stuck et al. 2008; Zautner et al. 2010). O
método cirurgico de escolha é a disseccéo, retirando todo o tecido tonsilar e
eliminando o foco infeccioso (Hungria 2000).

De acordo com os dados de procedimentos hospitalares do SUS
(SIH/SUS) no estado de Goias, no periodo de 2010 a 2012, dentre as cirurgias
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das vias aéreas superiores, da face, da cabeca e do pescoco, a tonsilectomia
(amigdalectomia) foi a principal cirurgia realizada, juntamente com a
adenoidectomia, na faixa etaria de 5 a 14 anos (DATASUS 2013).

As indicacOes desta cirurgia séo definidas de acordo com a gravidade dos
sintomas e as consequéncias destes para o pacientes. A principal indicacdo é a
hipertrofia tonsilar com grau elevado de obstru¢do da orofaringe, desencadeando
distarbios respiratérios como a sindrome deapneia obstrutiva do sono e
dificuldade de alimentacdo. Outras indicacbes podem ser as faringotonsilites
recorrentes e halitose por tonsilite caseosa, ambas também promovendo

transtornos aos pacientes (Hungria 2000; Stuck et al. 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Uma das principais indicacdes para a tonsilectomia € a faringotonsilite
recorrente e a hipertrofia tonsilar obstrutiva apesar de vérias tentativas de cura
por antibioticoterapia. Estudos sugerem que a bactéria S. aureus seja um dos
patdbgenos mais frequentes na etiologia desta enfermidade. Acredita-se que a
bactéria utilize o interior das tonsilas como método de evasédo da resposta imune
e protecao contra a acao de antimicrobianos (Zautner et al. 2010).

O aumento da frequéncia de falhas terapéuticas com a penicilina coincide
principalmente com a evolu¢cdo do nimero de microrganismos produtores de B-
lactamases na patogenia das faringotonsilites entre outras possiveis causas,
como o inicio do tratamento precoce com antimicrobianos, resultando na
supresséo da resposta imune do hospedeiro, reducéo da microbiota protetora, e
podendo reduzir a penetracado de antimicrobianos no tecido tonsilar (Pichichero &
Casey 2007).

Devido a composigcdo da microbiota ser variada quantitativa e
gualitativamente ao longo do tempo para cada crianga, a provavel colonizacao do
tecido tonsilar por multiplos patégenos e a inespecificidade das manifestacdes
clinicas, torna-se dificil, porém necessario, o0 esclarecimento etioldgico e a
participacdo do S. aureus na doenca (Costa et al. 2003; Winn et al. 2006;
Swidsinski et al. 2007; Morais et al. 2009; Jensen et al. 2013.).

Evidencia-se portanto, a necessidade de determinacdo da prevaléncia de
S. aureus e de suas caracteristicas de resisténcia a antimicrobianos, na realidade
da nossa regido, na tentativa de se conhecer melhor a patogénese das
faringotonsilites favorecendo futuros trabalhos que busquem melhores terapias e

reducao da indicacdo da tonsilectomia.
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3

3.1

3.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar  fenotipicamente e  genotipicamente  isolados de
Staphylococcus aureus obtidos a partir de tonsilas extraidas de pacientes
atendidos em um hospital escola de Goiania, Goias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar Staphylococcus aureus de tonsilas extraidas de
pacientes com faringotonsilite recorrente atendidos em um hospital escola;
Determinar a frequéncia de S. aureus na populacdo de pacientes
submetidos a tonsilectomia, bem como o seu perfil de suscetibilidade
antimicrobiana;

Determinar a similaridade genética das cepas identificadas para verificar se
h& um clone associado a infeccao cronica das tonsilas;

Detectar genes que codificam resisténcia a antimicrobianos e a producao

da leucocidina de Panton-Valentine.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os sujeitos e/ou responsaveis foram esclarecidos do objetivo do
estudo assegurando aos mesmos, sigilo sobre a identificacdo dos pacientes. Os
pacientes foram identificados por um codigo, o qual apenas os pesquisadores
tiveram conhecimento. Os pacientes e, ou responsaveis concordaram e
autorizaram o0 uso da amostra clinica para pesquisa assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (ANEXO 1).

O TCLE foi aplicado no momento da consulta médica, na qual o médico
responsavel optou pela realizacéo de tonsilectomia. No momento da aplicacao do
TCLE, o responsavel pelo paciente ou o préprio paciente, caso fosse maior de
idade, foi questionado sobre o tempo de tratamento, o periodo da primeira
tonsilite até o momento da cirurgia, os antimicrobianos usados durante esse
periodo e o numero de recidivas.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Prd-Reitoria
de Pesquisa e Pos-Graduacéo da Universidade Federal de Goias sob Protocolo
CEP/HC/UFG n° 071/2011 (ANEXO 2).

4.2 AMOSTRAGEM

Este projeto faz parte de um projeto maior e portanto, a coleta de material
foi realizada de 15/03/2010 até abril de 2012, de acordo com a demanda
espontanea de tonsilectomias do Setor de Clinica Cirargica do hospital escola,
sendo dois fragmentos de tonsilas por paciente, um de cada lado.

As cirurgias foram realizadas pela equipe de otorrinolaringologia, dentro
de sua rotina, ou seja, cerca de cinco cirurgias por semana.

Para a inclusdo na amostragem o paciente deveria ter histérico de
hipertrofia tonsilar e/ou faringotonsilite de repeticdo, apos falha de tratamento

anterior com antimicrobiano, em que o recurso indicado para o tratamento fosse a
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tonsilectomia (Conlon et al. 1997; Bhattacharyya et al. 2001). Nao foram incluidos
indigenas, nem grupos especiais.

As pecas cirdrgicas foram divididas pelo médico responsavel,
imediatamente apés a cirurgia, permitindo que o estudo fosse realizado apenas
em um pequeno fragmento das tonsilas, ndo alterando seu destino final que é o
exame histopatolégico, que foi realizado normalmente no hospital pelo Laboratério
de Patologia.

Ap6s a tonsilectomia realizada nos pacientes atendidos no hospital
escola, os fragmentos de tonsilas foram encaminhados ao Laboratério de
Bacteriologia Médica do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica em
recipiente estéril, para processamento no periodo maximo de 10 horas apés o
término da cirurgia. Até o0 momento do processamento as amostras permaneciam
refrigeradas. As amostras nao processadas nesse periodo de tempo foram

descartadas.

4.3 PROCESSAMENTO DO ESPECIME CLINICO

Inicialmente os fragmentos de tonsilas foram pesados (Figura 1). A partir
do peso foi determinada a relacdo de massa e volume e realizada a diluicdo com
agua peptonada. As amostras foram transferidas para uma embalagem plastica
esterilizada acrescidas de agua peptonada tamponada 0,1% na proporcédo de
1/10, resultando na diluicdo 10™.

Posteriormente, o recipiente plastico foi homogeneizado em stomacher
por dois minutos (Figura 2), do qual foi retirada uma aliquota de 0,5 mL, sendo
esta transferida para tubos Falcon de 15 ml contendo 4,5 mL de agua peptonada,
o que resultou na diluicdo 102, Esse procedimento foi realizado sucessivamente

até a diluicdo de 107.
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Figura 1: Tonsila recebida no Laboratorio de Bacteriologia Médica do Instituto de

Patologia Tropical e Saude Publica.

Figura 2: Tonsila macerada na embalagem plastica.
Para o isolamento de Staphylococccus aureus, 100 pyL de cada diluicéo

foram inoculados em placas de Petri contendo Agar Manitol Salgado e incubadas

a 35-37°C por 24-48 horas, segundo protocolo especifico (Winn et al. 2006).
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Figura 3: Isolamento de Staphylococcus sp. em Agar Manitol Salgado.

Apoés este periodo, foram analisadas, macroscopicamente, col6nias de
diferentes morfotipos presentes nas placas de Agar Manitol Salgado (Figura 3). A
diluicdo que permitia melhor isolamento das colbnias caracteristicas de
Staphylococcus sp. foi escolhida. As colbnias desta placa foram repicadas em
Agar TSA (Tripticase Soy Agar) acrescido de 5% de sangue de cavalo (Agar
Sangue), para verificacdo da B-hemolise caracteristica desta espécie, e em Agar
Nutriente, para realizacdo de testes de identificacdo da espécie, sendo ambas
incubadas a 35-37°C por 24 horas. Posteriormente, foi realizada coloracdo de
Gram, identificando cocos gram positivos com arranjos caracteristicos de “cachos
de uva’, e testes bioquimicos, classificando as bactérias em S. aureus de acordo
com os resultados positivos para a producdo de catalase, coagulase e DNAse,
fermentacdo do manitol e hemdlise B (beta) em Agar Sangue (Figura 4). Os
isolados foram congelados a -80°C em meio TSB (Tripticase Soy Broth) com
glicerol a 20% para posterior caracterizacao fenotipica e genotipica (Winn et al.
2006).
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Figura 4: Identificacdo de S. aureus com evidente B-hemélise em Agar Sangue.

