Universidade Federal do Rio de Janeiro

Staphylococcus aureus RESISTENTES A OXACILINA ISOLADOS DE
HOSPITAIS DO RIO DE JANEIRO: ASPECTOS FENOTIPICOS E
MOLECULARES DA RESISTENCIA E CORRELACAO COM

VIRULENCIA E GENOTIPOS

Roberta Mello Ferreira Caboclo

2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Staphylococcus aureus RESISTENTES A OXACILINA ISOLADOS DE HOSPITAIS DO
RIO DE JANEIRO: ASPECTOS FENOTIPICOS E MOLECULARES DA

RESISTENCIA E CORRELACAO COM VIRULENCIA E GENOTIPOS

Roberta Mello Ferreira Caboclo

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pds-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Microbiologia), Instituto de  Microbiologia
Professor Paulo de Goes, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas (Microbiologia).

Orientadora: Katia Regina Netto dos Santos

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2008



Staphylococcus aureus RESISTENTES A OXACILINA ISOLADOS DE HOSPITAIS
DO RIO DE JANEIRO: ASPECTOS FENOTIPICOS E MOLECULARES DA

RESISTENCIA E CORRELACAO COM VIRULENCIA E GENOTIPOS

Roberta Mello Ferreira Caboclo

Orientadora: Katia Regina Netto dos Santos

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

Aprovada por:

Presidente, Prof. Sérgio Eduardo Longo Fracalanzza

Prof. Simone Aranha Nouér

Profa. Marinella Silva Laport

Profa. Bernadete Teixeira Ferreira Carvalho

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2008



A minha mae, grande exemplo da minha vida. Obrigada por ter
feito o possivel e muitas vezes o impossivel para que eu pudesse

realizar os meus sonhos. Te amo!



AGRADECIMENTOS

“Cada um gue passa em nossa vida,

passa sozinho, pois cada pessoa é Unica

e nenhuma substitui outra.

Cada um que passa em nossa vida,

passa sozinho, mas nao vai so

nem nos deixa sos.

Leva um pouco de n6s mesmos,

deixa um pouco de si mesmo.

Ha os que levam muito,

mas ha os que ndo levam nada.

Essa é a maior responsabilidade de nossa vida,
e a prova de que duas almas

n&o se encontram ao acaso.” (Antoine de Saint-Exupery)

A Dra. Katia, pela grande oportunidade, ensinamentos, paciéncia e, sobretudo, pela
confianca depositada. Obrigada por ter sido ndo s6 orientadora, mas também uma grande
amiga e incentivadora.

Aos grandes amigos do Laboratério de Infeccdo Hospitalar, Andréa, Ariane, André,
Cristiane, Carolzitcha, Eliezer, Fernanda, Fred, Gustavo, Ingrid, Ivana, Milena, Natalia,
Priscila, Ricardo e “Dra.” Viviane, pelo convivio, amizade e imensa ajuda.

Ao Laboratério de Micobactérias, pelo espaco cedido durante as obras do nosso
laboratdrio, em especial aos amigos que fiz nesses trés meses de convivio, Ana, Marcus e
Marlei.

A Equipe do Laboratério de Mirobiologia Molecular, pela ajuda e momentos de
descontracao.

Aos amigos que fiz ao longo desses dois anos no Instituto de Microbiologia, em especial
ao Marcos Dornellas, Karla, Felipe, Orlando e Ivi.

A grande amiga Ivana, por ter me apresentado ao Laboratorio de Infecgdo Hospitalar.

A Equipe do Hospital Naval Marcilio Dias, André, Maria, Beth, Carla e Sargento Queiroz,
pelas amostras cedidas e por toda a ajuda.

A Equipe do Hospital Copa D’or, Maria José Felix, Vanessa, Bruna e Danielle Borgui,
pelas amostras e informacges cedidas.

Aos companheiros de sextas-feiras no bloco A, Ana Paula, Felipe, Karla e Natalia,
obrigada por todos 0s bons momentos que passamos juntos.



Vi

Ao Eduardo, namorado, amigo e grande companheiro. Obrigada por compartilhar tantas
coisas, pelos momentos de alegria, pela paciéncia nos meus muitos momentos de estresse,
por passar madrugadas em claro comigo formatando gréficos, tabelas e slides e por
compreender minha auséncia principalmente nesses Gltimos meses.

A minha pequena “grande” familia, mée, irmdo e Cecilia, simplesmente por existirem. Gil,
vocé também faz parte deste grupo, obrigada por todo o incentivo e ajuda.

A minha segunda familia, minhas grandes amigas trouxas, que me acompanham desde a
infancia, por todos os momentos de descontracdo, chopes no Pontinho e por estarem
presentes em todos 0s momentos em que precisei. Amo todas vocés.

Aos meus “irmdos” Cecilia, Guigo, Meme e Viviane. N&o h4 distancia no mundo capaz de
apagar a ligacao que temos.

Aos meus “filhos” (ou seriam irmdos?) Arthur, Anita e Alice, por me fazerem entender que
a felicidade pode estar presente nas coisas simples da vida.

A todos 0s meus amigos do HGB, por tudo.

Ao Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Gdes, nas pessoas da Diretora Profa.
Agnes Sa Figureiredo, e da Coordenadora de P6s-Graduacgdo Profa. Thais Souto-Padron.

A FAPERJ, CNPq, CAPES, PRONEX e FUJB, pelo suporte financeiro.

AGRADECIMENTO ESPECIAL:

Algumas pessoas aparecem em nossas vidas por acaso e sdo capazes de alterar
completamente o0 rumo de todas as coisas. Quatro pessoas foram essenciais nessa minha
jornada, principalmente nos Ultimos meses, em que precisei tanto de ajuda. No meio de
toda a angustia, estresses e lagrimas da reta final descobri em vocés quatro amigos, mas
acima de tudo, descobri que ainda podemos encontrar pessoas transparentes, boas e de
enorme coragao.

Felipe, Karla, Natalia e Marlei, obrigada por tudo, pela companhia nas noites no
laboratédrio, pela ajuda em absolutamente tudo o que precisei, pelos momentos de alegria e
acima de tudo, pela amizade. Jamais vou esquecer o que vocés fizeram por mim.



vii

“Nao fiz o0 melhor, mas fiz tudo para que o melhor fosse feito.
N&o sou 0 que deveria ser, mas ndo sou 0 que era antes”.

(Martin Luther King)



viii
RESUMO

Staphylococcus aureus RESISTENTES A OXACILINA ISOLADOS DE HOSPITAIS
DO RIO DE JANEIRO: ASPECTOS FENOTiPICO§ E MOLECULARES DA
RESISTENCIA E CORRELACAO COM VIRULENCIA E GENOTIPOS

Roberta Mello Ferreira Caboclo
Orientadora: Katia Regina Netto dos Santos

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

A epidemiologia das infeccBes hospitalares por S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA)
tem se alterado devido aos recentes relatos de amostras ndo multirresistentes, SCCmec 1V,
associadas a presenca de fatores de viruléncia, como a leucocidina de Panton Valentine
(PVL). O objetivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia dos tipos de SCCmec em amostras
ORSA isoladas de dois hospitais do Rio de Janeiro e correlacionar com a resisténcia aos
antimicrobianos, viruléncia e gendtipos. Foram analisadas 100 amostras ORSA isoladas de 98
pacientes, 77 isoladas no Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) e 23 no Hospital Copa’Dor
(HCD). Entre elas, 61% apresentaram o SCCmec |1, 24% SCCmec IV e 15% SCCmec Il. As
amostras tipo 111 foram resistentes a pelo menos seis classes de antimicrobianos e 93,5% delas
apresentaram Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) para oxacilina maior ou igual a 256
pg/mL. As amostras tipo 1V foram, em geral, resistentes a no méximo quatro classes e 91,7%
delas apresentou CMI para oxacilina entre 8 e 32 pug/mL. As amostras tipo Il apresentaram
resisténcia intermediaria aos dois tipos anteriores e CMI para oxacilina de 128ug/mL para
73,3 % das amostras. A CMI para vancomicina foi de 1 pg/mL para 87% das amostras. Apos
analise por PFGE, 88,9% das 27 amostras tipo Ill analisadas, foram do genétipo A,
relacionado ao clone hospitalar prevalente no Brasil. Das 15 amostras tipo Il, nove
apresentaram similaridade ao clone USA800 (pediatrico) e trés ao clone USA100 (Nova
York/Japdo). As amostras tipo IV apresentaram grande diversidade gendmica. Entre as 18
amostras do HNMD, 66,7% pertenciam ao genétipo F, similar ao clone USA400, relacionado
a infeccBes comunitarias nos EUA. No HCD as seis amostras tipo IV apresentaram seis perfis
diferentes. Seis amostras, todas tipo IV, positivas para os genes da PVL, quatro do mesmo
paciente no HCD, e as outras duas de pacientes do HNMD, sendo uma considerada de origem
hospitalar, foram detectadas. Cinco delas foram similares a um dos clones da Oceania,
enguanto a outra foi relacionada ao USA800. Nossos resultados mostram que clones descritos
em outros paises estdo disseminados e causando infec¢des tanto de origem comunitaria quanto
hospitalar no Brasil. A diferenca observada entre os hospitais em relacdo a diversidade
genbmica das amostras ORSA tipo IV pode ser em parte decorrente do perfil e nimero de
pacientes atendidos e/ou do tipo de atendimento médico dispensado.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina; aspectos fenotipicos e
moleculares da resisténcia; viruléncia; diversidade clonal.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2008



ABSTRACT

OXACILLIN-RESISTANT Staphylococcus aureus ISOLATED FROM RIO DE JANEIRO
HOSPITALS: PHENOTYPIC AND MOLECULAR PROFILES OF RESISTANCE
ASSOCIATED WITH GENOTYPING AND VIRULENCE PATTERNS

Roberta Mello Ferreira Caboclo
Orientadora: Katia Regina Netto dos Santos

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

Epidemiology of oxacillin-resistant Staphylococcus aureus (ORSA) hospital infections
has been changing since nonmultiresistant isolates, carrying SCCmec IV and virulence genes,
like Panton Valentine leukocidin (PVL) has emerged as a nosocomial pathogen. The aims of
the present study was to detect SCCmec types among ORSA isolated from two Rio de Janeiro
hospitals and establish a relationship between the resistance, virulence and genotypic patterns.
One hundred isolates, obtained from 98 patients were analyzed, 77 from Hospital Naval
Marcilio Dias (HNMD) and 23 from Hospital Copa D’or (HCD). The SCCmec typing showed
that 61% were SCCmec 111, 24% SCCmec IV and 15% SCCmec Il. Resistance to at least six
antimicrobials was seen among all the SCCmec Il isolates and 93,5% of them showed
oxacillin Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 256 pug/mL. SCCmec IV isolates were
resistant, in general, to up five antimicrobials and 91,7% presented oxacillin MIC between 8
and 32 pg/mL. SCCmec Il isolates showed intermediate profiles of resistance and oxacillin
MIC of 128 pg/mL for 73,3% of them. Vancomycin MIC was 1 pg/mL for 87% of the
isolates. PFGE analyses showed that 88,9% of SCCmec Ill isolates presented the genotype A,
related to the Brazilian clone. Among the 15 SCCmec Il isolates, nine were related to the
USAB800 clone (Pediatric) and three were related to the USA 100 clone (NY/Japan). The type
IV isolates showed high genomicc diversity. Among the 18 isolates collected from HNMD,
66,7% presented the genotype F, related to the USA400 clone, associated with community
acquired infections in the USA. The ORSA isolates (six strains) from HCD presented six
distinct genotypes. The PVL genes were detected in six type IV isolates, four of them
collected from the same patient at the HCD and the others from HNMD pacients. One isolated
collected from HNMD had a nosocomial origin. The PFGE showed that five of these isolates
were related to one of the Oceania clones, while the another isolate was like the USA800. Our
results reveal that prevalent clones in other countries are emerging in Brazil, being
responsible for both community and nosocomial acquired infections. The difference observed
between the hospitals in relation to the genomic diversity of type IV ORSA isolates could be
associated with the patients profile and number as well as the medical health care.

Key words: Oxacillin-resistant Staphylococcus aureus; phenotypic and molecular resistance

profiles; virulence; genetic diversity

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2008
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1 INTRODUCAO

1. Infeccdes Hospitalares

As infecgdes hospitalares bacterianas constituem uma importante causa de morbidade
e mortalidade em instituigdes de saude de todo o mundo, constituindo um grave problema
de saude publica tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento.
Milhares de pacientes sdo acometidos anualmente, resultando em tempo de hospitalizagao
prolongado e altos custos para estas institui¢des (EL FAR, MARINO & MEDEIROS, 2001;
WHO, 2002). Esse tipo de infec¢do apresenta um impacto significativo nas taxas de
mortalidade (GARCIA-MARTIN et al., 2001; FABBRO-PERAY et al., 2007), além de
aumentar o tempo de internagdo e poder dobrar os gastos por paciente (CHEN, CHOU &
CHOU, 2005).

A incidéncia de infecgdes hospitalares varia bastante com o tamanho dos hospitais, a
especialidade de cada enfermaria, além de outros fatores como tempo de permanéncia dos
pacientes, tendéncias locais no uso de antimicrobianos e condi¢des de higiene
(BERGOGNE-BEREZIN, 1999). Estima-se que 5 a 10% dos pacientes internados adquiram
infecgdes hospitalares, podendo alcancar indices até trés vezes maiores nas unidades de
terapia intensiva. Unidades de tratamento para grandes queimados e enfermarias de clinica
cirirgica encontram-se em segundo e terceiro lugares, respectivamente (FERNANDES et
al., 2000).

Fatores de risco para aquisi¢ao de infec¢des hospitalares incluem idade avancada,
presenga de comorbidades, antibioticoterapia prévia, intervengdes cirurgicas ¢ uso de
procedimentos médicos invasivos (PITTET, 1999). Um estudo conduzido em unidades de

terapia intensiva, nos Estados Unidos, demonstrou que 87% das bacteriemias, 86% das



pneumonias ¢ 95% das infec¢des urinarias estavam associadas a presenga de dispositivos
médicos invasivos (RICHARDS et al., 1999).

Segundo dados do sistema NNIS (“National Nosocomial Infections Surveillance”),
coletados no periodo de 1990 a 1996, em hospitais dos Estados Unidos, as infecgdes de
origem hospitalares mais freqiientes sdo as urindrias, seguidas de infec¢des de sitio
cirtirgico, bacteriemias e pneumonias (NNIS, 1996).

A cada ano, aproximadamente, dois milhdes de pacientes adquirem infecgdes
hospitalares nos Estados Unidos, dos quais aproximadamente 90.000 (4,5%) morrem
devido a infec¢do (CDC, 2001). Nas ultimas décadas, esse quadro tem se agravado devido
as infec¢des causadas por bactérias multirresistentes, resultando em tempo de
hospitalizagdo ainda maior e maiores taxas de mortalidade, quando comparado a infeccgoes
causadas por amostras sensiveis da mesma espécie (MUTO et al., 2003). Mais de 70% das
bactérias agentes de infecgdes hospitalares sdo resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos comumente utilizados no tratamento de infecgdes causadas pelo patdégeno
(CDC, 2001). Além disso, os constantes avancos da medicina, tornando cronicas muitas
patologias que outrora foram responsaveis por altas taxas de mortalidade e o aumento na
expectativa de vida da populagdo sdo diretamente responsaveis pelo aumento progressivo
nas taxas de infec¢des hospitalares (WHO, 2002).

Dados do sistema NNIS, publicados em 2004, demonstram que as taxas de resisténcia
em bactérias causadoras de infecgdes hospitalares t€ém aumentado para a maioria das
espécies, entre elas Enterococcus resistentes a vancomicina, Staphylococcus resistentes a
oxacilina e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos e quinolonas, quando
comparados aos dados de 1998-2002. O uso de antimicrobianos esta fortemente associado a

emergeéncia desses patdgenos multirresistentes no ambiente hospitalar (KOLLEF, 2000).



Embora muitos dados sejam divulgados em paises desenvolvidos, ha poucos dados de
infecgOes hospitalares e de seu impacto em paises em desenvolvimento. Recentemente, foi
desenvolvido um estudo de vigilancia, baseado num Consoércio Internacional de Controle de
Infeccdo Hospitalar (INICC, “International Nosocomial Infection Control Consortium”),
utilizando dados de 2002 a 2005, coletados em unidades de terapia intensiva de oito paises
em desenvolvimento, entre eles o Brasil (ROSENTHAL et al., 2006). Os resultados
demonstraram que, embora a freqiiéncia de utilizacdo de dispositivos médicos seja
semelhante a encontrada em hospitais norte-americanos, a incidéncia de infeccdes
relacionadas a estes dispositivos foi cerca de quatro vezes maior nos paises da América
Latina. Além disso, infecgdes causadas por microorganismos multirresistentes, entre eles S.
aureus resistentes a oxacilina, apresentam prevaléncia maior (84%) quando comparada a

prevaléncia descrita no sistema NNIS, em 2004 (48%).

1.2 O género Staphylococcus

Membros do género Staphylococcus sido descritos como cocos Gram-positivos, com 0,5
a 1,5 um de didmetro e genoma com baixo contetdo C + G (BANNERMAN, 2003).
Apresentam-se sozinhos, aos pares, em pequenas cadeias de trés a quatro células e em cachos.
As espécies do género sdo resistentes a bacitracina, imoveis, ndo formadoras de esporos,
tolerantes a altas concentragdes de NaCl, geralmente anaerdbias facultativas e catalase
positivas, exceto para S. aureus subespécie anaerobius e S. saccharolyticus (BANNERMAN,
2003; PEACOCK, 2005). O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae,
sendo composto por 41 espécies e 24 subespécies (EUZEBY, 2008) amplamente distribuidas
na natureza e constituindo um dos principais grupos de bactérias que colonizam pele e

mucosas de mamiferos (JARLOV, 1999; PEACOCK, 2005).



Os Staphylococcus constituem a principal causas de infec¢des bacterianas no ambiente
hospitalar, mas também estdo entre as principais causas de infecgdes comunitarias
(WILKINSON, 1997). As espécies de Staphylococcus estdao distribuidas em dois grandes
grupos: Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) e coagulase-positivos. Esta divisdo ¢
fundamentada na produ¢do de uma enzima extracelular denominada coagulase, capaz de
converter o fibrinogénio sangiliineo em fibrina, conferindo a bactéria a capacidade de coagular
o plasma humano (ARCHER, 2000). Entre os coagulase-positivos, Staphylococcus aureus ¢ o
principal representante, ndo s6 por sua prevaléncia em infec¢des, como também por sua
viruléncia (ARCHER, 1998). Esta espécie difere, consideravelmente, de outras espécies de
Staphylococcus por produzir uma variedade de toxinas extracelulares e outras proteinas,
enquanto os SCN produzem poucos ou nenhum desses fatores (PROJAN & NOVICK, 1997).

Os SCN, que incluem a maioria das espécies do género Staphylococcus, foram durante
muito tempo reconhecidos como patogenos oportunistas (HUEBNER & GOLDMANN,
1999). No entanto, a capacidade dos SCN em causar infec¢des tornou-se evidente nas Gltimas
décadas, a partir da crescente utilizagdo de recursos modernos e invasivos de diagndstico e
terapéutica, como cateteres, marcapasssos ¢ proteses articulares, e devido ao crescente
aumento no numero de pacientes imunocomprometidos (CASEY, LAMBERT & ELLIOT,

2007).

1.2.1 Staphylococcus aureus

Stahylococcus aureus é a espécie mais estudada do género. A grande variedade de
infecgdes que esse microorganismo pode causar ¢ devido a presenca de inlmeros mecanismos
de viruléncia (ARCHER, 1998). Essa espécie esta associada, desde 1880, com infec¢des
graves, tendo atingido até 82% de taxa de mortalidade por bacteriemia na era pré-antibidtica

(SMITH & JARVIS, 1999; SALYERS & WHITT, 2003). Ainda hoje, esta relacionado a altas



taxas de morbidade e mortalidade, devido nao s6 a grande variedade de toxinas produzidas
como também pela rapidez com que pode desenvolver resisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos (CASEY, LAMBERT & ELLIOT, 2007).

O ser humano ¢é considerado o reservatorio natural de S. aureus, e as narinas anteriores
constituem o principal nicho deste microorganismo, sendo aproximadamente 20% dos
individuos carreadores persistentes ¢ 60% carreadores intermitentes (KLUYTMANS, VAN
BELKUM & VERBRUGH, 1997; LOWY, 1998). Essa espécie ¢ freqlientemente transmitida
por contato pessoal, sendo o reservatério um individuo com uma ferida aberta ou um
carreador assintomatico (MARANAN et al., 1997). Em geral, a infec¢do ocorre quando ha
uma quebra na barreira cutaneo-mucosa, com o subseqiiente acesso desse patégeno aos
tecidos adjacentes e/ou a corrente sanguinea. A consideravel persisténcia em superficies
inanimadas favorece a contaminagdo cruzada e a disseminagdo do S. aureus (LIVERMORE,
2000).

S. aureus pode causar desde infec¢des cutineas superficiais, como impetigo, celulite e
abcessos, até infecgdes graves decorrentes da invasdo direta dos tecidos por amostras
presentes na pele ou mucosas, como bacteriemia, endocardite, pneumonia ¢ meningite
(SMITH & JARVIS, 1999). Além disso, essa espécie estd relacionada com patologias
associadas a producdo de exotoxinas com a¢do de superantigenos, tais como intoxicagdes
alimentares e sindromes da pele escaldada e do choque toxico (BOHACH et al., 1990).

Dados do programa SENTRY de vigilancia da resisténcia antimicrobiana, apontam S.
aureus como o agente etiologico mais freqiiente em infecgdes da corrente sanguinea, pele e
tecidos moles, além de ser causa freqiiente de infecgdes do trato respiratério inferior, sendo
grande parte dessas infecgdes causadas por amostras resistentes a oxacilina (STREIT et al.,
2004). Contudo, as taxas de resisténcia a esse farmaco tém aumentado consideravelmente nos

ultimos anos, tornando a vancomicina uma das Unicas alternativas para o tratamento dessas



infeccdes, um antimicrobiano que pode apresentar toxicidade elevada e biodistribuicao

tecidual variada (RYBAK, 2006).

1.2.1.1 Fatores de Viruléncia

S. aureus produz uma variedade de fatores de viruléncia extracelulares e outras
proteinas, que contribuem para sua habilidade de colonizar e invadir tecidos e causar doengas
(DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000).

A doenga causada por S. aureus ¢ multifatorial, geralmente resultado da producdo
simultanea de varios fatores de viruléncia (BHAKDI & TRANUM-JENSEN, 1991). Inimeros
genes de viruléncia foram identificados em S. aureus, conferindo a esta espécie a capacidade
de causar grande diversidade de patologias, no entanto, quais desses genes sdo necessarios em
cada uma delas permanece desconhecido. Portanto, ¢ dificil definir o papel exato de um fator
de viruléncia especifico no desenvolvimento e evolugdo clinica da doenga causada por esse
microorganismo (FENG et al., 2007).

Durante o processo de colonizac¢do por S. aureus, normalmente, um conjunto de adesinas
de superficie estd envolvido. Essas adesinas, conhecidas como MSCRAMMS (“microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules™) sdo capazes de se ligar aos
componentes da matriz extracelular do hospedeiro. Além disso, praticamente todas as
amostras produzem enzimas como proteases, nuclease, hialuronidase, lipase e colagenase. A
funcdo principal dessas enzimas esta associada a invasdo do patégeno, mas também auxiliam
na obten¢do de nutrientes através da transformacdo de substancias do tecido hospedeiro
(DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000).

A parede celular do S. aureus ¢ composta de acido teicoico e peptideoglicana, na qual
esta inserida a proteina A, especifica da espécie, presente em mais de 95% das amostras.

Devido a sua reatividade com a porcao da fragdo cristalizada (Fc) das imunoglobulinas, essa



proteina agrega estas moléculas, além de fixar complemento, processos que implicam na
patogenia das infecgdes pelo patégeno (JOHN & BARG, 1996). Segundo alguns autores, mais
de 90% das amostras de S. aureus também produzem uma capsula polissacaridica em sua
superficie, que atua como fator antifagocitario (JOHN & BARG, 1996; LEE & LEE, 2000).

S. aureus apresentam ainda uma eficaz e complexa estratégia de patogenicidade que
resulta na secrecdo de varias exoproteinas que afetam diretamente o metabolismo de células
eucarioticas (MENESTRINA, SERRA & PREVOST, 2001). As principais toxinas incluem
quatro hemolisinas (a, B, 0 € y), além de exoproteinas adicionais que incluem a toxina da
sindrome do choque toxico (TSST-1), enterotoxinas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH,
SEI, SEJ, SEM, SEN, SEO), toxinas esfoliativas (ETA ¢ ETB) e leucocidinas (DINGES,
ORWIN & SCHLIEVERT, 2000). A principal fun¢ao dessas exotoxinas adicionais pode ser a
inibi¢do das células do sistema imune. Além disso, a TSST-1 e a maioria das enterotoxinas
sdo também superantigenos, com capacidade de ativar linfécitos T, independente da
especificidade dessas células, desencadeando uma série de respostas inflamatdrias, como
choque, febre e hipotensdo, decorrentes da liberagdo de citocinas pelas células do sistema
imune (BOHACH et al., 1990; DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000; LOIR, BARON &
GAUTIER, 2003; FOSTER, 2005).

Grande parte dos genes que codificam estas toxinas, incluindo as enterotoxinas, esta
situada em ilhas de patogenicidade, passiveis de serem transferidas entre amostras. Outros
mecanismos bem estudados de transferéncia génica de fatores de viruléncia incluem
recombinagdes e transferéncia por bacteriéfagos. A possibilidade de transferéncia destes genes
pode acarretar rapidas alteragdes na viruléncia e habilidade em causar doencas de diferentes

amostras (HOLDEN et al., 2004; FENG et al., 2007).



1.2.1.1.1 Leucocidina de Panton Valentine

A leucocidina de Panton Valentine (PVL) foi primeiramente descrita em 1932, por
Panton e Valentine (PANTON & VALENTINE, 1932). Essa toxina, codificada pelos genes
lukS-PV e lukF-PV, consiste em duas proteinas secretadas separadamente, conhecidas como
componentes S e F, que atuam sinergicamente para lisar células polimorfonucleares,
mondcitos e macrofagos (PREVOST et al., 1995b). Os genes que a codificam encontram-se
inseridos em bacteriofagos que possuem a capacidade de integrar-se no cromossomo de S.
aureus (KANEKO & KAMIO, 2004).

A leucocidina de Panton Valentine foi reconhecida recentemente como um fator de
viruléncia importante nas infecgdes por amostras de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA,
“oxacillin resistant Staphylococcus aureus”) de origem comunitaria (LINA et al., 1999;
VANDENESCH et al., 2003; WANNET et al., 2005). Amostras ORSA produtoras de PVL
estdo fortemente associadas com infecgdes cutdneas e pneumonias necrosantes (GILLET et
al., 2002; YAMASAKI et al.,, 2005). Apesar disso, Said-Salim e colaboradores (2005)
avaliando amostras PVL positivas e negativas quanto a capacidade de lisar células
polimorfonucleares, in Vvitro, ao contrario do que se esperava, encontraram resultados
semelhantes para ambas. Outro estudo, conduzido por Voyich e colaboradores (2006),
utilizando modelos animais de sepse e abscessos, confirmou os resultados anteriores ao
demonstrar que amostras PVL positivas e negativas apresentavam a mesma viruléncia.

Prévost e colaboradores (1995a) encontraram menos de 5% de amostras de S. aureus
PVL positivas em um hospital geral. Em outro estudo, a prevaléncia foi de apenas 0,9% dos
genes lukS-PV e lukF-PV em S. aureus isolados de bacteriemias (VON EIFF et al., 2004).
Contudo, em infecgdes por ORSA de origem comunitaria, essa prevaléncia pode ser de até
100% (DUFOUR et al., 2002; VANDENESCH et al., 2003). Lina e colaboradores (1999)

verificaram que 93% das amostras isoladas de infecgdes cutidneas primarias eram positivas



para os genes lUkS-PV e IukF-PV, enquanto em abscessos e celulites, os percentuais eram de
50% e 55%, respectivamente. Além disso, os autores verificaram que em pneumonias
adquiridas na comunidade, 85% das amostras de S. aureus eram positivas para os genes da
PVL.

Apesar da prevaléncia de amostras PVL positivas ser consideravelmente maior em
infecgdes relacionadas a comunidade, um estudo realizado com 97 amostras ORSA isoladas
entre 1979 e 1985 em hospitais japoneses encontrou 45,3% de amostras positivas para os
genes lUkS-PV e lukF-PV, supondo-se que essas amostras possam ser descendentes de
amostras OSSA PVL positivas, o que € em parte confirmado pela observagdo de que 38% de
amostras OSSA isoladas na década de 60 no mesmo pais continham os genes da PVL (MA et
al., 2006).

Embora o verdadeiro papel da PVL em infec¢des ainda ndo esteja bem estabelecido,
diversos trabalhos tém sido conduzidos de forma a se obter tratamentos mais eficazes nas
infeccdes por amostras produtoras de PVL. Alguns antimicrobianos, como clindamicina e
linezolida, ja demonstraram a capacidade de inibir a liberacdo dessa toxina por células

bacterianas quando utilizados em concentragdes subinibitorias (DUMITRESCU et al., 2007).

1.2.1.1.2 Alfa—Hemolisina

A alfa-hemolisina, também chamada de alfa-toxina, é a mais bem estudada das
citotoxinas de S. aureus. O gene que a codifica, hla, esta presente em até 95% das amostras de
S. aureus (BHAKDI & TRANUM-JENSEN, 1991). O nome inicial, alfa-hemolisina, ¢
decorrente da capacidade de lisar eritrécitos, apesar do alvo ndo ser restrito a estas células
(MENESTRINA, SERRA & PREVOST, 2001). A alfa-hemolisina é secretada na forma de
monodmeros, porém ¢ na forma de hexameros ou heptdmeros que ela ¢ capaz de causar lise

celular, ocasionando a formagdo de poros que permitem o influxo e efluxo de pequenas
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moléculas e ions, resultando finalmente na morte de células eucariodticas e lise osmotica de
eritrocitos (HILDEBRAND, POHL & BHAKDI, 1991; VALEVA, PALMER & BHAKDI,
1997). O influxo e efluxo de ions, principalmente calcio, resulta em outros efeitos, tais como
aumento do metabolismo do acido araquiddnico, e conseqiientemente maior sintese de
prostaglandinas e tromboxano A2, resultando em vasoconstri¢do, hipercoagulagdo, edema
pulmonar, entre outros efeitos (BOHACH et al., 1997).