Como este estudo faz parte de um projeto maior, de forma paralela,
também foram realizadas analises laboratoriais para isolamento e identificacdo de
outras espeécies bacterianas que pudessem estar envolvidas na etiologia das
faringotonsilites. Para isso 100 pL de cada diluicdo pronta foram transferidos para
placas de Petri contendo Agar TSA (Tripticase Soy Agar) acrescido de 5% de
sangue de cavalo (Agar Sangue). Apo6s semeadura, as placas foram incubadas
em microaerofilia, a 37°C por 72 horas (Winn et al. 2006).

Posteriormente, foram realizadas provas de identificacdo de acordo com

os isolados obtidos, segundo metodologia de Winn et al. (2006).
4.4 SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

441 Testede suscetibilidade — Disco Difusdo

As amostras armazenadas foram descongeladas e inoculadas em Agar
Nutriente com incubacédo a 35-37°C por 24h. Quatro ou cinco col6nias foram
suspensas individualmente em 2 mL de salina a 0,9%, a fim de se obter uma
turvacdo correspondente a metade da turbidez da escala 1,0 de McFarland (3
x10® UFC/mL), ou seja, 1,5 x 10® UFC/mL, utilizando espectrofotdmetro com

absorbancia variando de 0,08 a 0,10 utilizando um comprimento de onda de 625
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nm. Apds a homogeneizacdo do indculo, foi feita a inoculacdo com swab estéril
em toda a superficie do Agar Miieller-Hinton e os discos de antimicrobianos foram
distribuidos na superficie (Bauer et al. 1966). Foram testados 0s seguintes
antimicrobianos: penicilina (10 Ul), cefoxitina (30 pg), eritromicina (15 pg),
clindamicina (2 pg), quinopristinatdalfopristina (15 pg), linezolida (30 pg),
sulfametoxazol/trimetoprima (25 mcg), amoxicilina + acido clavulanico (30 mcg),
ciprofloxacina (5 pg), ceftriaxona (30 mcg), tetraciclina (30 pg) e rifampicina (5
Hg). O controle de qualidade foi realizado com as cepas de S. aureus ATCC
25923. As placas foram entdo incubadas a 35-37°C por 18-24 horas e a leitura
dos halos de inibicdo realizada de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (CLSI 2013).

Nas placas de antibiograma foi também realizado o teste D ou teste de
inducdo para identificacdo do padrdao de resisténcia MLSb (induzivel ou
constitutivo), utilizando o0s antimicrobianos macrolideos, lincosaminas e
estreptograminas, ou seja, eritromicina, clindamicina e quinupristina/dalfopristina,
respectivamente. Os discos desses respectivos antimicrobianos foram colocados
a uma distancia de 15 mm centro a centro. Apos incubacdo, um achatamento do
halo de inibicdo (formato de ‘D”) indicava resisténcia induzivel a clindamicina e
quinupristina/dalfopristina, determinando o perfil MLSb induzivel (Figura 5). Caso
fosse observado resisténcia aos trés antimicrobianos,o perfii MLSb seria

classificado em constitutivo (Winn et al. 2006).
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Figura 5: Verificacdo do achatamento do halo de inibicdo indicando resisténcia

induzivel a clindamicina.
4.4.2 Concentracdo Inibitéria Minima - CIM - E-test®

Para os isolados de S.aureus que apresentaram resisténcia a cefoxitina
realizamos o E-test® para determinar a CIM para oxacilina e confirmar a
resisténcia. Semelhante a metodologia anterior de disco difusdo, com auxilio do
espectrofotémetro, os indculos foram preparados na concentracdo de 1,5 x 10°
UFC/mL, e feita a inoculagdo com swab estéril em toda a superficie do Agar
Mueller-Hinton. Sobre a superficie do Agar foi colocado uma fita com uma escala
de concentracdo em pg/mL, impregnada com oxacilina (Biomérieux®) (Figura 6).
As placas foram incubadas a 35-37°C por 18-24 horas. ApO0s o periodo de
incubacdo, os isolados de S. aureus que apresentaram CIM 24 pg/mL foram
classificados como resistentes a oxacilina, portanto, resistentes a meticilina -
MRSA. Os isolados que apresentaram CIM <2 pg/mL foram classificados em

sensiveis a oxacilina e portanto MSSA (Winn et al. 2006).
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Figura 6: Técnica de E-test® para verificacdo de resisténcia & oxacilina.

4.5 DETECCAO MOLECULAR DE GENES DE VIRULENCIA

Os isolados resistentes a cefoxitina foram submetidos a deteccdo do gene
mecA pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Da mesma forma,
todos os isolados foram submetidos a deteccdo do gene que codifica a producéo
da leucocidina de Panton-Valentine.

45.1 Extracdo do DNA bacteriano

As amostras foram descongeladas e inoculadas em placas de TSA sendo
incubadas por 24 horas a 37°C. ApOs esse periodo, trés a quatro colénias foram
suspensas em 50 pL de solucdo tampéo TE 1X (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0)
com 1 pL de lisostafina (10 mg/mL) e incubadas em banho-maria a 37°C por 30
minutos. Em seguida, para o processo de desnaturacdo, a suspensao foi
reincubada em banho-maria a 95°C por 15 minutos. Adicionou-se 150 pL de H,O
MiliQ autoclavada e a suspensao foi centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi utilizado como DNA template para a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Para essa extracdo utilizou-se o protocolo estabelecido por

Aires de Sousa et al. (2007) com modificacdes.
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45.2 PCR paradetecgdo do gene mecA

A deteccéo do gene mecA seguiu o protocolo estabelecido por Murakami
et al. (1991) com modificagbes. A mistura da reacgéo foi preparada em um volume
final de 50 pL contendo tampé&o de reacdo (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KClI;
1,5 mM MgCly); 80 pM de cada dNTP; 0,25 puM de cada primer (5'-
TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3’ e 5-CCACTTCATATCTTGTAACG-3); 1 U
de Tag DNA polimerase e 20 ng do DNA template. A reacdo de amplificacdo foi
realizada em termociclador (Axygen®) seguindo o programa: 4 minutos a 94°C, 30
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C, 1 minuto a 72°C e uma
extensdo adicional de 4 minutos a 72°C. Apdés a amplificacdo realizamos a
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampéao Tris-Borato-EDTA 1X por 30
minutos a 120V. Foi utilizado o marcador molecular de 1 Kb plus como padréo de
peso molecular, as cepas de S. aureus USA 300 e clone Pediatrico como
controles positivos e a mistura da reacdo sem a bactéria como controle negativo.
O gel foi corado com brometo de etideo a 0,5 pg/mL e visualizados sob luz UV em
transiluminador e capturados com o sistema Molecular ImagerGelDoc XR (Bio-

Rad). para analise posterior.

45.3 PCR para deteccdo do gene que codifica a Leucocidina de Panton-

Valentine

Para a identificacdo por PCR dos genes responsaveis pela codificacdo da
leucocidina de Panton Valentine, IukS-PV e IukF-PV, utilizamos primers
sintetizados a partir de sequéncias de DNA gendmico depositadas no banco de
dados GenBank (numero de acesso GenBank AB006796) (Lina et al. 1999). A
mistura de reacao foi preparada em um volume final de 50 uL contendo tampéo
de reacdo (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,); 80 uM de cada
dNTP; 0,25 MM de cada primer (luk-PV-1: 5-
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3’ e luk-PV-2: 5'-
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC-3’); 1 U de TagDNA polimerase; 20 ng
do DNA template. A reacdo de amplificacdo foi realizada no termociclador
(Axygen®) seguindo o programa: 5 minutos a 94°C, 25 ciclos de 30 segundos a
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94°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C e uma extensao adicional de 7
minutos a 72°C.

Apo6s a amplificacao realizamos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tampao Tris-Borato-EDTA 1X por 1 hora a 120V. Utlizamos marcador
molecular de 50 pb (Invitrogen®) como padrdo de peso molecular, a cepa de S.
aureus OSPC (Oceania Southwest Pacific Clone) como controle positivo e a
mistura da reacao sem o DNA bacteriano como controle negativo. O gel foi corado
com brometo de etideo a 0,5 pg/mL e visualizados sob luz UV em transiluminador
e capturados com o sistema Molecular ImagerGelDoc XR (Bio-Rad). para andlise

posterior.

4.6 ELETROFORESE EM GEL EM CAMPO PULSADO (PULSED FIELD GEL
ELECTROPHORESIS -PFGE)

O perfil de macrorrestricdo do DNA cromossoémico dos isolados de S.
aureus foi determinado pela técnica de eletroforese em gel em campo pulsado
(pulsed field gel electrophoresis — PFGE) apds digestdo do cromossomo
bacteriano com a enzima de restricdo Smal (Chung et al. 2000). Apos cultivo dos
isolados de S. aureus em TSB e incubacéo a 37°C por 18-24 horas, as células
tiveram sua concentracdo ajustada em tampdao Tris-NaCl (Tris 10 mM pH 8,0,
NaCl 1M) em espectrofotbmetro pelo calculo da OD 620, (V add (uL) = OD x 40
x 210 — 210).