Diversos tipos celulares sdo sensiveis aos efeitos da alfa-hemolisina, como macrofagos,
mastocitos, células epiteliais e musculares. Foi sugerido ainda que a alfa-hemolisina possa
estimular a produgdo de oxido nitrico por células endoteliais e promover a apoptose de
linfocitos (BHAKDI & TRANUM-JENSEN, 1991). Outros efeitos relacionados a acdo dessa
toxina sdo a dermonecrose ¢ a neurotoxicidade (BHAKDIl & TRANUM-JENSEN, 1991;
WALEYV et al., 1993; DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000). A dermonecrose ¢
resultado da alta afinidade da alfa-hemolisina por queratindcitos, o que poderia explicar o
papel do S. aureus como importante agente de infec¢des de pele (WALEV et al., 1993).
Receptores especificos nas células alvo ndo foram totalmente identificados, no entanto a
toxina tem a capacidade de se ligar também a moléculas freqiientemente encontradas nas
membranas celulares, como fosfatidilcolina e colesterol (MENESTRINA, SERRA &
PREVOST, 2001). O papel da alfa-hemolisina na patogénese de infecgdes por S. aureus ja foi
amplamente estudado em modelos animais, demonstrando sua acdo como responsavel por
lesdes cutaneas e de cornea (PATEL et al., 1987, WALEV et al., 1993; CALLEGAN et al.,
1994).

Embora grande parte das amostras de S. aureus contenha o gene hla, nem todas
produzem a toxina. Um estudo realizado com clones epidémicos de S. aureus resistentes a
oxacilina demonstrou que todas as amostras analisadas eram fracas produtoras de alfa-

hemolisina. Devido a consideravel capacidade letal desta toxina, a sua expressdo reduzida
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pode estar associada a vantagens ja adquiridas em termos de colonizacao e transmissibilidade,

garantido a estes clones o potencial epidémico (SABERSHEIKH & SAUDERS, 2004).

1.2.2 Resisténcia aos antimicrobianos

A era antibidtica foi iniciada em 1941, com a utilizagdo da penicilina e, desde entdo, foi
marcada por ciclos constituidos da introdug¢ao de novos antimicrobianos seguidos rapidamente
do aparecimento de amostras resistentes (SWARTZ, 2000; ITO et al., 2003). Cinco anos apés
a sua introdu¢do, aproximadamente 50% das amostras de S. aureus ja se apresentavam
resistentes a penicilina atingindo taxas de até 95% de resisténcia (LIVERMORE, 2000;
STREIT et al., 2004).

Meticilina, oxacilina e nafcilina, penicilinas semi-sintéticas fracamente hidrolisadas pela
penicilinase, foram desenvolvidas para o tratamento de infecgdes por S. aureus resistentes a
penicilina, no final da década de 50 (ENRIGHT et al., 2002). Um ano apdés a sua introdugao,
em 1960, a primeira amostra resistente foi descrita na Inglaterra (JEVONS, 1961 apud CRUM
et al., 2006). A resisténcia a classes de antimicrobianos nido PB-lactimicos ¢ comum entre
amostras ORSA hospitalares, incluindo macrolideos, clindamicina, aminoglicosideos ¢
sulfonamidas, diferente do que ocorre com as amostras sensiveis a oxacilina (OSSA,
“oxacillin-sensible Staphylococcus aureus”) (SEAL et al., 2003). Dados coletados do
programa TSN (“The Surveillance Network USA”) demonstram que a ocorréncia de
resisténcia a outras classes de antimicrobianos ¢ comum entre amostras ORSA, especialmente
para ciprofloxacina, clindamicina e eritromicina (STYERS et al., 2006). Um estudo conduzido
em 2003, na China, envolvendo 50 amostras ORSA hospitalares demonstrou que 50% delas
eram resistentes a pelo menos quatro classes diferentes de antimicrobianos (ZHANG et al.,

2003).
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O perfil de multirresisténcia apresentado por amostras ORSA hospitalares tornou a
vancomicina o fairmaco de escolha para o tratamento de infec¢des por este microorganismo,
resultando no uso acentuado desse antimicrobiano tendo em vista o grande aumento nas taxas
de resisténcia a oxacilina (CASEY, LAMBERT & ELLIOT, 2007). A conjuncdo desses
fatores resultou no cendrio perfeito para o surgimento, primeiro, de amostras com resisténcia
intermediaria a vancomicina (HIRAMATSU et al., 1997) e, logo depois, amostras plenamente
resistentes (CDC, 2002a; CDC, 2002b).

O aumento nas taxas de resisténcia aos antimicrobianos acarreta diversos problemas
clinicos e terapéuticos, sendo o principal deles o aumento nas taxas de morbidade e
mortalidade. A crescente prevaléncia de bactérias multirresistentes resulta na utilizagdo de
agentes antibacterianos de uso reservado como agentes de primeira linha, que muitas vezes
apresentam toxicidade elevada. Além disso, o tratamento de pacientes com infec¢des por
amostras multirresistentes muitas vezes requer um tempo de hospitalizagdo prolongado,
acarretando um alto custo e maior exposicdo do paciente ao ambiente hospitalar

(LIVERMORE, 2003).

1.2.2.1 Resisténcia a oxacilina/ meticilina

Amostras de S. aureus resistentes a oxacilina produzem uma proteina de ligacdo a
penicilina (PBP) alterada, denominada PBP 2a ou PBP 2’, de 78 kD, capaz de manter a
atividade de transpeptidase, necessaria a formacao de ligagdes cruzadas na parede celular
bacteriana, enquanto apresenta baixa afinidade pela penicilina e por outros antimicrobianos [3-
lactamicos. Essa proteina ¢ codificada pelo gene mecA, presente no cromossomo de amostras
ORSA (CHAMBERS, 1993).

O gene mecA encontra-se inserido no cromossomo, dentro de um elemento genético

moével, o cassete estafilocdcico cromossomico mec (SCCmec, “staphylococcal cassete
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chromosome mec”; KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000), que pode variar de 21 a 67
kb de DNA. O SCCmec ¢ caracterizado pela presenca de genes que codificam as
recombinases, denominado complexo CCr, pela presenga de terminais invertidos reconhecidos
por estas recombinases, ¢ pelo complexo do gene mec, que inclui o gene mecA, além dos
genes mecl e mecR1, reguladores da transcri¢do deste gene. O SCCmec também apresenta
uma regido denominada regido J (“junkyard”), que contém varios genes cuja presenga parece
ndo ser essencial para a célula. Pode conter ainda segmentos de DNA associados, como
seqiiéncias de inser¢do (IS431), transposons (Tn554) e copias de plasmideos (pUBI10 ¢
pT181), codificando genes de resisténcia para outros antimicrobianos. Acredita-se que a
seqiiéncia de inser¢do IS431 seja um mecanismo de entrada para transpdsons e plasmideos
carreando genes de resisténcia (ITO, KATAYAMA & HIRAMATSU, 1999; KATAYAMA,
ITO & HIRAMATSU, 2000; HIRAMATSU et al., 2001; ITO et al., 2001; ITO et al., 2003).
Ja foram descritas até o momento trés classes de complexo do gene mec, A, B e C, e quatro
tipos de complexo ccr, 1, 2, 3 ¢ 5. Com base na classe do complexo dos genes mec e ccr
presentes e em suas combinagoes, os cassetes SCCmec sao classificados em seis tipos, I, I,
I, IV, V e VI (ITO et al., 2001; MA et al., 2002; ITO et al., 2004; OLIVEIRA,
MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006). Na Tabela 1 estdo descritas as principais

caracteristicas dos seis cassetes mec conhecidos até o momento.
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Tabela 1: Caracteristicas dos diferentes tipos de cassete estafilocdcico mec

Tipo  Complexo Complexo de Tamanho Presenca de elementos genéticos adicionais
mec recombinase (Kb)
(ccr) 15431 Tn554 Plasmideos

I Classe B cerl 34 sim nao nao
II Classe A ccr2 53 sim sim sim
III Classe A ccr3 67 sim sim sim
v Classe B ccr2 21-24 sim nao nao
A% Classe C cers 28 sim ndo nao
VI Classe B ccrd Caracteristicas semelhantes ao SCCmec tipo IV*

(ITO et al., 2001; MA et al., 2002; ITO et al., 2004; OLIVEIRA, * MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006)

Os cassetes mec tipos I, II e III estdo relacionados principalmente a amostras de origem
hospitalar. O SCCmec tipo I era encontrado entre amostras ORSA na década de 1960, quando
poucos antimicrobianos estavam disponiveis, e foi substituido na década de 80 pelos SCCmec
tipos II e III, que se tornaram prevalentes. Esses dois ultimos contém multiplos genes de
resisténcia aos antimicrobianos, diferente do SCCmec tipo I, que contém apenas o complexo
do gene mec (HIRAMATSU et al., 2001; ITO et al., 2001; ENRIGHT et al., 2002).

As amostras ORSA de origem comunitaria, em geral, apresentam os SCCmec tipo IV ou
V, que por apresentarem menor tamanho, ndo possuem marcadores adicionais de resisténcia.
Essas amostras sao normalmente susceptiveis a maioria dos antimicrobianos nao -lactamicos
(MA et al., 2002; ITO et al., 2004). O SCCmec tipo IV ¢ classificado ainda em subtipos, [Va,
IVb ¢ IVc, que refletem variagdes encontradas na regido J (ITO et al., 2003). Os subtipos IVa
e IVb foram primeiramente descritos em amostras isoladas de infeccdes comunitdrias em
criangas, nos Estados Unidos (MA et al., 2002). O subtipo IVc foi descrito inicialmente em
uma amostra ORSA no Japdo (ITO et al., 2003). Um estudo envolvendo amostras
comunitarias isoladas dos Estados Unidos e Australia demonstrou que a grande maioria delas

contém o subtipo IVa (OKUMA et al., 2002). J& um outro estudo com 92 amostras ORSA
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isoladas na Suécia encontrou 66% das amostras SCCmec IV como sendo do tipo IVc e 24%
delas como sendo do tipo IVa (BERGLUND et al., 2004). O cassete tipo V foi primeiramente
descrito em amostras comunitarias, na Australia (ITO et al., 2004) e desde entdo tem sido
identificado em amostras ORSA em Taiwan (BOYLE-VAVRA et al., 2005) e na Europa
(GEROGIANNI et al., 2006), enquanto o SCCmec VI foi verificado em amostras ORSA
isoladas de hospitais portugueses (OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006).
Na Figura 1 estdo ilustrados, esquematicamente, as estruturas dos cassetes mec I, I, Il e

IV, os subtipos do SCCmec tipo IV, e o SCCmec tipo V.
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Figura 1: Estruturas dos cassetes estafilococicos mec tipos I, 11, III, IV (subtipos IVa, IVb e Ivc) e V

(ITO et al., 2003; ITO et al., 2004).

A origem do SCCmec ainda nao ¢ bem conhecida. Kreiswirth e colaboradores, em 1993,

forneceram evidéncias para a evolugdo, por transmissdo vertical, de um unico clone OSSA

(OSSA, “oxacillin susceptible S. aureus”). A presenga, no entanto, de varios tipos SCCmec

sugerem multiplas recombinagdes no cromossomo de S. aureus (ENRIGHT et al., 2002).
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Estruturas semelhantes ja foram descritas em SCN, sugerindo a transferéncia horizontal entre
diferentes espécies de Staphylococcus (ARCHER et al., 1994). Outros estudos demonstram
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das PBPs de S. sciuri e S. aureus,
reafirmando a possibilidade de que o gene mecA possa ter se originado a partir dos SCN (WU

etal., 1996).

1.2.2.2 Resisténcia a vancomicina

O primeiro relato de resisténcia intermedidria a vancomicina em amostras de S. aureus
(VISA, “vancomycin intermediate S. aureus”) ocorreu no Japdo (HIRAMATSU et al., 1997),
seguido de relatos nos Estados Unidos (CDC, 1997), e em diversos paises europeus
(BIERBAUM et al., 1999; KANTZANOU et al., 1999; MARCHESE et al., 2000). No Brasil,
o primeiro relato de amostras VISA foi realizado em Sao Paulo, por Oliveira e colaboradores,
em 2001.

A resisténcia intermediaria & vancomicina esta associada a alteracdes na fisiologia
celular de S. aureus. Um dos mecanismos descritos consiste no acumulo de precursores da
parede celular, resultando em uma camada de peptidoglicana de maior espessura, capaz de
reter vancomicina, antes que a mesma atinja concentragdes consideraveis no citoplasma
(HIRAMATSU, 2001). Um trabalho realizado em nosso laboratorio mostrou que a espessura
da parede bacteriana em Staphylococcus com resisténcia a esta droga se apresenta
significativamente maior do que as células sensiveis quando analisadas & microscopia
eletronica (NUNES et al., 2006). A analise do genoma de amostras VISA apontou a presenga
de aproximadamente 100 genes envolvidos nesse processo (CUI et al., 2005). Para que essas
alteracdes ocorram, amostras VISA devem acumular multiplas mutagdes, o que sugere que

essas amostras foram selecionadas ao longo de muitos anos.
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Em 2002, foram descritos os primeiros casos de infecgdes causadas por S. aureus
plenamente resistentes a vancomicina nos Estados Unidos (VRSA “vancomycin resistant
Staphylococcus aureus™) (CDC, 2002a; CDC, 2002b). A resisténcia plena a vancomicina
ocorre de forma diferente do descrito para resisténcia intermediaria. Amostras VRSA
adquiriram resisténcia por receberem o gene vanA de Enterococcus resistentes a vancomicina
(VRE, “vancomycin resistant Enterococcus”; CHANG et al., 2003). Este gene da origem a um
precursor D-alanil D-lactato, com menor afinidade pela vancomicina, que dessa forma nao
consegue impedir a sintese da parede celular (ARTHUR & COURVALIN, 1993). A
transferéncia do gene vanA de Enterococcus para Staphylococcus parece ocorrer de forma
consideravelmente lenta, porém o uso exagerado de vancomicina poderia acelerar a selecdo de
amostras resistentes (COURVALIN, 2006).

Apesar de apenas duas amostras VRSA terem sido descritas até o momento, existe
grande preocupagdo com relagdo ao tratamento de infecgdes por ORSA, ndo so6 pela
possibilidade de desenvolvimento ou aquisi¢do de resisténcia a vancomicina, mas também
pelos recentes relatos de falha terapéutica relacionada a estas amostras, mesmo quando elas se
apresentam In Vitro como sensiveis a este antimicrobiano. Tais fendOmenos parecem estar
intimamente relacionados a CMI (CMI “concentracdo minima inibitoria”) observada para
vancomicina (SAKOULAS et al., 2004; MOISE et al., 2007). Em um dos estudos, a analise
de 30 amostras ORSA isoladas de bacteriemia apontaram correlagdo significativa entre a CMI
para vancomicina e a eficacia clinica do tratamento (SAKOULAS et al., 2004). Neste estudo,
apenas 9,5% das amostras com CMI entre 1 e 2 pg/mL obtiveram sucesso terapéutico com
vancomicina, enquanto desfecho semelhante foi encontrado em 55,6% das amostras com
valores de CMI iguais ou inferiores a 0,5 pg/mL. Resultados semelhantes foram observados
em outro estudo conduzido por MOISE e colaboradores, em 2007. Nesta analise, além da

correlacdo significativa também encontrada entre a CMI para vancomicina ¢ o desfecho
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terapéutico, o tempo médio de erradicacdo da infeccdo foi significativamente maior para os
pacientes infectados com amostras ORSA apresentando CMI de 2 pg/mL do que com
amostras apresentando CMI menor ou igual a 1 pg/mL.

Apesar do desenvolvimento recente de novos antimicrobianos para serem utilizados
infecgdes por Gram-positivos, como a linezolida, os glicopeptideos permanecem como 0s
antimicrobianos de escolha para infecgdes graves por ORSA. Neste cenario, a vancomicina
representa a melhor op¢do devido ao seu baixo custo quando comparado a teicoplanina.
Por esse motivo, a correlagdo entre a CMI para vancomicina ¢ o desfecho negativo do
tratamento ¢ preocupante, especialmente porque esses valores encontram-se na faixa do
que ¢ considerado susceptivel pelo CLSI (CLSI, “Clinical and Laboratory Standards

Institute”, 2007).

1.2.3 Epidemiologia das infec¢des hospitalares por amostras ORSA

Logo apods o primeiro relato de resisténcia a oxaciclina/meticilina em S. aureus, em
1961, amostras resistentes foram descritas em outras cidades européias e depois no Japao,
Australia e Estados Unidos (ENRIGHT et al., 2002). Nao demorou para as amostras ORSA se
estabelecerem como um patégeno nosocomial de maior importdncia, com um impacto
econdmico significativo nos servicos de saide (MALTEZOU & GIAMARELLOU, 2006).
Um estudo conduzido em 1999, por Rubin e colaboradores demonstrou que o tratamento de
uma infeccdo por ORSA acarreta um custo 6 a 10% maior do que tratar uma infecgdo por S.
aureus sensivel a oxacilina. Além disso, a taxa de mortalidade entre pacientes com
bacteriemia por ORSA ¢é cerca de 23% contra 1,3% entre aqueles com infecgdo por OSSA.
Além disso, estes pacientes desenvolvem com maior freqiiéncia instabilidade hemodinamcia e

insuficiéncia renal aguda (BLOT et al., 2002).
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No Brasil, S. aureus ¢ o microorganismo mais isolado de infecgdes e a prevaléncia
destas por amostras ORSA varia bastante nas instituicdes brasileiras, com taxas que vao de
31,8%, em bacteriemias, até 51,2%, em pneumonias (SADER et al., 2004).

Dados do sistema NNIS, de 2004, revelaram um aumento de 11%, alcan¢ando 59,5%, na
prevaléncia de infecgdes por ORSA em unidades de terapia intensiva, em hospitais dos
Estados Unidos, comparados com os valores obtidos nos anos de 1998 a 2002. Dados do
programa SENTRY, que avalia infecgdes de origem nosocomial em sua grande maioria,
exceto aquelas respiratorias de origem comunitaria, revelam que a prevaléncia de amostras
ORSA ¢ cerca de 35% na América Latina, sendo as amostras isoladas de pneumonias as que
apresentam as maiores taxas de resisténcia (DIEKEMA et al., 2001). Dados do mesmo
programa, obtidos em relagdo ao continente asiatico, revelam taxas de resisténcia a oxacilina
de até 74,5%, no Japao (BELL et al., 2002). O continente europeu apresenta grande variagao
na prevaléncia de infec¢des por ORSA. Segundo dados obtidos do EARSS (“European
Antimicrobial Resistance Surveillance System”), em 2005, alguns paises permanecem com a
prevaléncia extremamente baixa, como a Holanda, com 0,9% e Suécia, com 1%, e outros
como Inglaterra ¢ Roménia, com taxas de resisténcia mais elevadas (43,6% e 61,4%,
respectivamente).

A aquisi¢cdo de amostras ORSA no ambiente hospitalar estd associada a diversos fatores
de risco, que incluem, dentre outros, tempo prolongado de hospitalizacdo, procedimentos
invasivos de terapéutica ¢ diagndstico, e utilizagdo prévia de antimicrobianos (SANTOS et al.,
1999). O tipo de unidade hospitalar em que o paciente permanece internando também oferece
riscos adicionais, sendo as enfermarias de neonatos, unidades de terapia intensiva e de
queimados as que oferecem o maior risco (BOYCE, 1997).

O estudo da epidemiologia de infec¢des por S. aureus teve grande avango com a

aplicacdao da técnica de analise dos perfis de fragmentacio do DNA cromossomico, apds o
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tratamento com enzimas de restrigdo e a separacdo das bandas por PFGE (“Pulsed Field Gel
Electrophoesis™). Em 1995, foi proposta uma padronizagdo da interpretagdo dos resultados
obtidos pelo emprego da técnica, facilitando bastante a utilizagdo da mesma em estudos
epidemioldgicos com amostras isoladas de uma mesma localidade, em periodos de tempo
envolvendo um a trés meses (TENOVER et al., 1995). Assim, a técnica de PFGE passou a ser
muito utilizada em amostras de S. aureus responsaveis por surtos hospitalares (CLANCY et
al., 2005; LARSEN et al., 2007).

Apesar dos critérios adotados por Tenover e colaboradores (1995) para a interpretagdo
dos resultados obtidos pela PFGE, esta técnica também passou a ser muito utilizada em
estudos de epidemiologia global. Como resultado da combinagdo das técnicas de PFGE e da
analise do polimorfismo dos padrdes de inser¢do do gene mecA e do transpéson Tn554, apds
digestdo do DNA cromossdmico com a enzima Clal, cinco clones principais ou linhagens
clonais de ORSA foram descritos: Ibérico, Brasileiro, Hingaro, New York/Japao e Pediatrico,
que refletem a regido geografica onde foram primeiramente isolados ou uma caracteristica
epidemioldgica unica (DOMINGUEZ et al., 1994; TEIXEIRA et al., 1995; ROBERTS et al.,
1998; SANCHES et al., 1998; SA-LEAO et al., 1999). Esses clones sdo conhecidos por sua
habilidade em causar infeccao, facilidade de transmissdo, longa persisténcia e capacidade de
disseminagdo por areas geograficas diferentes, inclusive entre continentes (PAPAKYRIACOU
et al., 2000, PEREZ-ROTH et al., 2004). A razdo para a existéncia de um mesmo clone de
ORSA em areas geograficas distantes pode ser a disseminagdo via individuos colonizados
para paises relacionados culturalmente e/ou economicamente (CHONGTRAKOOL et al.,
2006). Varios trabalhos observaram a dissemina¢do de clones ORSA para outras localidades,
distantes do seu local de origem (DE SOUZA et al., 1998; MATO et al., 1998; ROBERTS et

al., 1998; ROBERTS et al., 2000; CRISOSTOMO et al., 2001).
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Em 2002, Enright e colaboradores associaram a técnica de MLST (“multilocus sequence
typing”), que utiliza o seqiienciamento de regides génicas que codificam enzimas de
manutengdo celular, com a tipagem do SCCmec, determinando uma nova proposta de
nomenclatura para os clones epidémicos. As amostras foram classificadas de acordo com o ST
(“sequence type”), o fendtipo de resisténcia e o tipo SCCmec. Avaliando uma colegdo de
amostras hospitalares e comunitarias por essa técnica, eles identificaram a presenga de varios
tipos SCCmec dentro de um mesmo ST, indicando multiplas introducgdes, independentes, do
gene Mec, e a transferéncia horizontal deste gene, entre amostras de S. aureus.

Como a maioria das amostras ORSA de origem hospitalar sdo multirresistentes, a
utilizagdo de diversas classes de antibidticos pode exercer uma pressao seletiva que favoreca a
disseminagdo destas amostras no ambiente hospitalar (BOYCE, 1997). Além do aumento
continuo na resisténcia aos antimicrobianos, a epidemiologia das infec¢des por ORSA esta

mudando devido a emergéncia de ORSA como um patdégeno comunitario (ENRIGHT, 2003).

1.2.3.1 Epidemiologia das infec¢cBes comunitarias por amostras ORSA

Ao longo das tultimas décadas, infeccdes por ORSA tém sido descritas também na
comunidade. Inicialmente, infec¢cdes por amostras ORSA estavam associadas a fatores de
risco, como utilizacdo de drogas intravenosas, pacientes com doengas cronicas e contato
freqliente com servigos de saude, hospitalizacdo recente e utilizagdo prévia de antimicrobianos
(MALTEZOU & GIAMARELLOU, 2006). A partir de 1990, infecgdes por ORSA foram
descritas na populagdo, em pacientes sem fatores de risco associados (HEROLD et al., 1998;
MORAN et al., 2005; CDC, 2006). Infecgdes comunitarias por ORSA foram descritas em
individuos pertencentes a grupos especificos, como prisdes, creches e esportes coletivos

(CDC, 2003; KAZAKOVA et al., 2005).
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Amostras ORSA de origem comunitaria (CA-ORSA, “community acquired ORSA”) em
geral sdo responsaveis por infecgdes de pele e tecidos moles, como furunculos, abscesso,
foliculites, impetigo e celulites, embora infec¢des invasivas e pneumonias hemorragicas,
inclusive letais, tenham sido descritas (GILLET et al., 2002; FRANCIS et al., 2005;
WANNET et al.,, 2005; MARTIN, STRANAHAN & RIVERO, 2006). Essas infecg¢des
acometem freqlientemente jovens e criangas, ao contrario das amostras de origem hospitalar,
cujos principais envolvidos sdo pacientes idosos (JOHNSON & SARAVOLATZ, 2005). Em
2003, Naimi e colaboradores, demonstraram que a idade média dos pacientes envolvidos em
infecgdes por ORSA hospitalares foi de 68 anos, contra 23 anos, a idade média dos pacientes
envolvidos em infec¢des comunitérias. Fatores de risco classicos ndo sdo observados entre
pacientes com infeccdo por amostras CA-ORSA (RYBAK & LAPLANTE, 2005). Contudo,
um estudo recente demonstrou que 85% dos pacientes com infecgdes devido a CA-ORSA
tinha pelo menos um fator de risco associado, demonstrando que a prevaléncia de infec¢io por
ORSA em individuos sem fatores de risco permanece baixa (SALGADO, FARR & CALFEE,
2003). Outro trabalho conduzido em pacientes pediatricos, na Inglaterra, demonstrou que 35%
das amostras CA-ORSA analisadas estavam relacionadas a fatores de risco (DIETRICH,
AULD & MERMEL, 2004).

Geralmente, as amostras CA-ORSA sdo resistentes a todos os antimicrobianos [-
lactdmicos permanecendo susceptiveis a clindamicina, sulfametoxazol/trimetoprima,
quinolonas, rifampicina e linezolida (DERESINSKI, 2005). Esse perfil de susceptibilidade ¢
devido a presenga dos SCCmec tipo IV ou V, que ndo contém marcadores adicionais de
resisténcia além do gene mecA. Porém, o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das
amostras tipos IV e V pode ser rapidamente alterado, tornando-as multirresistentes (KILIC et

al., 2006). De fato, infecgoes por amostras CA-ORSA multirresistentes ja foram descritas em
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algumas localidades, como Estados Unidos (PAN et al., 2003) e Taiwan (BOYLE-VAVRA et
al., 2005).

A correta diferenciagdo de amostras CA-ORSA de HA-ORSA (“hospital acquired
ORSA”) é complexa. Salgado, Farr & Calfee (2003) sugeriram o uso do termo CO-ORSA
(“community onset ORSA”), que expressa a localizagdo do paciente no momento da deteccao
da infeccdo, em lugar de CA-ORSA, que sugere que o local de aquisi¢do da infecgdo ¢
conhecido. Contudo, o0 CDC (“Centers for Disease Control and Prevention”) define critérios
para classificacdo de amostras CA-ORSA, que incluem: diagnostico realizado em até 48 horas
apos a internagdo, ndo possuir historico de colonizagdo ou infeccdo por ORSA, hospitalizacao
ou utilizagdo de sistema “home-care”, ndo ter sido submetido a dialise e/ou procedimentos
cirirgicos e ndo possuir cateter ou outro dispositivo médico que atravesse a pele (CDC, 2005).

A origem das amostras CA-ORSA ainda ¢ incerta. Uma possibilidade é de que elas
sejam descendentes de amostras hospitalares. No entanto, as amostras hospitalares e
comunitarias apresentam caracteristicas genéticas distintas (OKUMA et al., 2002; COOMBS
et al., 2004; CRUM et al., 2006). Outra possibilidade é que as amostras comunitarias tenham
se originado da transferéncia horizontal do gene mMeCcA para uma amostra OSSA
(CHAMBERS, 2001). Como a taxa de colonizagdo por S. aureus ¢ consideravel, mesmo em
individuos saudaveis, permanece a divida se a comunidade ¢ um reservatério de ORSA
(SCUDELLER et al., 2000). Alguns estudos demonstram que, embora a taxa de colonizagao
por ORSA seja baixa em individuos saudaveis (SALGADO, FARR & CALFEE, 2003) essa
pode ser consideravelmente maior em individuos com fatores de risco associados (PAN et al.,
2005).

A epidemiologia das infec¢des por amostras ORSA tem mudado devido aos recentes
relatos de infecgdes hospitalares por amostras ORSA tipo IV nao multirresistentes, inclusive

no Brasil (SAISMAN et al., 2003; TRINDADE et al., 2005; SEYBOLD et al., 2006;
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GONZALEZ et al., 2006; VIVONI et al., 2006, DE MIRANDA et al., 2007). Uma vez
introduzidas nos hospitais, as amostras ORSA SCCmec tipo IV podem apresentar algumas
vantagens em relagdo as amostras pertencentes aos clones de ORSA tipicamente hospitalares,
incluindo maior taxa de crescimento e presenca de fatores de viruléncia adicionais, em
especial a PVL (BABA et al., 2002; DE MIRANDA et al., 2007). Kim e colaboradores
(2006), verificaram que os genes da PVL estavam presentes em 93,6% das amostras SCCmec
tipo IV, enquanto nas amostras SCCmec tipo II hospitalares a prevaléncia foi de apenas 0,2%.