A suspensao celular ajustada foi homogeneizada com 100 pyL de gel de
agarose LMP (Low Melting Point agarose, Invitrogen®) 1,5% para formagéo de
pequenos blocos de agarose (plugs). As células bacterianas contidas nos plugs
foram lisadas por cinco horas em solucdo EC (Tris 6mM pH 8,0; NaCl 1M; EDTA
0,1 M pH 8,0; desoxicolato de sddio 0,2% e sédio lauril sarcosina 0,5%) acrescida
de uma solucdo de lise composta por lisozima (100 pL/mL — Sigma®), lisostafina
(50 pL/mL — Sigma®) e RNAse (50 pL/mL — Sigma®). Apds esse periodo, foi
realizada a desproteinizacdo em solucdo ES (EDTA 0,5 M, pH 9,0 e sddio
laurilsarcosina 1%) com Proteinase K (1 mg/mL) (Invitrogen®) por um periodo
minimo de 17 horas a 50°C. ApGs a incubacéo, os blocos de gel foram lavados (5
lavagens com incubacgdes de 30 minutos cada) com a solugcao tampao Tris-EDTA
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(Tris 10 mM pH 7,5 e EDTA 1 mM pH 8,0) e armazenados nesta solucdo a 4°C

até serem submetidos a digestdo enzimatica e eletroforese.

4.6.1 Condicdes de digestao e eletroforese

Para cada isolado, o DNA contido no bloco de gel foi digerido com a
enzima de restricdo e condi¢des de corrida seguintes: 20U da enzima de restricdo
Smal em 100uL de tampao 1X por pelo menos 6 horas a temperatura ambiente.
Eletroforese: corrente alternando com intervalos de pulso de 5 a 35 segundos a 6
V/cm e temperatura de 14°C por 22 horas.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose de corrida a 1% em
solucéo tamp&o Tris-Acido Borico-EDTA 0,5X (Tris 90 mM, acido bérico 90 mM e
EDTA 2 mM) no sistema CHEF DRII (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA).

ApoOs a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etideo
(1pg/mL) por uma hora, descorados em H,O/15" e visualizados sob luz UV em
transiluminador e capturados com o sistema Molecular ImagerGelDoc XR (Bio-
Rad). As fotos foram digitalizadas para analise posterior.

A analise do perfil dos fragmentos de macrorrestricdo resultantes foi
inicialmente realizada por inspecao visual segundo os critérios sistematizados por
Tenover et al. (1995): (i) cepas geneticamente indistinguiveis, quando as cepas
apresentarem perfil de restricio com 0 mesmo numero de bandas e
correspondéncia de tamanho entre elas; (ii) cepas estritamente relacionadas,
guando as cepas diferirem em duas a trés bandas nos perfis de restricdo; (iii)
cepas possivelmente relacionadas, quando as cepas diferirem em quatro a seis
bandas nos perfis de restricdo e (iv) cepas nao relacionadas, quando as cepas
diferirem em sete ou mais bandas nos perfis de restri¢ao.

Adicionalmente, os géis de PFGE foram utilizados como imagens preto e
branco invertidas de oito bits e processados pelo programa BioNumerics (versao
5.0; AppliedMaths, Ghent, Belgium).

Para a normalizacao e padronizacgéo utilizamos como referéncia a cepa S.
aureus NCTC 8325, que produz bandas visiveis entre 674 kb e 9 kb. Para cada
amostra analisada as bandas situadas acima da maior banda (674 kb) e abaixo
da menor banda (9 kb) da NCTC foram excluidas da andlise. Na constru¢do do
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dendrograma, utilizamos o coeficiente de similaridade de Dice (Dice 1945),
baseado na posicdo e presenca das bandas e no algoritmo de analise filogenética
UPGMA (Unweighted Pair — Groups Method with Arithmetic Mean) através de
agrupamentos por médias ndo ponderadas (Sneath & Sokal 1973). Para o
agrupamento em cluster definimos perfis (n = 2) apresentando um coeficiente de
similaridade acima de 80% (Carrico et al. 2005). Os parametros de otimizacao e

tolerancia utilizados foram respectivamente 0,7 e 1,0%.

4.7 BANCO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Utilizando-se o programa Excel (Microsoft Office 2007) foi montado um
banco dos dados obtidos através das fichas com aspectos demograficos, bem
como os resultados microbiologicos (espécime clinico, microrganismo isolado e
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos).

A andlise das variaveis, sexo e idade pelo teste T de Student, com nivel
de significancia fixado em 0,05 (p<0,05), foi realizada utilizando-se os programas
estatisticos Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 17.0
(SPSS, Chicago) e o Epi Info Software versédo 2000 (CDC, Atlanta).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo do estudo, de marco de 2010 a abril de 2012, foram
processadas 123 tonsilas no Laboratério de Bacteriologia Médica do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica, da Universidade Federal de Goiés. A Tabela
1 mostra a variacdo de idade e sexo entre 0s pacientes avaliados. Nela podemos
observar que a média de idade dos pacientes esteve de acordo com a literatura,
em que se observa que a faringotonsilite bacteriana é uma infeccdo que acomete
principalmente criangas e adolescentes entre 5 e 15 anos de idade (Bisno et al.
2002; Stuck et al. 2008).

Tabela 1: Prevaléncia de tonsilectomia por sexo e idade em pacientes atendidos
em hospital escola de Goiania, Goias, 2012.

Sexo N/% Média de idade Desvio padrao
Masculino 66/53,7 7,9 4,6749
Feminino 57/46,3 15,1 12,7924

Total 123/100 11,3 9,9854

A meédia de idade dos pacientes submetidos a tonsilectomia foi de 11,3
anos, sendo que 66 (53,7%) eram do sexo masculino e 57 (46,3%) do sexo
feminino, sem diferenca estatisticamente significante (p>0,05). Dados que
concordam com Costa et al. (2003) que observaram entre 90 criancas, 64,4% do
sexo masculino e 35,6% do sexo feminino e com Juanior et al. (2008), que
verificaram, em Santo Amaro, porcentagens de 45,3% de pacientes do sexo
masculino e 54,7% do sexo feminino submetidos a tonsilectomia. Entre 0s grupos,
a meédia de idade dos pacientes do sexo masculino submetidos a tonsilectomia foi
menor (7,9 anos) (p<0,05) do que a média de idade das pacientes (15,1 anos). A
faringotonsilite de repeticdo foi relatada em 75,5% dos pacientes, mostrando sua
importancia para a indicacdo da tonsilectomia. Glover (2008) mostrou que, na
maioria dos estudos, 0s meninos sdo mais operados do que as meninas e que a

faixa etéria onde se verifica mais cirurgias € de 5 a 7 anos. Neste periodo da
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infancia verifica-se mudancgas na microbiota da cavidade oral, proporcionadas
pelos varios contatos em casa e nas escolas, sendo que a tonsila tende a atrofiar
com a puberdade (Hungria 2000).

Das 123 amostras analisadas foram obtidos 373 isolados (Tabela 2),
sendo que S. aureus representou 16,1% do total e mostrou-se superior aos
Sreptococcus B-hemoliticos (5,6%). Podemos observar que a prevaléncia de S.
aureus foi maior do que 0s outros microrganismos identificados, com excecao dos
Streptococcus do grupo viridans que fazem parte da microbiota oral.
Considerando que no momento da cirurgia de tonsilectomia 0s pacientes nao
estavam apresentando processo inflamatério agudo, a prevaléncia de S. aureus
encontrada remete a manutencdo da bactéria nas tonsilas ap6s o processo
inflamatério e apdés o tratamento com antimicrobianos, juntamente com a
microbiota colonizadora da boca, representada pelos Streptococcus do grupo
viridans (32,8%). Raju & Selvam (2012) também observaram no estudo em
Chennai, india, com criancas apresentando tonsilite crénica, alta prevaléncia de

S. aureus juntamente com a microbiota oral.

Tabela 2: Prevaléncia de microrganismos isolados de 123 pacientes submetidos a

tonsilectomia em hospital escola de Goiania, Goias, 2012.

Microrganismos isolados Quantidade (%)
Streptococcus do grupo viridans (alfa e ndo hemolitico) 123 (33,0%)
Staphylococcus aureus 60 (16,1%)
Staphylococcus coagulase negativos 33 (8,9%)
Enterococcus 23 (6,2%)
Corynebacterium spp. 22 (5,9%)
Streptococcus B-hemoliticos 21 (5,6%)
Streptobacillus sp. 18 (4,8%)
Micrococcus 17 (4,6%)
Streptococcus sp. 09 (2,4%)
Outros 47 (12,6%)
TOTAL 373 (100%)
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Das 123 tonsilas avaliadas, Staphylococcus aureus foram isolados em 49
(39,8%) pacientes (Tabela 3).