A ocorréncia continua de transferéncia de amostras ORSA do ambiente hospitalar para a
comunidade e da comunidade para os hospitais dificulta o reconhecimento da origem destas
amostras, assim como a classificagdo destas infec¢des. A andlise por PFGE de 116 amostras
ORSA isoladas de bacteriemias de pacientes em um hospital na Geodrgia, em 2004, mostrou
que mais de um tergo delas pertenciam ao clone USA300 (SCCmec tipo 1V), anteriormente
descrito como agente apenas de infecgdes comunitarias (SEYBOLD et al., 2006). No Brasil,
Trindade e colaboradores (2005), analisando 151 amostras obtidas também de bacteriemias,
isoladas em um periodo de sete meses, em um hospital em Sao Paulo, encontraram 20 (13%)
amostras susceptiveis a quatro ou mais antimicrobianos, sendo o SCCmec tipo IV detectado
em 95% delas. Ao contrario do descrito para amostras desse tipo, nenhuma foi classificada
como sendo de origem comunitaria. Vivoni e colaboradores (2006) verificaram a prevaléncia
dos tipos de SCCmec em 34 amostras ORSA isoladas de um hospital universitario, entre 1999
e 2000, no Rio de Janeiro e demonstraram que 88% delas continham o SCCmec tipo III,
caracteristico do clone brasileiro ¢ apenas 2 amostras (6%) continham o SCCmec tipo IV. De
Miranda e colaboradores (2007), analisando 43 amostras ORSA isoladas de hospitais em
Recife, nos anos de 2002 e 2003, observou que, embora 70% delas fosse pertencente ao clone
prevalente no Brasil, 14% das amostras eram relacionadas ao clone USA800 (SCCmec IV ou

VI), também conhecido como clone pediatrico. Nesse mesmo estudo, os autores avaliaram 38
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amostras isoladas em hospitais do Rio de Janeiro, em 2005 e verificaram que 5,3% das
amostras eram SCCmec IV e estavam relacionadas ao clone pediatrico. Outro estudo, descrito
por Ribeiro e colaboradores (2007), analisando amostras ORSA isoladas entre 2004 ¢ 2006,
no Rio de Janeiro e Porto Alegre, também mostrou a presenga de duas amostras isoladas de
infecgdes nosocomiais, no Rio de Janeiro, SCCmec tipo IV, com perfil semelhante ao do clone
USA400, também associado, inicialmente, a infec¢Oes comunitarias severas e inclusive fatais
nos Estados Unidos (MCDOUGAL et al., 2003).

Apesar dos recentes relatos de amostras SCCmec IV em diversas regides do Brasil,
existem poucos estudos envolvendo amostras isoladas de hospitais na cidade do Rio de
Janeiro que mostrem a prevaléncia dos tipos SCCmec e de perfis genotipicos. Além disso,
nenhum estudo até entdo mostrou um paralelo entre caracteristicas apresentadas por amostras
ORSA isoladas de um hospital publico e um hospital privado, o que pode refletir o tipo de
paciente atendido em cada uma destas instituicdes, assim como o tipo de atendimento
dispensado. Desta forma, torna-se fundamental um estudo que apresente as caracteristicas
fenotipicas e moleculares de amostras ORSA isoladas de hospitais na cidade do Rio de
Janeiro, permitindo uma analise da prevaléncia dos diferentes tipos de SCCmec e da presenca

de gendtipos caracteristicos nestas instituigdes.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi verificar a prevaléncia dos tipos de cassete mec
(SCCmec) em amostras de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA) isoladas de dois hospitais
na cidade do Rio de Janeiro, um publico e um privado, e correlacionar com a resisténcia aos

antimicrobianos, viruléncia e genotipos.

Objetivos Especificos:

1.  Determinar o perfil de susceptibilidade de amostras ORSA frente a antimicrobianos
através da técnica de difusdo a partir do disco.

2. Verificar as concentragdes minimas inibitdrias para oxacilina e vancomicina pelo
método de diluicdo em égar.

3. Analisar as amostras quanto ao tipo de SCCmec através de PCR.

4.  Verificar a presenga dos genes que codificam os fatores de viruléncia leucocidina de
Panton Valentine (genes IukS-PV e lukF-PV) e a-hemolisina (gene hla) através de PCR.

5.  Determinar a diversidade clonal entre as amostras através da técnica de PFGE.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Foi realizada uma andlise de casos de infec¢do e colonizacdo causados por amostras
de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA), isoladas de dois hospitais gerais da cidade do
Rio de Janeiro, o Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) e Hospital Copa D’or (HCD). O
HNMD ¢ uma instituicdo militar, terciaria, que possui 532 leitos, sendo 35 deles de
unidades de terapia intensiva, enquanto o HCD ¢é uma institui¢do particular, tercidria, com
188 leitos, sendo 47 destes de unidades de terapia intensiva. Foram analisadas amostras
ORSA, isoladas consecutivamente no periodo de junho de 2004 a outubro de 2005 no
HNMD e no periodo de outubro de 2006 a agosto de 2007 no HCD. Para os casos de
multiplas amostras isoladas de um mesmo paciente, apenas uma delas foi selecionada, caso
todas apresentassem as mesmas caracteristicas fenotipicas e genotipicas (tipo de SCCmec)

de resisténcia.

3.1.1 Amostras bacterianas

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram identificadas previamente nos
hospitais de origem, através do sistema automatizado MicroScan WalkAway (Dade
Behring Inc, West Sacramento, CA, EUA) e Vitek (Vitek Systems Inc., Hazelwood, MO,
EUA) e mantidas em caldo TSB (“Tripticase Soy Broth”, Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra) com 20% (v/v) de glicerol, a — 20°C (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS,
1989). Como controles dos testes realizados no presente estudo, foram utilizadas as

diferentes amostras bacterianas citadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas das amostras controle utilizadas no presente estudo

Espécie Caracteristica Numero Referéncia
Amostra tipo 12600 ATCC
Padrfo para antibiograma (CLSI) 25923 ATCC
Padrao para analise de CMI (CLSI) 29213 ATCC
Amostra gene mecA+ 33591 ATCC
Staphylococcus aureus
Amostra VISA SCCmec 11 700699 ATCC(Mu50)
Amostra clinica SCCmec IV 522a Vivoni et al., 2006
Amostra clinica SCCmec III 63a Vivoni et al., 2006
Amostra clinica PVL+ 523a Vivoni et al., 2006
Staphylococcus epidermidis Amostra tipo 14990 ATCC
Staphylococcus haemolyticus Amostra tipo 29970 ATCC
Staphylococcus intermedius Amostra tipo 29663 ATCC
Enterococcus faecalis Amostra padrdo 29212 ATCC
Escherichia coli Amostra padrao 11229 ATCC
Micrococcus luteus Amostra padrdo 10240 ATCC

ATCC — “American Type Culture Collection” ; CLSI- “Clinical Laboratoty Stardard Istitute” ; CMI — Conecntragdo Minima
Inibitéria; VISA — “Vancomicyn Resistant Staphylococcus aureus’; SCCmec — “Staphylococcal Cassette Chromosome mec”;
PVL — “Panton-Valentine Leukocidin”

3.1.2. Aspectos clinicos e éticos

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (pelo HNMD) e HCD, sob os numeros 159/07 e 088/07,
respectivamente (ANEXOS 1 e 2).
Com relacdo aos aspectos clinicos, foram utilizados dados referentes aos locais de
internagdo e sitios de isolamento, além de dados coletados em prontuarios para
classificagdo das infecgdes como hospitalares ou comunitarias. Nenhuma intervencao foi
efetuada no acompanhamento dos casos a ndo ser aquelas rotineiramente realizadas pelos

profissionais de saude das referidas institui¢des. O estudo envolveu apenas a utilizacao de
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amostras ORSA analisadas na rotina bacterioldgica de cada hospital, ndo havendo nenhum

contato com o paciente.

3.1.3 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através do teste do Qui-quadrado. Para os resultados

serem considerados estatisticamente significativos foi utilizado o valor de p < 0,05.

3.2. Identificaciio do género Staphylococcus

Todas as amostras do estudo foram avaliadas para confirmag¢ao do género e espécie
S. aureus. Os testes para a caracterizagdo do género Staphylococcus foram realizados de
acordo com as metodologias descritas por Mac Faddin (1977) e Bannerman & Peacock

(2007).

3.2.1 Determinac¢do do aspecto morfo-tintorial

O aspecto morfo-tintorial foi analisado através da coloragdo de Gram. A leitura foi
realizada observando-se a coloragdo, a morfologia e o arranjo das células bacterianas. A
amostra de S. aureus ATCC 12600 foi utilizada como controle Gram-positivo, enquanto E.

coli ATCC 11229 como Gram-negativo.

3.2.2 Producio da enzima catalase

A produgdo da enzima catalase foi verificada em lamina, transferindo-se uma colonia
bacteriana, crescida em TSA (“Tripticase Soy Agar”, Oxoid; Basingstoke, Inglaterra), com
o auxilio de uma agulha bacterioldgica para a superficie de uma lamina e posteriormente,
adicionando-se sobre esta uma gota de peroxido de hidrogénio (Proquimios, Rio de

Janeiro, Brasil) a 3%. A formagdo de bolhas foi indicativa de reagdo positiva. As amostras
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S. epidermidis ATCC 14990 ¢ E. faecalis ATCC 29212 foram utilizadas como controles

positivo e negativo, respectivamente.

3.2.3 Susceptibilidade a bacitracina

Uma suspensao bacteriana, com uma turbidez equivalente a 0,5 da escala McFarland
(~10° UFC/mL) foi preparada em solugio salina a 0,85% e semeada, confluentemente, com
auxilio de um “swab”, em agar Miieller-Hinton (Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
EUA). Posteriormente, foi depositado sobre o meio um disco impregnado de bacitracina
0,04U (Cecon, Sio Paulo, Brasil), e a placa foi incubada por 24h, a 35°C. Um halo menor
ou igual a 10mm foi indicativo de resisténcia a bacitracina (BANNERMAN & PEACOCK,
2007). As amostras utilizadas no controle do teste foram S. aureus ATCC 12600

(resistente) e Micrococcus luteus ATCC 10240 (sensivel).

3.3. Confirmacio da identificacio da espécie de S. aureus através de testes fenotipicos
A confirmagdo da espécie S. aureus foi realizada utilizando-se os testes descritos a

seguir, de acordo com MacFaddin (1977) e Bannerman & Peacock (2007).

3.3.1 Producio de hemodlise

A verificagdo da producdo de hemolise foi realizada por inspe¢do visual da cultura
crescidas em 4agar [“Blood Agar Base” (Oxoid)] adicionado com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro, em 24, 48 ¢ 72h de incubagio, a 35°C. O aparecimento de zona
de hemolise intensa ao redor das coldnias, em até 72h de incubacdo, foi indicativo da
presenga de hemolise, enquanto zona de hemolise fraca (1mm) ou ausente em até 72h de

incubacdo foi indicativa de hemolise ausente. A amostra S. aureus ATCC 12600 foi



32
utilizada como controle de hemolise positiva e S. epidermidis ATCC 14990 como controle

negativo nesse teste.

3.3.2 Producio do fator “clumping”

A produgdo do fator “clumping” foi verificada utilizando-se o sistema comercial
“Slidex Staph Plus” (bioMérieux, Marcy, I’Etoile, Franca) e a leitura realizada de acordo
com instrug¢des do fabricante. As amostras S. aureus ATCC 12600 e S. epidermidis ATCC

14990 foram utilizadas como controles positivo e negativo do teste, respectivamente.

3.3.3 Produciao da enzima coagulase livre

A verificacdo da produ¢do da enzima coagulase foi realizada utilizando-se o sistema
comercial coagu-plasma (Laborclin, LTDA,Parand, Brasil) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A amostra utilizada como controle positivo foi S. aureus ATCC 12600,
enquanto a amostra de S. epidermidis ATCC 14990 foi utilizada como controle negativo no

teste.

3.3.4 Producao de acetoina

A produgdo de acetoina a partir da glicose foi verificada apos transferéncia de uma
coldnia para 2,5 mL de meio Clark & Lubs, confeccionado de acordo com MacFaddin
(1977), e posteriormente incubado a 35°C. Apds 48h de incubagdo foram adicionadas
solugoes reveladoras de a-naftol (AnalaR, BDH, Inglaterra) a 5% (0,6 mL) e KOH (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil) a 40% (0,2 mL). O aparecimento de coloracdo rosa até 15 min, sob
leve agitacdo, foi observado para amostras positivas. A ndo altera¢do na coloragdo do meio
foi indicativo de resultado negativo. As amostras S. aureus ATCC 12600 e S. intermedius

ATCC 29663 foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.
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3.4. Avaliacao da susceptibilidade aos antimicrobianos

3.4.1 Teste de difusiao a partir do disco (Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI, 2003a)

Uma suspensao bacteriana, com uma turbidez equivalente a 0,5 da escala McFarland
(~10° UFC/mL) foi preparada em salina a 0,85%, a partir de uma cultura crescida em agar
sangue, ¢ semeada, confluentemente, com auxilio de um “swab” em agar Miieller-Hinton
(Difco). Os antimicrobianos testados e suas respectivas concentragdes foram os seguintes:
cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 pg),
gentamicina (10 pg), linezolida (30 pg), mupirocina (5 pg), oxacilina (1pg), penicilina (10
Ul), rifampicina (5 pg), sulfametoxazol/trimetoprima (25 pg), teicoplanina (30 pg),
tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg). Todos os antimicrobianos foram obtidos da
Cecon (Sao Paulo, Brasil), exceto linezolida e mupirocina, obtidos da Oxoid.

Os discos de antimicrobianos foram depositados sobre o meio e a leitura dos halos de
inibi¢do realizada apos 18h de incubagdo, a 35°C, exceto para os discos de oxacilina,
vancomicina e teicoplanina, cuja leitura foi realizada em 24h. A interpretacao foi realizada
conforme o CLSI (2007). A amostra padrao S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como

controle do teste.

3.4.2 Teste fenotipico para deteccio de resisténcia induzida a clindamicina por
eritromicina (CLSI, 2007) — (Teste D)

Durante a realizacdo do teste de difusdo a partir do disco (item 4.1) foram
posicionados discos de clindamicina (2 pg) e eritromicina (15 pg) a uma distancia de 20

mm (entre as bordas internas). A presen¢a de um halo de inibi¢do achatado em torno do
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disco de clindamicina (descrito como zona “D”) foi indicativa de resisténcia induzida por

macrolideos.

3.4.3 Determinacdo da concentracio minima inibitoria (CMI) para oxacilina e
vancomicina (CLSI, 2003b)

A determinagdo das CMIs para oxacilina e vancomicina (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, EUA) foi realizada pelo método de dilui¢do em dagar.
Inicialmente, foi preparada uma turvagdo bacteriana equivalente a escala 0,5 de
McFarland, conforme citado no item 4.1. Posteriormente, esta suspensdo foi diluida 1:10
(v/v) em salina, de forma a se obter aproximadamente 10’ UFCs/mL. Cerca de 10* UFC foi
inoculada, com auxilio do replicador de “Steers”, nas placas contendo dgar Mueller-Hinton
(Difco) e concentragdes crescentes do antimicrobiano. No caso da oxacilina, a
concentragdo variou de 0,25 a 256 pg/mL e, para vancomicina, de 0,25 a 32 pg/mL.
Posteriormente, as placas foram incubadas por 24h, a 35°C. A leitura do teste foi realizada
de acordo com os valores do CLSI (2007). Ao meio de oxacilina foi adicionado 2% de
NaCl (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). Foi utilizada a amostra S. aureus ATCC 29213
como controle sensivel e a amostra S. aureus ATCC 33591 como controle resistente a

oxacilina.

3.5. Métodos Moleculares

3.5.1 Liberaciao de DNA através de lise térmica
A liberacao do DNA bacteriano foi realizada de acordo com Nunes e colaboradores
(1999), com modificagdes. Cinco colonias crescidas em agar sangue foram transferidas

para 100 uL de tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8). Esta suspensao foi
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mantida a temperatura de ebulicdo, por 10 min e, em seguida, centrifugada por 30 seg
(9000xg, a 4°C). O sobrenadante contendo o DNA bacteriano foi coletado e usado na

reagdo de PCR.

3.5.2 Liberacao do DNA através da guanidina

A liberacdo do DNA através da guanidina foi realizada de acordo com Pitcher,
Sauders & Owen (1989). Cinco coldnias isoladas crescidas em agar sangue por 24 h foram
inoculadas em 3 mL de caldo TSB (Oxoid) ¢ incubadas por 18h, a 35°C. A seguir, 1 mL
desta suspensao foi centrifugada (5 min, 8000 xg) e o sedimento ressuspenso em 1,5 mL de
tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8). A suspensdo foi novamente centrifugada
(5min, 8000 xg) e ao precipitado foram adicionados 100 pL de solugdo de lise (1 mL de
tampao TE, 50 mg de lisozima [Sigma], 50 ul de BRIJ 0,5% [Sigma]). A esta solug¢ao
foram adicionados 5 pL de lisostafina (1mg/mL) comercial (Sigma) e apods agitagdo, esta
solugdo foi incubada por 1h, a 37°C, em banho maria. Apds esse periodo, as amostras
foram lisadas utilizando uma solugdo contendo 500 pL de isotiocianato de guanidina
(Gibco BRL — Life Technologies) a 5 M (Isotiocianato de guanidina, 60 g; EDTA 0,5 M
pH 8; N-lauril sarcosina 10%, 5 mL; Agua, 20 mL). As suspensdes celulares foram
agitadas, manualmente, ¢ entdo incubadas a temperatura ambiente por 5 a 10 minutos.
Posteriormente os lisados foram resfriados no gelo, por 10 min, e a seguir foram
adicionados 250 pL de acetato de amonio (Vetec) a 7,5 M, preparado em agua, agitando-se
manualmente os tubos e em seguida incubando-se por 10min no gelo. Apos esse periodo
uma soluc¢do de 500 uL composta de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v — Vetec) foi
adicionada e a mistura agitada. Posteriormente, esta mistura foi centrifugada por 10 min, a
13000 xg. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo tubo onde foi adicionado 430

uL isopropranolol (Vetec). Os tubos foram entdo invertidos por 1 min para misturar as
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solucdes. Apds centrifugacao a 7000 xg por 20 seg o DNA precipitado foi lavado cinco
vezes com etanol (Vetec) a 70% e centrifugado. Por fim, o DNA foi ressuspenso em 50 pL

de tampdo TE, incubado “overnight” em banho Maria, a 37°C e entio estocado a 4 °C.

3.5.3 PCR multiplex para detec¢cdo dos genes que codificam a leucocidina de Panton
Valentine (IUKS-PV e lukF-PV) e a a-hemolisina (hla)

Para detectar os genes que codificam a leucocidina de Panton Valentine ¢ a -
hemolisina, foi realizado um PCR multiplex utilizando os oligonucleotideos descritos na
Tabela 3. Os oligonucleotideos hla-1 e hla-2 foram desenhados, utilizando-se as

ferramentas BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), ClustalX e OligoAnalyzer. O par de

oligonucleotideos foi desenhado para uma seqiiéncia génica especifica do gene hla, de 208
pb. O ciclo e os produtos gerados pela reagdo de PCR também se encontram presentes

nesta tabela.

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados, amplicons obtidos e ciclo empregado na PCR para
detec¢do dos genes lUkS-PV e lukF-PV ¢ hla

Oligonucleotideos Genes  Amplicon Ciclo Referéncia
Luk-PV 1
5’-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA3’  IUKS-PV Lina et al
94°C — 2min "
Luk-PV 2 433pb 94°C — 1 min 1999
5’-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC3’ lukE-PV 55°C — Imin (-30x
72°C — Imin
72°C — 5min
hla-1
5’-AATCCTGTCGCTAATGCC3’ hla 208pb Este estudo
hla-2

5’-CAGCAATGGTACCTTTCG3’

A amplificacdo dos fragmentos codificados pelos genes acima descritos foi realizada

em um termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha),
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utilizando-se um volume total de 50uL para a reagdo, constituida de 3uLL de DNA, SuL de
tampao da enzima (10mM Tris HCI, 25mM KCl), 2mM de MgCl,, 200uM de cada
deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Life Technologies Inc.,
Gathersburg, MD, EUA), 1,5U de Taqg DNA polimerase (Biotools, Madrid, Espanha),
25pmoles dos oligonucleotideos luk-PV1 e luk-PV2 e 50 pmoles dos primers hla-1 e hla-2.
Como controles PVL + foi utilizada a amostra clinica 523, e como controle hla negativo foi
utilizada a amostra S. epidermidis ATCC 14990.

O produto da reagao foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em TBE
(0,89 M Tris, 0,89M 4acido borico, 2,5 mM EDTA, pH 8,2). Apos corrida de 1:30 h a 90V,
o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5ug/mL) e fotografado sob luz
ultravioleta. Como padrao de DNA foi utilizado o marcador 100 pb DNA ladder (Life

Technologies).

3.5.4 PCR multiplex para tipagem do SCCmec

A determinag¢do do tipo de SCCmec foi realizada conforme descrito por Oliveira e De
Lencastre (2002). O resultado desse PCR consiste na amplificagdo de fragmentos de
regides especificas de cada tipo SCCmec. Como controle interno da reagdo foi utilizado o
par de oligonucleotideos MRS1 e MRS2, responsavel pela amplificagio do gene mecA
(SANTOS et al., 1999).

Na Tabela 4 estdo descritas as seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados, o tamanho

dos amplicons e a especificidade para cada tipo de SCCmec.
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Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados e amplicons obtidos na PCR para tipagem do SCCmec

Oligonucleotideo Seqiiéncia (5°-3°) Amplicon Especificidade
(pb) (tipo de SCCmec)

CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 I
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC

KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 284 1I
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 11, 111
MECIP3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC

DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 LIL IV
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG
RIF4F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 I
RIF4R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 U

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC

IS431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 381 1A

pUBI110 RI1 GAGCCATAAACACCAATAGCC

1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 303 1A

pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC
MRSI1 TAGAAATGACTGAACGTCCG 154 Controle interno da

reagao

MRS2 TTGCGATCAATGTTACCGTAG

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Eppendorf

Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha), utilizando-se um volume total de 50 pul

composto de: 5 ul de DNA, SuL de tampao da enzima (10mM de Tris-HCI e 25 mM de

KClI), 6 mM de MgCl,, 400uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP,dCTP,

dTTP) (LifeTechnologies, Parsley, Scotland), 1,5 U de Taq DNA polimerase (Biotools,
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Madrid, Spain), 20 pmoles dos oligonucleotideos CIF2 F2, CIF2R2, MECI P2 e MECI P3,
25 pmoles dos oligonucleotideos RIF5 F10, RIF5S R13, pUB110 R1 e pTI181 RI, 40
pmoles dos oligonucleotideos DCS F2, DCS R1, IS431 P4, MRS1 ¢ MRS2 e 10 pmoles
dos oligonucleotideos KDP F1, KDP R1, RIF4 F3 ¢ RIF4 R9.

A reagio do PCR consistiu em desnaturacio inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de
30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C, finalizada com
um ciclo de extensio final a 72°C, por 4 minutos.

O produto da reagao foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, em TBE
(0,89 M Tris, 0,89M 4acido borico, 2,5 mM EDTA, pH 8,2). Apos corrida de 1:30 h a 90V,
o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5ug/mL) e fotografado sob luz
ultravioleta. Como padrao de DNA foi utilizado o marcador 100 pb DNA ladder (Life

Technologies).

3.5.5 Analise dos perfis de fragmentacido do DNA cromossomico por eletroforese em
gel de campo pulsao (“Pulsed Field Gel Electrophoresis”, PFGE)

A andlise do perfil de fragmentacdo do DNA cromossdmico foi realizada apds
separagdo, por PFGE, dos fragmentos gerados por tratamento com a enzima de restri¢cao
Smal. Foi utilizada a técnica descrita por Nunes e colaboradores, 2005, com modificacdes.
Cinco colonias isoladas crescidas em agar sangue por 24 h foram inoculadas em 5Sml de
caldo TSB (Oxoid) e incubadas durante 4h, a 35°C. A turvagio foi ajustada a uma turbidez
equivalente a escala 2 (6 x 10° UFC/mL) de McFarland, com solugdo salina estéril. A
seguir, 1ml desta suspensdo foi centrifugado (5Smin a 700 xg) e o sedimento ressuspenso
em 250ul de tampao PIV (NaCl 1M, Tris-HCI 10mM, pH 7,6). A esta suspensdo foi
adicionado o mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusdo (“Low Melting Point

Agarose”, IBI Technical, New Haven, EUA) a 1,8%, dissolvida em tampao PIV e mantida
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a 58°C. Apos homogeneizagio, a agarose foi distribuida em moldes, mantidos a 4°C por
cerca de 10 min. Os blocos de agarose foram colocados em 2ml de solugdo de lise EC
(Tris-HC1 6mM pH 7,6, NaCl 1M, EDTA 100mM pH 7,5, Brij 58 0,5%, lauril sarcosinato
de sodio 0,5%) contendo 10mg/mL de lisozima e Img/mL de lisostafina e incubados a
35°C, sob leve agitagdo, durante 18 a 24h. Apds esse periodo, os tubos foram resfriados a
4°C ¢ a solugdo substituida por 2mL de solugdo ESP (EDTA 0,4M pH 9,5, lauril
sarcosinato de sodio 1%) contendo 0,1 mg/mL proteinase K (Sigma), ¢ os tubos
incubados a 50°C, em banho Maria, durante 18 a 24h. Ao final desta fase, os blocos de
agarose foram transferidos para nova solugdo ESP (sem proteinase) e mantidos a 4°C. A
digestao do DNA foi realizada a partir de um bloco de agarose, lavado cinco vezes em
tampdo TE (Tris-HCI 10mM e EDTA 10mM, pH 7,5) a 35°C, sendo as quatro primeiras
lavagens de 1h cada e a ultima de 18h. Apds este processo, o bloco foi transferido para
uma solugdo contendo 150ul do tampao especifico da enzima de restrigdo Smal (Biotools
Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha) e incubados a 25°C, por 4 h.
Posteriormente, o bloco foi transferido para um novo tampao da enzima de restri¢do
contendo 20U da enzima Smal e incubado a 25°C, durante 18-24 h. A seguir, foi removida
a solugdo contendo a enzima e o bloco de agarose fundido a 70°C e aplicado no gel de
agarose (Sigma) a 1%, em tampao TBE 0,5x. A eletroforese em campo pulsado (CHEF
DR III, Bio-Rad), foi realizada utilizando-se um tempo de pulso crescente de 1 a 35 s,
durante 21 h a 6V/cm, a 14°C, com angulo de 120°. Em seguida, o gel foi corado com
brometo de etidio (0,5ug/ml), por 30 min, descorado por 1 h em 4gua destilada, observado
sob luz ultravioleta e posteriormente fotografado. Os padrdes de bandas das diferentes
amostras foram analisados através de comparacdo visual e classificados de acordo com os
critérios de Tenover e colaboradores (1995) e através da andlise automatizada com o

auxilio do sistema “Image Analisys System” empregando o programa “Molecular Analist
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Fingerprint Plus” versdo 1.6 (BioRad Laboratories, Hercules, California, EUA) e o
método de “Unweigthed Pair Group Method using Arithmetic Averages” (UPGMA) para

o calculo dos coeficientes de similaridade.
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4 RESULTADOS

4.1 Amostras bacterianas

Foram coletadas 146 amostras de S. aureus detectadas como resistentes a oxacilina
(ORSA) pelo sistema automatizado utilizado nos hospitais de origem (MicroScan Walk Away
96 ¢ Vitek Systems Inc.). Dessas, 112 foram isoladas no Hospital Naval Marcilio Dias
(HNMD), no periodo de junho de 2004 a outubro de 2005, e 34 foram isoladas no Hospital
Copa D’or, no periodo de outubro de 2006 a agosto de 2007. Excluindo as amostras multiplas
isoladas de um mesmo paciente, 100 amostras, 77 do HNMD e 23 do HCD, foram
selecionadas. As amostras foram oriundas de 98 pacientes, 76 do HNMD e 22 do HCD. Dois
pacientes, um de cada hospital, apresentaram infecgdes por amostras com diferentes perfis, e

dessa forma, ambas foram incluidas nas analises.

4.1.2 Caracteristicas gerais das amostras ORSA analisadas

Todas as amostras foram provenientes de pacientes internados nas dependéncias de
ambos os hospitais. Na Tabela 5 estdo descritos os diferentes sitios de isolamento e locais de
internacao, por hospital. Em geral, 46% das amostras foram isoladas de pacientes em unidades
de terapia intensiva. O sitio de isolamento mais freqiiente foi sangue (31%), seguido de
secrecdo traqueal (26%), secrecdes cutaneas (13%), secrecao de sitio cirurgico (7%), lavado
broncoalveolar (6%) e urina (6%). Cinco (5%) amostras foram detectadas a partir de “swab”

nasal. As seis (6%) amostras restantes foram isoladas de sitios diversos.

4.2 Susceptibilidade antimicrobiana

As 100 amostras incluidas no estudo foram avaliadas quanto a susceptibilidade a 15
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antimicrobianos pelo método de difusao a partir do disco, incluindo os discos de cefoxitina,
oxacilina e penicilina, utilizados para confirmacao da resisténcia aos -lactamicos.

A Tabela 6 apresenta os resultados de resisténcia antimicrobiana obtidos frente a nove
dos 15 antimicrobianos testados. Como todas as amostras apresentaram resisténcia a
cefoxitina, oxacilina e penicilina, e susceptibilidade a linezolida, teicoplanina e vancomicina,
estes antimicrobianos ndo foram incluidos na tabela. As maiores taxas de resisténcia foram
observadas para os antimicrobianos eritromicina (96%), ciprofloxacina (93%), clindamicina
(90%) e gentamicina (70%). Taxas intermediarias de resisténcia foram encontradas para
sulfametoxazol/trimetoprima (62%), tetraciclina (61%), cloranfenicol (59%) e rifampicina
(55%). A taxa de resisténcia a mupirocina foi a mais baixa (25%). A comparacdo entre as
taxas de resisténcia observadas para os dois hospitais avaliados demonstrou que nido houve
diferenca estatistica entre elas, exceto para cloranfenicol e mupirocina (p<0,05).

Seis (6%) amostras apresentaram susceptibilidade a clindamicina e resisténcia a
eritromicina, mas apenas uma (amostra 969) apresentou o fenotipo de resisténcia induzida,
detectada através do teste D.

A andlise do perfil de resisténcia de cada amostra ORSA frente a todos os
antimicrobianos utilizados mostrou 24 fenotipos diferentes a partir das 100 amostras
avaliadas (Tabela 7). Sessenta e quatro (64%) amostras foram resistentes a pelo seis de
doze antimicrobianos testados, ndo incluindo os B-lactamicos, sendo 62,3% entre amostras
do HNMD e 69,6% entre amostras do HCD. Resisténcia a no maximo quatro
antimicrobianos foi vista em 27% das amostras, 27,3% entre amostras do HNMD e 26,1%
entre amostras do HCD. Duas amostras, isoladas no HCD em 2007, apresentaram

resisténcia apenas aos -lactamicos.
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4.3 Concentracdo minima inibitéria (CMI) para oxacilina e vancomicina

As CMIs para oxacilina variaram de 8 pg/mL a maior que 256 pg/mL nas 100 amostras
ORSA analisadas, sendo 62 (62%) amostras inibidas frente a CMI igual ou superior a 256
ug/mL do antimicrobiano (Tabela 8). Contudo, 24% das amostras apresentaram sensibilidade
entre 8 e 64 pg/mL.