Tabela 3: Prevaléncia de S. aureus por sexo e idade em pacientes atendidos em

hospital escola de Goiania, Goias, 2012.

Sexo N/% Média de idade Desvio padrao
Masculino 29/59,2 8,234 4,9362
Feminino 20/40,8 15,250 11,1160

Total 49/100 11,098 8,6754

N&o foi observada diferenca de prevaléncia de S. aureus em relacdo ao
sexo dos pacientes como verificado em outros estudos onde o isolamento de S.
aureus predominou no sexo feminino (Zautner et al. 2010). Na comparacao entre
as médias de idade, o sexo feminino apresentou média de 15,3 anos, maior que a
do sexo masculino (8,2 anos) (p<0,05). Zautner et al. (2010), na Alemanha,
também observaram que a infeccdo recorrente das tonsilas esteve mais presente
entre criancas e adolescentes, o que foi evidente também em estudo realizado
por Raju & Selvam (2012) em Chennai, india.

Nos 49 pacientes avaliados identificamos frequéncia de 77,6% de
faringotonsilite de repeticdo e 89,8% de hipertrofia tonsilar, sendo os graus de
obstrucao Il e IV os mais encontrados. O que esta de acordo com a literatura,
sendo a faringotonsilite recorrente e, ou a hipertrofia tonsilar, com quadro clinico
completo da apnéia do sono apresentando roncos noturnos e pausas
respiratorias, as principais indicacdes para a realizacéo da tonsilectomia (Hungria
2000; Discolo et al. 2003; Stuck et al. 2008).

A regido da garganta € considerada um local de colonizacdo por S.
aureus além da regido anterior das narinas, sitio de colonizacdo primario de S.
aureus (Lowy 1998; Nilsson & Ripa 2006; Mertz et al. 2007; Sollid et al. 2013).
Possivelmente a tonsila seja uma regido colonizada por esta bactéria. Nilsson &
Ripa (2006) observaram que o sitio mais comum de isolamento de S. aureus foi a
garganta (40,0% dos pacientes) seguido das narinas anteriores (31,0% dos

pacientes). Mertz et al. (2007) reconheceram que a garganta também representa
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um sitio de colonizacdo de S. aureus e, portanto pode transmitir cepas desta
bactéria pela comunidade e pelo ambiente hospitalar. Seu trabalho sugere
considerar a garganta como um local de colonizagdo de S. aureus além das
narinas para a implantagcdo de programas rotineiros de controle da disseminagéo
de cepas resistentes, principalmente MRSA.

O aumento da prevaléncia de S. aureus como 0 principal agente da
infeccdo da tonsila ou como um provavel copatégeno ao longo dos anos vem
sendo relatado por varios autores (Costa et al. 2003; Pereira et al. 2008, Zautner
et al. 2010; Raju & Selvam 2012). Em estudo realizado em Chennai, india, o S.
aureus representou 83,0% das bactérias patogénicas identificadas em criancas e
adolescentes com tonsilites cronicas (Raju & Selvam 2012). Na Alemanha 57,7%
de 130 pacientes com tonsilite de repeticdo, submetidos a tonsilectomia,
apresentaram o0 S. aureus como O patdégeno mais prevalente em criancas e
adultos (Zautner et al. 2010), resultado superior a0 nosso estudo, em que
observamos 16,1%. Um quinto dos pacientes dos quais foi isolado o S. aureus, 0
tiveram como o Unico agente patogénico. No presente estudo encontramos seis
(12,2%) pacientes nos quais o S. aureus foi 0 Unico agente encontrado.

A evolucdo na prevaléncia do S. aureus foi relatada também no estudo
realizado por Timon et al. (1990), em Dublin, Irlanda, no qual comparamos
microrganismos isolados de tonsilas provenientes de pacientes com historia de
tonsilite crénica e submetidos a tonsilectomia, em dois periodos (1980 e 1989).
No primeiro periodo houve uma predominancia de Haemophilus infuenzae no
tecido tonsilar, observando na superficie uma evidente microbiota normal. Ja no
segundo periodo observou-se um aumento da prevaléncia de S. aureus nas
tonsilas com variacdo de 6,0% no ano de 1980 para 40,0% em 1989. O trabalho
também observou que 6,0% do total das tonsilas analisadas em 1980
apresentavam mais de um microrganismo, diferenciando de 1989 que teve uma
porcentagem significantemente maior, 52,0%. Esse dado suporta a teoria de
copatogenicidade e alteracdo da microbiota, sugerindo uma etiologia
polimicrobiana, o que se observa também neste estudo pela grande quantidade
de bactérias identificadas.

A alta prevaléncia de S. aureus também foi observada em Ulm,
Alemanha, onde 45,0% dos pacientes analisados com faringotonsilites
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recorrentes/hipertroficas eram carreadores de Staphylococcus aureus (Podbielski
et al. 2003). Pereira et al. (2008), em um estudo realizado em dois institutos do
setor publico e em uma creche de Trinidad, investigaram a prevaléncia de
microrganismos aerébios na superficie e no tecido das tonsilas de criangas com
tonsilites de repeticdo e/ou com sintomas de apneia do sono, apés cirurgia de
tonsilectomia. De 360 amostras da superficie e do tecido tonsilar, conseguiu-se
obter um total de 800 isolados aerdbios. Desses 800 isolados, 410 (51,3%), 338
(42,3%) e 52 (6,4%) foram respectivos para Streptococcus spp., Staphylococcus
sSpp. e outras bactérias.

A predominancia de S. aureus também foi evidente no trabalho de
Hirakata et al. (2005) em Nagasaki, Japdo, onde examinaram, em 29 clinicas e 16
hospitais, pacientes com sintomas tipicos de tonsilites, como dores de garganta,
presenca de exsudato purulento, caseum e eritrema, evidenciando a prevaléncia
de 26,0% deste agente, representando o principal patdgeno isolado, seguido de
H. influenzae (17,6%), M. catarrhalis (7,4%), S. pyogenes (6,8%) e S. pneumoniae
(5,3%). Em Marbella, Espanha, Maroto et al. (2006), verificaram também o
Staphylococcus aureus (29,3%) como o principal agente da tonsilite recorrente,
seguido de Streptococcus pyogenes (23,4%) e de Haemophilus influenzae
(12,1%).

A evolucdo do S. aureus nas infeccdes tonsilares e sua permanéncia no
tecido tonsilar mesmo apds o processo inflamatorio, pode estar relacionado com a
sua capacidade de formacédo de biofilme. Essa associacao ja foi observada em
um estudo realizado em Miléo, Italia, com pacientes entre trés e treze anos com
tonsilites recorrentes, e evidenciaram que a prevaléncia de 81,8% de S. aureus
em tonsilites recorrentes foi atribuida a formacao de biofilme (Torretta et al. 2013).
J& outros autores atribuiram a presenca do S. aureus em tonsilites recorrentes a
sua capacidade de internalizacdo no tecido tonsilar (Zautner et al. 2010).

As infeccbes crbnicas relacionadas com a formacdo de biofilme sao
frequentes na especialidade de otorrinolaringologia (Al-Mazrou & Al-Khattaf 2008;
Mena Viveros 2012). A presenca do biofilme pode explicar as falhas terapéuticas
e, portanto a reincidéncia da infeccdo e representar um elemento importante na
manutencdo do estado crénico, mesmo na auséncia de um processo inflamatério
agudo (Chole & Faddis 2003; Conley et al. 2003; Torretta et al. 2013).
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A identificacdo do S. aureus torna-se ainda mais importante quando
avaliamos a sua suscetibilidade aos antimicrobianos mais utilizados na clinica
meédica. Observamos que em nove (18,4%) dos 49 pacientes houve a
identificacdo de dois ou mais isolados de S. aureus e que esses isolados
apresentaram perfis de suscetibilidade diferentes.

De acordo com o antibiograma (Tabela 4) os isolados apresentaram maior
resisténcia a penicilina (85,0%) seguida de ciprofloxacina (18,3%) e cefoxitina
(15,0%). Seis isolados (10,0%) que apresentaram resisténcia a eritromicina
também mostraram fenétipo MLSb induzivel, portanto resisténcia a clindamicina e
a quinupristina/dalfopristina (CLSI 2013). Todos os isolados foram sensiveis a

linezolida e a rifampicina.

Tabela 4: Perfil de suscetibilidade de Staphylococcus aureus isolados de

pacientes com faringotonsilites de repeticdo submetidos a tonsilectomia, 2012.