Correlagdo acentuada foi observada entre os fenotipos de susceptibilidade aos
antimicrobianos e as CMIs para oxacilina obtidos. Das 64 amostras resistentes a pelo menos
seis antimicrobianos, 58 (90,6%) apresentaram CMI para oxacilina maior ou igual a 256
ug/mL. Entre as 27 amostras com resisténcia a no maximo quatro antimicrobianos, 17 (63%)
foram inibidas em CMI entre 8 e 64 pg/mL, sete (25,9%) apresentaram CMI de 128 pg/mL e
apenas 3 (11,1%) foram inibidas em CMI de 256 ug/mL. Entre as 100 amostras ORSA
analisadas, as CMIs para vancomicina variaram de 0,5 a 2 pg/mL do antimicrobiano (Tabela
9). Oitenta e sete amostras apresentaram CMI de 1 ug/mL, 10 (10%) apresentaram CMI de 0,5
ug/mL e apenas trés (3%) amostras apresentaram CMI de 2 pg/mL. Destas trés amostras, uma
foi isolada no HNMD, em 2004, ¢ duas no HCD, em 2006 ¢ 2007. A amostra do HNMD
(559), isolada de liquido peritoneal, apresentou susceptibilidade a praticamente todos os
antimicrobianos, exceto cloranfenicol e eritromicina, com CMI para oxacilina de 16 pg/mL.
Entre as amostras isoladas no HCD, uma delas, a amostra 829, isolada em outubro de 2006, de
sangue, foi resistente a seis antimicrobianos e apresentou CMI para oxacilina de 256 pg/mL.
A outra amostra (970) isolada em fevereiro de 2007, de secrecdo traqueal, apresentou

resisténcia frente a sete antimicrobianos ¢ CMI para oxacilina de 64 ug/mL.

4.4 Tipagem do cassete estafilocdcico mec (SCCmec)
A andlise por PCR multiplex das 100 amostras ORSA demonstrou a presenca de

segmentos génicos compativeis com trés tipos de cassete mec II, III e IV (Figura 2). Entre as
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100 amostras avaliadas, nao foi possivel, inicialmente, determinar o tipo de SCCmec em 10
delas pela técnica de extragdo de DNA por lise térmica. Dessa forma, essas amostras foram
entdo submetidas a extracdo do DNA pela guanidina.

A Figura 3 mostra a distribuicao dos diferentes tipos de cassete mec nas 100 amostras
ORSA analisadas. O SCCmec tipo III foi o prevalente, observado em 61 (61%) amostras. O
SCCmec tipo IV foi encontrado em 24 (24%) amostras, enquanto o tipo II foi detectado em 15

(15%) delas. A prevaléncia destes trés tipos foi semelhante nos dois hospitais analisados.

4.4.1 Correlacdo entre o tipo de SCCmec, susceptibilidade aos antimicrobianos e CMIs
para oxacilina e vancomicina

A correlagdo entre o tipo de cassete mec presente, a susceptibilidade aos antimicrobianos
e as CMIs para oxacilina e vancomicina foi analisada para todas as 100 amostras ORSA. A
Tabela 10 mostra a correlacdo entre as taxas de susceptibilidade aos antimicrobianos e os tipos
SCCmec II, IIT e IV. As amostras SCCmec tipo III apresentaram sensibilidade, além da
vancomicina, teicoplanina e linezolida, apenas para mupirocina (88,5%), cloranfenicol
(34,4%), rifampicina (13,1%) e gentamicina (1,6%). Entre as 15 amostras SCCmec tipo II, foi
observada 100% de sensibilidade a rifampicina, sulfametoxazol/trimetoprima e tetraciclina. A
maior taxa de resisténcia a mupirocina (86,7%) foi observada entre essas amostras tipo II.
Entre as 24 amostras SCCmec tipo IV, foi observada sensibilidade a todas as classes de
antimicrobianos, tendo sido detectadas taxas elevadas para tetraciclina (100%),
sulfametoxazol/trimetoprima  (95,8%), rifampicina (91,7%), mupirocina (79,2%) e
gentamicina (75%). As menores taxas de susceptibilidade entre essas amostras foram
observadas para os antimicrobianos eritromicina (16,7%) ciprofloxacina (29,2%),
cloranfenicol (37,5%) e clindamicina (41,7%).

Na Figura 4 estdo apresentadas as CMIs para oxacilina de acordo com o tipo de cassete
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mec. Os resultados demonstram que 57 (93,4%) amostras SCCmec III apresentaram niveis
altos de resisténcia a esse antimicrobiano, com CMI igual ou superior a 256 pg/mL. Entre as
15 amostras SCCmec tipo II, 11 (73,3%) apresentaram CMI para oxacilina de 128 pg/mL ¢ 4
(26,7%) apresentaram CMI de 256 pg/mL. Entre as 24 amostras SCCmec tipo IV detectadas,
22 (91,7%) apresentaram CMI entre 8 ¢ 32 pg/mL de oxacilina. As duas amostras restantes

apresentaram CMIs de 64 e 256 pg/mL de oxacilina.

4.5 Analise do perfil de fragmentacdo do DNA cromossémico através da técnica de
PFGE

A diversidade genomica foi avaliada para 66 amostras ORSA através da técnica de
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) apds tratamento com a enzima de restrigao
Smal. Todas as amostras SCCmec tipos II (15 amostras) e IV (24) foram selecionados para
analise. Contudo, entre as 61 amostras tipo III, apenas 27 foram analisadas. Essas foram
selecionadas de acordo com a presenca de similaridades entre elas em relacdo a caracteristicas
fenotipicas e moleculares de resisténcia e de acordo com o periodo, o local e sitio de
isolamento. Sitios de isolamento de maior relevancia, como sangue, foram priorizados na
selecdo. Todas as amostras SCCmec tipos II e IV isoladas de um mesmo paciente
apresentaram o mesmo perfil genotipico. Os genotipos descritos foram designados por meio
de uma letra e as variagdes ou subtipos dentro do mesmo genotipo foram adicionados niimeros

subseqiientes.
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As Figuras 5 e 6 apresentam os perfis de fragmentagdo do DNA cromossdémico das
amostras SCCmec tipo III e SCCmec tipos IV e II, respectivamente. A Figura 7 mostra o
dendograma obtido por andlise computadorizada dos perfis apresentados. A amostra 968
(linha 12, Figura 5), embora caracterizada como SCCmec tipo II, foi incluida no gel referente
as amostras tipo III, devido ao perfil de fragmentagdo apresentado.

Um total de 31 perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico foi obtido nas 66
amostras ORSA analisadas, incluidos em 12 genétipos. Entre as 27 amostras SCCmec tipo 111
foram encontrados 13 perfis incluidos em 3 genotipos, designados como A, B e C. Dessas, as
24 (88,9%) amostras pertencentes ao genotipo A apresentaram cerca de 80% de similaridade
entre elas (Tabela 11).

As amostras SCCmec tipo IV apresentaram grande diversidade gendmica. Entre as 24
amostras desse tipo, foram observados 11 perfis de fragmentagdo, incluidos em 6 genotipos
(D, E, F, G, Hel). A Tabela 12 mostra a distribuicdo desses genotipos entre estas amostras. A
maioria das amostras (13; 54,2%) pertencia ao gendtipo F. Seis (25%) amostras pertenciam ao
genotipo designado como E. As outras cinco amostras foram pertencentes a quatro genotipos
diferentes (D, G, H e I).

As 18 amostras SCCmec tipo IV isoladas no HNMD apresentaram trés gendtipos
diferentes (D, E e F), sendo 12 (66,7%) pertencentes ao gendtipo F, subtipos F1, F2 e F3. Em
contrapartida, o HCD apresentou seis amostras SCCmec IV, cada uma de um gendtipo
diferente. Trés gendtipos foram encontrados em ambos os hospitais, D, E e F. A Figura 8
mostra a variagdo temporal dos gendtipos D, E e F entre as amostras SCCmec IV no HNMD.
Nos 16 meses de estudo, foram isoladas amostras SCCmec IV em nove deles. O genotipo F
foi observado em sete desses meses. No més de julho/2004, duas amostras, genotipos D e E,
foram isoladas, ¢ em seguida, em setembro, foi isolada uma amostra do genotipo F. Nos meses

de marco, abril e maio de 2005, cinco amostras tipo IV foram isoladas, trés delas pertencentes
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ao fenotipo E e duas ao gendtipo F. A partir de julho, até outubro, todas as amostras SCCmec
IV isoladas no HNMD pertenciam ao genotipo F e apenas uma ao genétipo E.

A Figura 9 mostra a distribuicdo temporal das amostras SCCmec IV no HCD, de acordo
com o genotipo. Cada uma das seis amostras isoladas apresentou um genoétipo diferente.

Entre as 15 amostras SCCmec tipo II, foram observados sete perfis de fragmentagao,
incluidos em apenas 3 genotipos, J, L e M. Dessas, 12 (80%) foram pertencentes ao mesmo
genotipo, designado como J. As outras trés amostras pertenciam a trés gendtipos diferentes, C,
subtipo C2, L e M (Tabela 13). A amostra 968 foi agrupada no gendtipo C por ter apresentado

similaridade com as amostras SCCmec tipo III (Tabela 11).

4.6 Correlacdo entre a presenca de genes codificadores de fatores de viruléncia,
caracteristicas fenotipicas e genotipicas e aspectos clinicos

Todas as amostras ORSA foram analisadas por PCR multiplex para detec¢ao dos genes
lukS-PV e IukF-PV, que codificam a PVL, e do gene hla, que codifica a a-hemolisina. Na
Figura 10 pode-se observar a presenca de um fragmento de 204 pb, compativel com a
presenca do gene hla, que foi encontrado em todas as amostras clinicas analisadas. A presen¢a
de um fragmento de 433 pb, compativel com a presenga dos genes lUKS-PV e lukF-PV, foi
observada em trés amostras, isoladas de trés pacientes, dois no HNMD, e um no HCD. Do
paciente internado no HCD, foram isoladas quatro amostras positivas para esses genes,
apresentando os mesmos perfis fenotipicos e genotipicos.

A Tabela 14 mostra as caracteristicas fenotipicas e moleculares das trés amostras
SCCmec tipo IV PVL positivas, além das caracteristicas clinicas associadas a esses pacientes.
As duas amostras do HNMD (584 e 559) foram isoladas em julho de 2004, de secregao de
polegar e liquido peritoneal, respectivamente, em diferentes enfermarias. Cada uma

apresentou um genotipo diferente (D e E). A amostra do HCD foi isolada em agosto de 2007,
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da enfermaria pediatrica. Todas as amostras apresentaram grande susceptibilidade
antimicrobiana, a pelo menos 10 dos 12 antimicrobianos testados, tendo um paciente
apresentado amostras com resisténcia apenas aos PB-lactamicos (paciente 3, HCD). Duas
amostras apresentaram CMI para oxacilina de 8 pug/mL e uma apresentou CMI 16 pg/mL.
Uma das amostras, isoladas no HNMD, apresentou CMI para vancomicina de 2 pg/mL,
enquanto as outras apresentaram CMI de 1 pg/mL. Todas as amostras PVL positivas
apresentaram o SCCmec tipo IV. Considerando apenas as 24 amostras SCCmec 1V, a
prevaléncia dos genes da PVL foi de 12,5%.

Uma das amostras, isoladas no HNMD de liquido peritoneal (559) foi isolada de um
paciente idoso, em hemodialise, com histérico de multiplas internacdes e, portanto, foi
classificada como de origem hospitalar. A amostra 584 foi isolada de um paciente de 32 anos,
internado com furunculose e celulite em polegar direito. A amostra isolada do paciente no
HCD foi isolada de uma crianga. As infec¢des adquiridas por esses dois ultimos pacientes
foram classificadas como comunitarias pelo Servico de Controle de Infec¢do Hospitalar dos

hospitais de origem.



Tabela 5: Caracteristicas gerais das 100 amostras ORSA analisadas no presente estudo

Hospital N° de amostras N° de Local de internagéo Sitio de isolamento
isoladas pacientes (N° de amostras; %) (N° de amostras; %)
Sangue (28; 36,4%)
Secrecdo traqueal (18; 23,4%)
Hospital Naval Marcilio Dias 77 76 UTI (20; 26%) Secregdes cutaneas (11; 14,3%)
(HNMD) Ul (7; 9,1%) Secrecdo de sitio cirurgico (7; 9%)
UC (4; 5,2%) Urina (6; 7,8%)
Enfermarias (46; 59,7%) “Swab” nasal (2; 2,6%)
Outros (5; 6,5%)
Secrecdo traqueal (8; 34,8%)
Hospital Copa D’or 23 22 UTI (12; 52,2%) Lavado broncoalveolar (6; 26,1%)

(HCD)

UTSI (3; 13%)

Enfermarias (8; 34,8%)

Sangue (3; 13%)
“Swab” nasal (3; 13%)
Secregdes cutaneas (2; 8,7%)
Outros (1; 4,4%)

UTI — Unidade de Terapia Intensiva; Ul — Unidade Intermediéria;

UC - Unidade Coronariana; UTSI — Unidade de Terapia Semi-Intensiva

50
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Tabela 6: Percentual de resisténcia aos antimicrobianos de acordo com o teste de difusdo a
partir do disco em 100 amostras ORSA isoladas nos hospitais Naval Marcilio Dias e Copa
D’or.