Antimicrobiano Resistencia
N° (%)
Penicilina 51 (85,0)
Amoxicilina + acido clavulanico 6 (10,0)
Cefoxitina 9 (15,0)
Ceftriaxona 2 (3,3)
Eritromicina 6 (10,0)
Clindamicina 6 (10,0)
Quinupristina/Dalfopristina 6 (10,0)
Sulfametoxazol/Trimetoprima 2 (3,3)
Linezolida 0 (0)
Rifampicina 0 (0)
Ciprofloxacina 11 (18,3)
Tetraciclina 5(8,3)

Neste estudo, 79,6% (39) dos pacientes declararam ter utilizado
antimicrobianos anteriormente a realizacdo da tonsilectomia. Dos pacientes que
referiram ter tratado infeccdes respiratorias nos 30 dias anteriores, 59,0%
utilizaram antimicrobianos. A utilizacdo de antimicrobianos em excesso e
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indiscriminadamente possibilita a emergéncia de cepas resistentes e dificulta o
tratamento das infec¢des (Sih & Bricks 2008; Stuck et al. 2008). Segundo um
guestionamento aos médicos da atencdo priméaria da Espanha, Ripoll et al. (2002)
relataram que a tonsilite representa o motivo mais frequente de prescricdo de
antimicrobianos (18,8%).

Em nosso estudo, vinte e dois pacientes (44,9%) declararam ter utilizado
a amoxicilina como a principal droga de escolha para o tratamento das
faringotonsilites. A utilizacdo de penicilina G e associacdo de amoxicilina + &cido
clavulanico foram declaradas como segundas opcoes de tratamento. Esses dados
corroboram com os dados obtidos no estudo apresentado por Ripoll et al. (2002),
onde a penicilina foi observada como primeira opcao de tratamento das tonsilites
e a associagdo de amoxicilina + acido clavulanico como segunda opcao. Pereira
et al. (2008) relataram, no estudo em Trinidad com criangas e adolescentes (<16
anos) com indicagdo de tonsilectomia devido as tonsilites de repeticdo e/ou
hipertrofia, 52,2% de uso de amoxicilina, amoxicilina + acido clavulénico e
macrolideos. Em um estudo transversal de base populacional no municipio de
Pelotas, Rio Grande do Sul, o uso da amoxicilina foi relatado como o principal
antimicrobiano em infeccbes respiratorias (19,5% de todos os medicamentos
mencionados), seguida pelo uso de sulfametoxazol- trimetoprima (17,8%) (Berquo
et al. 2004).

Morais et al. (2009) também mostraram a amoxicilina como a principal
droga de escolha em criangas que recorriam ao servico de urgéncia em um
hospital de Portugal, apresentando ao exame clinico sinais de inflamacéao
faringotonsilar. A amoxicilina representou 90,0%, seguida dos macrolideos
(4,0%), amoxicilina + acido clavulanico (4,0%) e cefalosporina (2,0%).

Sendo a amoxicilina a principal droga utilizada no tratamento das
faringotonsilites, considera-se a presenca de copatdégenos, como 0 S. aureus,
uma justificativa as constantes falhas no tratamento das faringotonsilites com as
penicilinas (Brook & Gober 2008), como observado em nosso estudo, no qual
identificamos 85,0% de isolados resistentes a penicilina. Os S. aureus como
produtores de B-lactamases interferem na acédo dos antimicrobianos B-lactamicos
(Casey & Pichichero 2007; Brook 2013). Portanto, as falhas no uso da penicilina

desencadearam um aumento na utilizacdo de outros antimicrobianos como as
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associagcbes com os inibidores de p-lactamases (Brook 2007a) e as
cefalosporinas (Brook 2007b; Casey & Pichichero 2007; Brook & Gober 2009;
Drawz & Bonomo 2010).

Encontramos resisténcia de 85,0% a penicilina em contraste com apenas
10,0% de resisténcia a associacdo de amoxicilina + &cido clavulanico. Este
resultado sugere que os isolados possivelmente eram produtores da enzima [3-
lactamase e que estas sofreram ag&o do inibidor de B-lactamase. Em um estudo
no México com 394 pacientes com faringotonsilite, foi demonstrado que em 35,0%
dos pacientes com Streptococcus pyogenes houve isolamento de pelo menos
uma bactéria produtora de B-lactamase, sendo o S. aureus o mais frequente,
representando 82,0% dos isolados, apresentando 100% de resisténcia a
penicilina e ampicilina (Avilés & Zaragoza 2000).

A evidéncia de elevada resisténcia a penicilina € comumente encontrada
nao somente nos isolados em ambiente hospitalar, como também na comunidade
(Chambers 2001). Considerar a crescente prevaléncia de S. aureus nas
faringotonsilies e seu perfil de suscetibilidade as drogas pode oferecer aos
pacientes um tratamento correto e assim uma melhor qualidade de vida.

Uma das preocupacdes em relacdo aos perfis de resisténcia dos S.
aureus, além do fato de interferirem no tratamento pela producédo de p-
lactamases, € a emergéncia de cepas MRSA, tanto na comunidade quanto no
ambiente hospitalar (Winn et al. 2006; Huang et al. 2007).

Nos testes de suscetibilidade in vitro, segundo o CLSI (2013), a cefoxitina
€ utilizada para predizer a resisténcia a oxacilina mediada pela expressdo do
gene mecA. Em nosso estudo evidenciamos 15,0% (9) dos isolados resistentes a
cefoxitina. Porém, quando submetidos ao E-test®, nenhum dos nove isolados
resistentes a cefoxitina apresentaram CIM =24 ug/ml. Foi realizada entdo a PCR
para deteccdo do gene mecA, onde dois isolados mostraram-se positivos (Figura
7). A presenca do gene mecA identificado por PCR € a técnica confirmatéria para
identificacdo de MRSA (Cuirolo et al. 2011; Almeida et al. 2012), portanto
consideramos MRSA apenas dois isolados (3,3%). Este resultado € semelhante
ao obtido por Zautner et al. (2010) que evidenciaram o isolamento de MRSA em
apenas um de 76 isolados de pacientes com tonsilite recorrente na Alemanha. No
Japéo, Hirakata et al. (2005) identificaram 9,1% de isolados MRSA em pacientes
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com sintomas de faringotonsilite e nos EUA Brook & Foote (2006), encontraram
16,0% de MRSA em tonsilas de pacientes submetidos a tonsilectomia devido a

tonsilite recorrente.
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Figura 7: PCR evidenciando duas cepas com o gene mecA.

Cepas com CIM =4 pg/mL para oxacilina e positivas para o gene mecA ja
foram relatadas por alguns autores (Petinaki et al. 2002; Chen et al. 2009; Kumar
et al. 2013). A expressdo do gene mecA é heterogénea em muitas cepas,
podendo haver baixo nivel de expresséo de resisténcia a oxacilina em algumas
cepas de S. aureus (Chambers et al. 1989; Witte et al. 2007). A presenca de um
B-lactamico no ambiente pode aumentar a expressdo do gene, porém ha
diferencas entre os componentes da classe dos B-lactamicos (Mckinney et al.
2001). Reconhece-se a maior eficiéncia de outras drogas, como a cefoxitina,
como indutor de expressdo do gene mecA dentre os B-lactamicos (Mckinney et al.

2001; Pottumarthy et al. 2005), indicando, portanto, que possivelmente na técnica
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de disco-difusdo a cefoxitina foi capaz de induzir a expresséo do gene mecA nas
duas cepas mecA-positivas, o que ndo foi evidente no E-test® onde o agente
indutor foi a oxacilina (CIM <2 pg/mL). A literatura estabelece a utilizacdo da
cefoxitina para identificagcdo de cepas MRSA, com evidente halo de inibicdo =21
mm (Pottumarthy et al. 2005; Swenson et al. 2007; Kaiser et al. 2010; CLSI 2013),
porém encontramos sete isolados (11,5%) resistentes a cefoxitina pela técnica de
disco-difusdo que ndo apresentaram o gene mecA. Apesar de contraditério,
algumas hipoteses tentam explicar esse fenémeno.

A resisténcia a meticilina pode ser observada em isolados negativos para
0 gene mecA devido a modificacdo de genes que codificam PBP normais ou da
superproducao de B-lactamases pelos S. aureus (Chambers 1997).

Mutacbes nos genes que codificam as PBPs podem gerar modificacdes
estruturais que alteram a ligacdo dessas aos B-lactamicos, diminuindo a sua
afinidade e determinando resisténcia aos antimicrobianos (Tomasz et al. 1989;
Banerjee et al. 2008; Banerjee et al. 2010). Mutacdes também podem levar a
hiperexpressdo de PBPs e produzir um pequeno, mas consideravel aumento na
resisténcia aos B-lactamicos (Henze & Berger-Bachi 1996). Essas mutacfes
podem ser geradas pela presséo seletiva direta exercida gracas ao uso excessivo
de B-lactamicos (Hackbarth et al. 1995).

Além das alteracdes de PBPs, o S. aureus pode desenvolver resisténcia
aos B-lactamicos por hiperproducéo de B-lactamases (Chambers 1997; Almeida et
al. 2012). Estudo de Mcdougal & Thornsberry (1986) mostra que S. aureus
capazes de produzir B-lactamases em grande quantidade sdo capazes de inativar
de forma mais lenta as penicilinas resistentes as penicilinases. Em nosso estudo,
provavelmente a producdo de B-lactamase, se em grande quantidade, pode ter
influenciado no teste com o disco de cefoxitina e estabelecido resisténcia
fenotipicamente.

Outra possibilidade é a existéncia de um gene homologo ao gene mecA, o
gene mecA LGA251, ou como nomeado gene mecC, tendo 63% de homologia em
nivel de aminoacidos e 70% em nivel de DNA com o gene mecA codificador da
proteina PBP2a (Garcia-Alvarez et al. 2011; Ito et al. 2012). Até agora, 0s
isolados contendo mecA LGA251 mostraram resisténcia fenotipica aos [-
lactamicos, mas ndo séo reconhecidos nas PCRs convencionais para o0 gene
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mecA (CLSI 2013). Stegger et al. (2012) identificaram cepas de S. aureus
resistentes a cefoxitina e que ndo apresentavam o gene mecA, porém carreavam
0 gene mecA LGA251. Cartwright et al. (2013) também verificaram resisténcia a
cefoxitina devido a presenca do gene mecC, sendo que 88,7% das cepas
analisadas apresentaram perfil de resistencia a cefoxitina e suscetibilidade a
oxacilina, 11,3% apresentaram resisténcia aos dois antimicrobianos e nenhuma
cepa foi resistente somente a oxacilina. Uma explicagdo para esse fenémeno
seria a codificacdo de uma PBP2a pelo gene mecC com uma afinidade
relativamente alta a oxacilina mas com afinidade baixa a cefoxitina (Kim et al.
2012).

Encontramos neste estudo 18,3% de resisténcia a ciprofloxacina, uma
quinolona de segunda geracdo. As fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina,
possuem atividade limitada contra faringotonsilites, ndo sendo indicadas como
alternativa para o tratamento (Grossman 1997). Mesmo possuindo uma boa
penetracdo no tecido tonsilar (Falser et al. 1988), a maior limitacdo do uso das
fluoroquinolonas € a facilidade de desenvolvimento de resisténcia bacteriana
(Chambers 1997; Lowy 2003; Alés 2009). O aumento de resisténcia as
fluoroquinolonas tem sido observado (Acar & Goldstein 1997). O uso crescente de
antimicrobianos possivelmente proporcionou uma pressao seletiva para essa
resisténcia. Pequenas mutacdes cromossomais podem ser suficientes para
conferir resisténcia. O primeiro alvo das fluoroquinolonas em Staphylococcus sp.
€ a Topoisomerase IV, e a DNA girase € o segundo alvo, sendo que uma mutacao
nos genes que as codificam pode produzir niveis de resisténcia clinicamente
significantes (Lowy 2003).

Foi detectado neste estudo a presenca de seis (10,0%) isolados
resistentes a eritromicina apresentando resisténcia induzivel a clindamicina e a
quinupristina/dalfopristina (feno6tipo D - MLSb induzivel). Nao verificamos nenhum
isolado com perfil de resisténcia MLSb constitutiva. O perfil de resisténcia MLSb é
mediado pela presenca do gene erm que produz modificacdo no sitio de ligacao
da droga no RNAr e possibilita falhas terapéuticas e recidivas (Lewis & Jorgensen
2005). Portanto, deve-se considerar a presenca dessa caracteristica de
resisténcia no momento da realizacdo dos testes laboratoriais, sendo uma
informacdo necessaria para o correto tratamento do paciente que possa
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apresentar isolados com fenétipo MLSb induzivel. Devido a alta porcentagem
(90,0%) de sensibilidade a clindamicina, mesmo na presenca de um indutor de
resisténcia como a eritromicina, conclui-se que a clindamicina ainda pode ser
considerada uma alternativa para o tratamento da faringotonsilite de repeticao,
tendo, no entanto, a necessidade da realizacdo do teste fenotipico no diagndstico
laboratorial para a verificagdo desse perfil de resisténcia MLSb induzivel ou
constitutivo. Uma restricdo desnecesséaria ao uso de lincosaminas devido aos
varios relatos de resisténcia MLSb pode levar a utilizacdo inapropriada e
desnecessaria de glicopeptideos, como a vancomicina (Cetin et al. 2010). Além
de que o desconhecimento da resisténcia induzida a clindamicina e a utilizacéo
desta droga no tratamento das infec¢cdes pode levar ao risco de selecdo de
mutantes constitutivos (Drinkovic et al. 2001; Leclercq 2002).

Foi realizada uma avaliacdo dos perfis fenotipicos obtidos em nosso
estudo. Na tabela 5 observamos que do total de 60 isolados de S. aureus, apenas
7 (11,7%) foram suscetiveis a todas as drogas testadas. O restante, 53 (88,3%),
apresentou 15 diferentes perfis de suscetibilidade, evidenciando uma grande
diversidade de fendtipos. Verificou-se que 58,3% (35) dos isolados apresentaram
resisténcia a pelo menos uma classe de antimicrobiano; 16,7% (10) dos isolados
foram resistentes a duas classes, 3,3% (02) resistentes a trés, 6,7% (04) foram
resistentes a quatro e 3,3% (02) resistentes a cinco classes de antimicrobianos.

Observamos ainda que os dois isolados que apresentaram o0 gene mecA
(MRSA) apresentaram perfis de suscetibilidade diferentes (M e N), sendo que um
foi resistente somente aos pB-lactamicos e o0 outro a duas classes de

antimicrobianos (B-lactamicos e sulfametoxazol-trimetoprima).
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Tabela 5: Perfis de suscetibilidade dos S. aureus

provenientes de pacientes com tonsilite de repeticéo.

isolados de tonsilas

N° de isolados (60) _ o Fendtipos
Perfis de suscetibilidade

N (%) (N=16)

27(45,0) RSSSSSSSSSS A
7(11,7) SSSSSSSSSSS B
4(6,7) RSSSRRRSSSSS* C
3(5,0) RSSSSSSSSSRS D
3(5,0) RSRSSSSSSSS E
2(3,3) SSSSSSSSSSRS F
2(3,3) RSRSSSSSSSRS G
2(3,3) RRSSSSSSSSSS H
2(3,3) RRSSSSSSSSRS |
2(3,3) RSSSRRRSSSSR*V J
1(1,7) RRSSSSSSSSRRY K
1(1,7) RRRSSSSRSSSS L
1(1,7) RSRRSSSRSSSST M
1(1,7) RSRRSSSSSSSST N
1(1,7) RSRSSSSSSSSR 0
1(1,7) RSSSSSSSSSRRY P

60(100)

R: resisténcia; S: sensivel. Os antimicrobianos estdo organizados na sequéncia:

penicilina, amoxicilina + acido clavulanico, cefoxitina, ceftriaxona, eritromicina,

clindamicina, quinupristina-dalfopristina, sulfametoxazol- trimetoprima, linezolida,

rifampicina, ciprofloxacina, e tetraciclina.

*: MLShi.
T mecA +.
™- MDR

A diversidade de padrfes fenotipicos de resisténcia evidenciados mostra

a complexidade do agente envolvido na faringotonsilite recorrente e chama a

atencao para a selecéo e disseminacdo de cepas resistentes, principalmente pela
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diversidade bacteriana encontrada na regido das tonsilas favorecendo processos
de recombinag&o genética tanto intraespécie quanto interespécie.

Uma das grandes preocupacfes quando se analisa perfis de resisténcia
dos Staphylococcus aureus é a presenca de cepas multirresistentes aos
antimicrobianos comumente utilizados. A multirresisténcia € definida quando se
observa resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos (Magiorakos et al.
2012). O surgimento de cepas resistentes a varias classes de antimicrobianos,
principalmente no ambiente hospitalar, devido a exposicdo frequente a
antimicrobianos, limita cada vez mais as opc¢des de tratamento dos pacientes
(Chambers 2001). Nosso trabalho identificou oito (13,3%) isolados com perfil de
multirresisténcia (Tabela 5). Mesmo néo apresentando dados suficientes para
definir os isolados como sendo associados a comunidade ou ao ambiente
hospitalar, a multirresisténcia é evidenciada como uma caracteristica de isolados
provenientes de ambiente hospitalar (Ahmad et al. 2009; Baranovich et al. 2010;
Rodriguez-Noriega & Seas 2010), apesar de evidéncias de que cepas CA-MRSA
podem se disseminar no ambiente hospitalar e adquirir perfil de multirresisténcia
de cepas hospitalares (Huang et al. 2006).

Os pacientes envolvidos no estudo eram atendidos na ala ambulatorial e
principalmente pelo fato de serem criancas e adolescentes que estdo em
constante contato com outras criancas e seus familiares (Filizzola et al. 1998), a
disseminacdo de multirresisténcia pode ultrapassar barreiras hospitalares e se
tornar um desafio na forma de tratamento e no controle dessa disseminacao.
Nota-se, portanto, a ocorréncia de falhas nos tratamentos aos pacientes tendo em
vista a faringotonsilite de repeticdo e que 0 uso excessivo e, ou incorreto de
antimicrobianos provavelmente possibilitou essa multirresisténcia.

Cepas MRSA costumam ser mais resistentes aos antimicrobianos
comumente utilizados do que as cepas MSSA. Em geral, os MRSA sdo mais
resistentes aos antimicrobianos devido a presenca da regido cromossémica
SCCmec que favorece o processo de recombinacdo de genes de resisténcia e
possivelmente devido os MRSA serem comumente isolados de amostras oriundas
de pacientes internados que foram expostos a diferentes antimicrobianos ou que
adquiriram resisténcia das cepas hospitalares (Chambers 1997; Chambers 2001).
Em nosso estudo, no entanto, os MRSA nédo apresentaram perfil de resisténcia a
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mais antimicrobianos quando comparados aos isolados MSSA, pelo contrario,
todas as cepas com perfil de multirresisténcia foram MSSA, mostrando que a
disseminacdo de multirresisténcia ndo esteve associado a presenca do gene
mecA.

Em relacdo a leucocidina PVL, encontramos apenas uma cepa de S.
aureus suscetivel a meticilina apresentando o gene para a leucocidina (Figura 8).
Este gene esteve presente em uma das cepas multirresistentes. A leucocidina
PVL pode ser encontrada tanto em MSSA quanto em MRSA (Cunnington et al.
2009; Gasch et al. 2012; Shallcross et al. 2013). Baranovich et al (2010)
evidenciaram, uma alta (55%) prevaléncia de MSSA PVL-positivos em contraste
com MRSA PVL-positivos. Khosravi et al. (2012) n&o identificaram correlagao

entre a presenca de gene mecA e gene para PVL.

CONTROLE
POSITIVO

Figura 8: PCR evidenciando apenas uma cepa portando o gene que codifica a

leucocidina de Panton-Valentine.

Staphylococcus aureus produzindo a toxina PVL geralmente estdo mais
associados com criancas e adultos jovens do que as cepas PVL-negativas (Ebert
et al. 2009; Vandenesch et al. 2012; Zhao et al. 2012; Shallcross et al. 2013).
Regibes anatbmicas como a garganta, podem ser importantes sitios de infeccao
de S. aureus PVL-positivos (Shallcross et al. 2013).

A presenca da leucocidina Panton-Valentine gera preocupacdo quando

observamos que nossas amostras sdo de criancas e adolescentes atendidos na
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ala ambulatorial. Nessa faixa etaria h4 maior contato com outras pessoas tanto
familiares quanto em creches e escolas, o que as tornam, quando portadoras
assintométicas, fontes de disseminacao de bactérias na comunidade (Chambers
2001). Essa propagacao pode ocorrer devido ao fato de que diferentes S. aureus
PVL-positivos podem transportar diferentes fagos lisogénicos contendo genes
para PVL, e estes podem ser facilmente transmitidos horizontalmente e infectar
outras cepas de Staphylococcus aureus PVL-negativos. Cepas PVL-positivas
possuem grande atracdo pela membrana de cepas PVL-negativas (Narita et al.,
2001; Vandenesch et al. 2012).

A literatura relata que cepas que apresentam o0 gene que codifica a
leucocidina PVL, principalmente cepas MRSA, s&o mais frequentes em infec¢des
associadas a comunidade (Lowy 2003; Naimi et al. 2003; Vandenesch et al. 2003;
Huang et al. 2007; Makgotlho et al. 2009; Gowrishankar et al. 2013) apesar de
Rossney et al. (2007) terem encontrado que a maioria dos isolados CA-MRSA
(77.8%; 42/54) foram PVL-negativos. Em nosso trabalho n&o ha dados dos
pacientes suficientes para definir se nossas amostras referem-se a cepas de S.
aureus adquiridos na comunidade. A definicdo dessas cepas baseada apenas em
critérios clinico-epidemioldgicos e em analises microbiolégicas basicas néo
assegura que a aquisicdo da bactéria tenha sido na comunidade, pois alguns
pacientes podem ter antecedentes médicos incertos, apresentando caracteristicas
de infeccdo nosocomial. Além disso, em alguns casos, 0s pacientes podem
conviver com trabalhadores da area de saude, possuindo contato com ambiente
hospitalar de forma indireta, ou por convivio com familiares que adquiriram
alguma bactéria no ambiente hospitalar.

A partir do dendrograma gerado pela andlise de PFGE, foi possivel
identificar 10 clusters que agruparam 36 (60,0%) dos 60 isolados (Figura 9),
restando 24 perfis independentes. Os clusters (CL) 1, 2, 7, 9 e 10 agruparam dois
isolados, os CL5 e 6 agruparam trés isolados, o CL 8 agrupou quatro, o CL 3
agrupou seis e 0 CL 4 agrupou dez isolados. O agrupamento dos isolados em 10
clusters (>80% similaridade) nos mostra que nao foi detectado um clone
especifico associado a colonizacao das tonsilas.

O CL 4 apresentou dois perfis clonais, um deles agrupou dois isolados e o
outro quatro isolados além de quatro outras amostras com pulsotipos diferentes.
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Todos os isolados foram obtidos de pacientes diferentes e ndo apresentaram
resisténcia a mais de duas classes de antimicrobianos, inclusive o isolado 75.1
considerado MRSA (Figura 9).

Nove pacientes (17, 36, 85, 90, 111, 124, 129, 133, 134) apresentaram
mais de um isolado genotipicamente diferente na tonsila. Trés destes pacientes
(36; 129; 124) mostraram estar colonizados, simultaneamente, por uma cepa
multirresistente e uma cepa resistente apenas a penicilina. A presenca de
multiplas cepas em pacientes oferece a oportunidade de transferéncia de
informacBes genéticas entre eles (Rodriguez-Noriega & Seas 2010). Um paciente
(133) apresentou quatro isolados simultaneamente, sendo que dois deles apesar
de estarem agrupados no mesmo cluster, apresentaram pulsotipos diferentes. Isto
demonstra a dindmica de colonizacdo e possibilidade de alteracdo genética dos
isolados, falando a favor da persisténcia destes isolados na tonsila, favorecendo
alteracdes genotipicas ao longo do tempo.

O agrupamento no mesmo cluster de isolados obtidos de pacientes
diferentes sugere que estes podem ter uma origem comum e que estejam
associados a patogenia das faringotonsilites recorrentes. Investigacdes futuras
s80 necessarias para determinar as caracteristicas genéticas comuns destes
isolados que levam a disseminagcao em pacientes com mesmo perfil clinico.

As cepas com fendtipo MLSb induzivel ndo foram agrupadas em nenhum
clone especifico, porém dois isolados (124.2V e 129.1V) foram agrupados no
mesmo cluster (CL 3) e tiveram o mesmo fenoétipo de resisténcia. Também nao
identificamos um clone em relacdo aos dois isolados MRSA (75.1 nho CL 4 e o
90.2 com <80% de similaridade) (Figura 9). Essa diversidade de perfis genotipicos
também foi observada por Zautner et al. (2010), pois em 76 isolados de S. aureus
identificaram 24 tipos diferentes de perfis agrupados.

A diversidade genética observada enfatiza a importante discussdo a
respeito da preocupacdo com a recombinacdo genética e a disseminacao de
cepas resistentes. Padroes semelhantes de PFGE associados com fendtipos
diferentes podem mostrar mudancas adquiridas pelas cepas durante o tempo com
perda ou aquisicdo de resisténcia (Alekshun & Levy 2007). Clones podem evoluir
de MSSA a MRSA ou vice-versa através da aquisicdo e excisdo da regido
SCCmec, respectivamente (Donnio et al. 2005; Rodriguez-Noriega & Seas 2010).
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Figura 9: Dendrograma obtido da analise por PFGE de S. aureus isolados de
pacientes submetidos a tonsilectomia em hospital escola de Goiania, Goiés.
CL= Cluster; * MRSA.
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6 CONCLUSOES

O estudo permitiu constatar consideravel prevaléncia de S. aureus, em
comparacdo com o0 S. pyogenes, em tonsilas de pacientes submetidos a
tonsilectomia, sugerindo que esta bactéria pode desempenhar um papel
importante nas faringotonsilites como o principal agente causal ou em associagao
com o outros agentes etiol6gicos como Streptococcus sp.

A deteccdo de S. aureus com fendtipos de resisténcia antimicrobiana
diferentes, mostra a complexidade e a variabilidade dos isolados associados a
faringotonsilites recorrentes. Apesar destes ndo apresentarem alta frequéncia de
multidroga-resisténcia, a possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia
para bactérias sensiveis deve ser considerada.

N&o houve a deteccdo de um clone associado a colonizagéo das tonsilas
de pacientes submetidos a tonsilectomia, mas o agrupamento de isolados obtidos
de pacientes diferentes em clusters e clones evidencia a possibilidade de origem
comum dos isolados, falando a favor da persisténcia da bactéria nas tonsilas,
mesmo 0S pacientes nado apresentando infeccdo aparente, e possivel
disseminacao na comunidade.

O conhecimento dos clones circulantes dentro de uma regido torna-se
importante para avaliar as relagbes entre tipos clonais, caracteristicas
patogénicas, escolha de antibioticoretapia e possiveis formas de controle.

A evidéncia da prevaléncia de copatégenos na infeccdo tonsilar
recorrente possibilita a comunidade cientifica uma melhor compreensdo da
patogenia e da evolucdo desta infeccdo que acomete muitas criangas por todo o
mundo. Este trabalho identificou a complexidade no entendimento desta patologia
devido as alteracdes da microbiota, considerando a ocorréncia de alteracGes
irreversiveis na estrutura e equilibrio da microbiota das tonsilas, bloqueando o
efeito inibitério contra bactérias patogénicas e da sua natureza polimicrobiana.

Os resultados apontam para mudanca no paradigma de diagnostico e
tratamento de faringotonsilites recorrentes com vistas a viabilizar o uso correto de

antimicrobianos e diminuir a recorréncia que é a principal causa de tonsilectomia.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O
RESPONSAVEL LEGAL DE CRIANGA PORTADORA DE AMIDALITE
CRONICA

Sau filho (a; =sta sendo convidado (2} para participar, como voluntario,
eni uma pesguisa Meu nome e Drf Carla Afonso da Silva Bitencourt Braga
sou © pesauisador responsavel @ minha area de atuagao e Microbiclagia. Apcs
ler con atencio oste documento ser esclarecide {aj sobre as informagdes a
sequir ho caso de aceitar awlonizar sew filho (a) a participar do estudo. assine
em iodas s felhies @ ao final dests deocumento, que esta em duas vias @
tambérn sera assmado por anm pesquisador. em todas as folhas Uma delas é

vel Em caso de duvida sobre a

[

sua & a gutra & do pasquisador respons
pesquisa. voos poders entrar em contato com os pesquisadores responsavels
Dr Leandra Azevedn de Camargo (CRMIGO 8826) e Dra Carla Afonso da Silva
Bitancour! Braga (UFG/IPTEP) Telefonas de contato. 3216-0000. 3209-6361

Em caso de dovidas sobre 0s seus direitos como participants nesta pesquisa

voce podsrd entral em conlate com o Comité de Eiica em Pasguisa do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Goias. nos tetefones. 32 69 83 38 -
32 69 84 26 ou no endereco 1% Avenida SIN® Salor Leste Universitario,

Unidade de Pescuisa Clinica, 2° andar

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE A
PESQUISA:

. Titulo: Caracterizagdo fenotipica e genotipica de microrganismos
isclados de tonsilag de pacientes com faringite/tonsilite crénica
. Pesquisador Responsavel Dr Leandro Azevedo de Camargo (CRMIGO
6836) e Dra. Carla Afonso da Silva Bitencourt Braga (UFGAPTSP). Telefones
de contato: 3216-0000; 3209-6361.
o Infarmagdes sabre guem esta aplicando o termo de consentimento: O
termo de consentimento sera aplicado pelo meédico do Hospilal das Clinicas Dr.
Leandro Azevedo de Camargo.
. Objetivos da pesquisa: A pesquisa tem o objetive de estudar as
bacténas presentes nas amigdalas de pacientes com infaecczo repetida de

aua)
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responsavel serd notificado, bem como o paciente. e entdo o medico tomara as

devidas providéncias.

dera ocorrer: febre e

® Desconforto e risco esperados: Apos a cirurgla po

dor - passam em 3 a 10 dias: mau-halito - & comum ocorrer e desaparece em 7

da cirurgia, com

ima. Se necessario
sangus. A morte por hemorra

cirwrgia, mas & rara

|

nenhuma indenizacdo, pois a tonsila retirada no ato cirdrgico independe de sua
Y b %

participacdo no estudo, visto ser uma indicacéo medica.

s Beneficios que poderdo ser obtidos: Vocé ndo terd nenhum beneficio
direto, porém esta pesquisa vai ajudar a conhecer melhor as bactérias das
amigdalas para orientar malhor o tratamento de outros pacientes. A pesquisa
vai durar de agosto de 2011 a dezembro de 2013, o seu nome néo serg

divulgado em momenic nenhum. Vocé podera retirar-se da pesquisa em

[SE=08) >

qualquer momento sem nenhum prejuizo.

. Nao havera quaiguer despesa para o paciente devido a participacéo
nesta pesquisa, nem havera nenhum tipe de pagamentc ou gratificacde
financeira pela sua participacéo na pesquisa.

o A sua participacdo é de fundamental importéncia para a pesquisa. visto
que o conhecimento sobre o©s microrganismos causadores de amigdalite

repetida em nossa regido dara apdio aos medicos para direcionar um melhor
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tratamento desta doenca. possibilitando assim. futuramente. maior controle

desta enfermidade.

s Todos os dados colhidos a respeito do paciente serfo mantidos em .

sigilo absoluto sob a responsabiiidade dos coordenadores do projeto. Dr.

Leandro Azevedo de Camargo e Prof® Carla Afonso da Silva Bitencourt Braga

® O paciente tem a inteira liberdade de ndo aceitar participar do projeto.

bem como de retirar o consentimentc. sem qualquer prejuizo da continuidade

do companhamentoftratamento usual

w0

s coordenadores do projeto Dr zevedo de Camargo

@
da Silva Bite aue 0s dados

SErao

rr)

serdo  uilllizados  apenas pesqul

armazenados para estudos futuros.

do projeto. todos os participantes seréo informados dos

%hzwﬂz@ﬂ

Dr i e%rdro A;:m 3cio de Camargo

Cardlow OV W0 o gxm L%pm \LQWL b vige~

Profe Carla Afonso da Siiva Bitencourt Braga
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DO (A) FILHO (A) COMO SUJEITO

DA PESQUISA
E#l,
. RG CPF n°® de prontuario
n°® de matricula . abaixo assinado, concordo em
permitir a participacao do (a) meu (minha) fitho {(a)

no estudo Caracterizagdo fenotipica e genctipica de microrganismos
isclados de tonsilas de pacientes com faringite/tonsilite cronica, sob a

responsabilidade do Dr. Leandro Azevedo de Camargo e da Prof® Carla Afonso

da Silva Bitencourt Braga. como sujeito voluntario. Ful devidamente informado
(a) e esclarecido (a) pelo Dr. Leandro Azevedo de Camargo sobre a pesquisa,
0s procedimentos nela envolvidos, assim como os possivelis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdc Foi me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento., sem que isto leve a guaiquer penalidade

ou interrupgdo de meu acompanhamenta/ assistencia/ tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do responsavel:

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e assinatura do Pesquisador Respensavel
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ANEXO 2

k

& s
*‘, - .
MINISTERIO DA EDUCACAO U G ¢ ot

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS UVERS DA% 0630 NS
HOSPITAL DAS CLINICAS
Comité de Etica em Pesquisa

PROTOCOLO CEP/HC/UFG N° 071/2011 Goiania, 11/07/2011

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof® Carla Afonso da Silva Bitencourt Braga
PESQUISADORES PARTICIPANTES: Prof® Maria Cléudia Dantas Porfirio Borges
André, Prof. André Kipnis, Porf. Geraldo Sodoyama Leal, Msc. Leandro Azevedo de
Camargo, Dr. Edson Junior de Melo Fernandes, Ac. Danielle Isadora Blumenschein, Ac.
Débora Fontoura Rodrigues, Ac. Kesia Cristina de Oliveira Batista.

TiTULO- “Caracterizacdo fenotipica_e_genotipica de micro-organismos isolados de
tonsilas de pacientes com faringite/ tonsilite créonica’.

Area Temitica: Grupo 111
Institui¢io Proponente: /PTSP/UFG
Local de realizac¢do: Centro Cirtirgico/ SAMIS - HC/UFG

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa analisou e aprovou o projeto de pesquisa
acima referido, juntamente com os documentos apresentados € o mesmo foi considerado
em acordo com os principios éticos vigentes.

Informamos que ndio hd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O pesquisador responsivel devers encaminhar ao CEP/HC/UFG, relatérios
semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusio (6es) e publicagdo
(des).

O CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria de estudo em
desenvolvimento para avaliagdo e verificagdo do cumprimento das normas da Resolugdo
196/96 (Manual Operacional Para Comités de Etica em Pesquisa — Item 13).

.
Farm. J6sé Mm Moraes

Coordenador do CEP/HC/UFG
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