Numero (%) de amostras resistentes

Antimicrobiano*

HNMD HCD Total
Ciprofloxacina 73 (94,8) 20 (87) 93 (93)
Clindamicina 71(92,2) 19 (82,6) 90 (90)
Cloranfenicol 51(66,2) 8 (34,8) 59 (59)
Eritromicina 75 (97,4) 21 (91,3) 96 (96)
Gentamicina 52 (67,5) 18 (78,3) 70 (70)
Mupirocina 24 (31,2) 1(4,3) 25 (25)
Rifampicina 43 (55,8) 12 (52,2) 55 (55)
Sulfametoxazol/ Trimetoprima 46 (59,7) 16 (69,6) 62 (62)
Tetraciclina 46 (59,7) 15 (65,2) 61 (61)

Total 77 23 100

HNMD: Hospital Naval Marcilio Dias; HCD: Hospital Copa D’or; * Exceto B-lactamicos
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Tabela 7: Fenotipos de resisténcia apresentados pelas 100 amostras ORSA analisadas

, N° de . A o
Hospital Perfil de resisténcia aos antimicrobianos® (n° de amostras)
amostras

HNMD 77 CIP, CLL CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET (26)
CIP, CLL ERIL, MUP (9)
CIP, CLL ERI, GEN, RIF, SFT, TET (7)
CIP, CLI, CLO, ERI (6)
CIP, CLL ERI, GEN, MUP, RIF, SFT, TET (5)
CIP, CLL CLO, ERI, GEN, SFT, TET (5)
CIP, CLI, CLO, ERI, MUP (5)
CIP, CLL, CLO, ERI, GEN, MUP, RIF, SFT, TET (2)
CIP, CLL CLO, ERI, GEN, MUP (2)
CIP, CLI CLO, ERI, GEN (2)
CIP, CLL ERI, RIF, SFT, TET (1)
CIP, CLL ERI, GEN, MUP (1)
CIP, ERI, RIF (1)
ERI, GEN, RIF (1)
CLO, ERI (2)
CIP, CLO (1)
GEN (1)

HCD 23 CIP, CLL CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET (6)
CIP, CLL ERI, GEN, RIF, SFT, TET (6)
CIP, CLL ERI, GEN, SFT, TET (2)

CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, SFT, TET (1)
CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, SFT (1)
CIP, CLL ERI, GEN, MUP (1)
CIP, CLL ERI, GEN (1)
CIP, CLL ERI (1)
CIP, ERI (1)
ERI (1)
-*(2)

HNMD - Hospital Naval Marcilio Dias; HCD - Hospital Copa D'or; * Exceto P - lactdmicos; Antimicrobianos testados: CIP -
ciprofloxacino; CLI- clindamicina; CLO- cloranfenicol; ERI- eritromicina; GEN - gentamicina; LIN - linezolida; MUP -
mupirocina; PEN - penicilina; RIF - rifampicina; SFT- sulfametoxazol/trimetoprima; TEI - teicoplanina; *Resisténcia
apenas aos B - lactdmicos
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Tabela 8: Concentragdo minima inibitdria para oxacilina observada para as 100 amostras

ORSA analisadas

‘ 0
CMI para oxacilina Numero (%) de amostras

(ug/mL)

HNMD HCD Total

8 3(3,9) 3(13,1) 6 (6)

16 2(2,6) ) 2(2)
32 13 (16,9) 1 (4.3) 14 (14)

64 ) 2(8,7) 2(2)
128 12 (15,6) 2(8,7) 14 (14)
>256 47 (61) 15 (65,2) 62 (62)

Total 77 23 100

CMI: concentracdo minima inibitéria; HNMD: Hospital Naval Marcilio Dias; HCD: Hospital Copa

D’or; (-) nenhuma amostra encontrada
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Tabela 9: Concentracdo minima inibitoria para vancomicina observada para as 100 amostras
ORSA analisadas

- Numero (%) de amostras
CMI para vancomicina

(Hg/mL)
HNMD HCD Total
0,5 5 (6,5) 5 (21,8) 10 (10)
1 71(92,2) 16 (69,5) 87 (87)
2 1(1,3) 2(8,7) 3(3)
Total 77 23 100

CMI: concentragdo minima inibitéria; HNMD: Hospital Naval Marcilio Dias; HCD: Hospital Copa D’or



Tabela 10: Taxas de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentadas pelas 100 amostras
ORSA avaliadas em relacdo aos tipos de SCCmec

Numero (%) de amostras

Antimicrobianos*
SCCmec 11 (61) SCCmec II (15) SCCmec 1V (24)

Ciprofloxacina 0 0 7(29,2)
Clindamicina 0 0 10 (41,7)
Cloranfenicol 21 (34,4) 11 (73,3) 9(37,5)
Eritromicina 0 0 4 (16,7)
Gentamicina 1(1,6) 11 (73,3) 18 (75)

Mupirocina 54 (88,5) 2(13,3) 19 (79,2)
Rifampicina 8 (13,1) 15 (100) 22 (91,7)
Sulfametoxazol/ Trimetoprima 0 15 (100) 23 (95,8)
Tetraciclina 0 15 (100) 24 (100)

* Exceto B-lactdmicos; Antimicrobianostestados: CIP - ciprofloxacino; CLI - clindamicina; CLO -
cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina; LIN - linezolida; MUP - mupirocina; PEN -
penicilina; RIF- rifampicina; SFT - sulfametoxazol/ trimetoprima; TEI - teicoplanin



Tabela 11: Caracteristicas das 27 amostras ORSA SCCmec tipo III analisadas por PFGE

Hospital (N’ de  N° da Amostra Data Sitio de isolamento Local de internagao Perfil de Resisténcid Oxacilina CMI  Vancomicina ~ Gendtipo  Clonalidade
amostras) (ng/mL) CMI (png/mL) (PFGE)
HNMD (21) 581 03/06/04 secregdo traqueal UTI CIP, CLI ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A6 Brasileiro
842 05/07/04 secre¢do traqueal UTI CIP, CLL CLO, ERI, GEN, SFT, TET 256 1 A2 Brasileiro
588 02/08/04 sangue Ul CIP, CLL CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A8 Brasileiro
824 03/08/04 swab nasal 10° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A3 Brasileiro
591 04/08/04 sangue 10° andar CIP, CLL CLO, ERI, GEN, SFT, TET 256 1 A3 Brasileiro
592 05/08/04 secregdo cutdnea 9° andar CIP, CLIL, ERI, GEN, RIF, SFT, TET >256 1 A4 Brasileiro
674 16/08/04 sangue UTI CIP, CLL CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET >256 1 A2 Brasileiro
678 25/08/04 sangue 10° andar CIP, CLL CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET >256 1 A5 Brasileiro
647 03/09/04 secregdo cutanea 8° andar CIP, CLL ERL GEN, MUP, RIF, SFT, TET 256 1 A3 Brasileiro
648 07/09/04 sangue DIP CIP, CLL, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 128 1 A7 Brasileiro
650 13/09/04 secre¢do cutdnea uc CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET >256 1 A4 Brasileiro
651 17/09/04 sangue Ul CIP, CLI, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 Al Brasileiro
676 09/10/04 sangue 10° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 Bl -
556 22/12/04 liquor UTI CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A2 Brasileiro
682 27/12/04 sangue 10° andar CIP, CLL CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A2 Brasileiro
767 26/01/05 secre¢do de sitio cirirgico UTI CIP, CLL ERL GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A4 Brasileiro
831 28/01/05 sangue UTI CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET >256 1 A4 Brasileiro
845 02/06/05 sangue Emergéncia CIP, CLI, ERI, GEN, MUP, RIF, SFT, TET 256 1 A6 Brasileiro
848 25/06/05 ponta de cateter Ul CIP, CLI, ERI, GEN, MUP, RIF, SFT, TET 256 1 A10 Brasileiro
850 04/07/05 sangue UTI CIP, CLI, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A4 Brasileiro
853 14/07/05 sangue 10° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 A4 Brasileiro
HCD (6) 830 20/10/06 secregdo cutanea 6° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 256 1 B2 -
959 09/12/06 sangue UTI Cardio CIP, CLI, ERI, GEN, RIF, SFT, TET 128 1 A5 Brasileiro
970 04/02/07 secregdo traqueal UTSI CIP, CLL ERI, GEN, RIF, SFT, TET 64 2 Cl1 -
1006 03/08/07 swab nasal 9° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, SFT, TET 256 1 A9 Brasileiro
1010 19/08/07 secre¢do traqueal UPO CIP, CLL ERL GEN, SFT, TET 256 1 A5 Brasileiro
1014 30/08/07 sangue UTI Cardio CIP, CLI, ERI, GEN, SFT, TET 128 1 A4 Brasileiro

HNMD - Hospital Naval Marcilio Dias; HCD - Hospital Copa D'or; * Exceto B-lactimicos; ® SANTOS et al ., 1999; Antimicrobianos testados: CIP - ciprofloxacino; CLI - clindamicina; CLO -cloranfenicol; ERI -
eritromicina; GEN - gentamicina; LIN - linezolida; MUP - mupirocina; PEN - penicilina; RIF- rifampicina; SFT- sulfametoxazol/trimetoprima; TEI - teicoplanina; DIP - Doengas Infecto-Parasitarias; UC - Unidade
Coronariana; UI - Unidade Intermediaria; UTI - Unidade de Terapia Intensiva; UTSI - Unidade de Terapia Semi-Intensiva; UPO - Unidade Pos - Operatério; UTI Cardio - Unidade de Terapia Intensiva Cardiologica



Tabela 12: Caracteristicas das 24 amostras ORSA SCCmec tipo IV analisadas por PFGE

Hospital (N N° da Amostra Data Sitio de isolamento Local de internagdo Perfil de Resisténcid Oxacilina Vancomicina ~ Genétipo  Clonalidade®

de amostras) CMI (ng/mL) CMI (pg/mL) (PFGE)

HNMD (18) 584° 15/07/04 secregdo polegar direito 8° andar GEN 8 1 D1 Oceania
559° 22/07/04 liquido peritoneal Dialise CLO, ERI 16 2 El USAS800
833 13/09/04 urina 10° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, MUP 32 1 F3 USA400
677 10/03/05 secregdo de protese de quadril 8° andar CIP, ERI, RIF 8 1 E2 USAS800
771 25/04/05 sangue 8° andar CIP, CLI, CLO, ERI, MUP 32 1 Fl1 USA400
780 07/05/05 secregdo traqueal 9° andar CLO, ERI 16 1 El USAS800
772 19/05/05 sangue Imuno CIP, CLI, ERI, MUP 32 1 Fl1 USA400
773 22/05/05 secregdo traqueal UTI CIP, CLI, CLO, ERI 8 1 El USAS800
852 05/07/05 secregdo traqueal ucC CIP, CLI, CLO, ERI, MUP 32 1 F1 USA400
856 10/08/05 sangue UTI CIP, CLI, CLO, ERI 32 1 Fl1 USA400
859 15/08/05 secregdo de sitio cirurgico 6° andar ERI, GEN, RIF 32 1 El USA800
861 30/08/05 sangue 10° andar CIP, CLI, CLO, ERI, MUP 32 1 Fl1 USA400
862 31/08/05 sangue Ul CIP, CLI, CLO, ERI, GEN 32 1 Fl1 USA400
922 03/09/05 sangue UTI CIP, CLI, CLO, ERI 32 1 Fl1 USA400
923 06/09/05 secregdo de sitio cirurgico 9° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN 32 1 F3 USA400
919 21/09/05 urina 10° andar CIP, CLI, CLO, ERI 32 1 Fl1 USA400
920 28/09/05 liquido pleural ucC CIP, CLO 32 1 F2 USA400
915 24/10/05 urina 10° andar CIP, CLL CLO, ERI 32 1 F2 USA400

HCD (6) 829 30/10/06 sangue 6° andar CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, SFT 256 2 I -

1003 28/03/07 swab nasal UTI Cardio CIP, CLI, ERI 8 0,5 Fl1 USA400
969 25/04/07 lavado broncoalveolar UPO ERI 8 0,5 H -
1007 27/07/07 secregdo traqueal UTI Cardio CIP, ERI 64 0,5 G EMRSA-15
1008 04/08/07 lavado broncoalveolar 10° andar (-) 32 1 E3 USA800
1013¢ 24/08/07 secregdo de tibia Pediatria (-) 8 1 D2 Oceania

HNMD-Hospital Naval Marcilio Dias;HCD-Hospital Copa D'or; a Exceto B-lactimicos; b MCDOUGAL et al., 2003; GOSBELL et al., 2006; © Amostras positivas para os genes da PVL;
Antimicrobianos testados: CIP- ciprofloxacina; CLI - clindamicina; CLO - cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina; LIN - linezolida; MUP- mupirocina; PEN - penicilina; RIF -
rifampicina; SFT- sulfametoxazol/trimetoprima; TEI - teicoplanina; Imuno - Unidade de Imunocomprometidos; UC-Unidade Coronariana; UI -Unidade Intermediaria; UTI - Unidade de Terapia
Intensiva; UTSI - Unidade de Terapia Semi - Intensiva; UPO - Unidade Pos - Operatorio; UTI - Cardio Unidade de Terapia Intensiva Cardiologica



Tabela 13: Caracteristicas das 15 amostras ORSA SCCmec tipo II analisadas por PFGE

Hospital (N°  N° da Data Sitio de isolamento Local de internagao Perfil de Resisténcia® Oxacilina ~ Vancomicina ~ Gendtipo  (Conalidade’

de amostras)  Amostra CMI (ugmL) CMI (pg/mL)  (PFGE)

HNMD (13) 649  08/09/04 sangue 10° andar CIP, CLI, ERI, MUP 128 0,5 I USAS800
557 10/09/04  secrecdo sitio cirurgico 8° andar CIP, CLI, ERI, MUP 128 1 J1 USA800
655  27/10/04 sangue Ul CIP, CLI, CLO, ERI, MUP 128 0,5 Bl USAS800
659 10/11/04 secre¢do traqueal UTI CIP, CLI, ERI, MUP 128 0,5 J2 USAS800
555 19/11/04 urina 9° andar CIP, CLI, ERI, MUP 128 1 I USAS800
663  01/12/04 sangue 9° andar CIP, CLI, ERI, MUP 128 0,5 I USAS800
554 02/12/04 secre¢do cutanea UTI CIP, CLI, ERI, MUP 256 1 J3 USA100
670  11/01/05 secre¢do Ossea 8° andar CIP, CLI, ERI, GEN, MUP 128 1 I USAS800
840 15/01/05 secre¢do traqueal UTI CIP, CLI, ERI, MUP 128 1 M USA200
913 14/02/05 secregdo de sitio cirtirgico Emergéncia CIP, CLI, CLO, ERI, MUP 128 1 J1 USAS800
769  22/04/05 sangue 9° andar CIP, CLI, ERI, MUP 128 1 J4 USA100
843 18/05/05 secre¢do traqueal UTI CIP, CLI, CLO, ERI 256 1 L USA600
881 24/06/05 secregdo de sitio cirirgico  Centro Cirurgico  CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, MUP 128 1 J1 USAS800

HCD (2) 838  22/10/06  lavado broncoalveolar UTI CIP, CLI, ERI, GEN, MUP 256 1 J4 USA100

968  19/04/07 swab nasal 10° andar CIP, CLI, ERI, GEN 256 1 C2 -

HNMD - Hospital Naval Marcilio Dias; HCD - Hospital Copa D'or; * Exceto B-lactdimicos; " MCDOUGALet al. , 2003; Antimicrobianos testados: CIP- ciprofloxacino; CLI - clindamicina; CLO -
cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina; LIN - linezolida; MUP - mupirocina; PEN - penicilina; RIF - rifampicina; SFT-sulfametoxazol/trimetoprima; TEI -teicoplanina; UC -
Unidade Coronariana; Ul - Unidade Intermediaria; UTI - Unidade de Terapia Intensiva; UTSI - Unidade de Terapia Semi-Intensiva; UPO - Unidade Po6s - Operatorio; UTI Cardio -Unidade de
Terapia Intensiva Cardiologica



Tabela 14: Caracteristicas das amostras ORSA SCCmec tipo IV positivas para os genes da PVI

Paciente / Idade/ Localde Fatores de risco Tipode Amostra Sitio de Data de Perfil de

Oxacilina CMI Vancomicina Genotipo  Clonalidade’
Hospital ~ Sexo Internagao Infecgdo

isolamento isolamento Resisténcia® (png/mL) CMI (pg/mL) (PFGE)

I/HNMD 32M 8 andar Nio IC 584 Secreg‘i’;ﬁ glegar 15/07/04 GEN 8 1 DI Oceania
Hospitalizagdo prévia USA 800
2/HNMD 61/M  Dialise Antibioticoterapia IH 559 liquido peritoneal  22/07/04 CLO, ERI 16 2 El o
(o1 (Clone Pediatrico)
Hemodialise
3/HCD* &M  Pediatria Nao IC 1013 secrecdo de tibia  15/08/07 (-) 8 1 D2 Oceania

HNMD - Hospital Naval Marcilio Dias; HCD - Hospital Copa D'or; IC - infecgdio comunitéria; TH - infecgdo hospitalar ; * Exceto p-lactimicos; "MCDOUGAL et al. ,2003; GOSBELL et al .,

2006; Antimicrobianostestados: CIP - ciprofloxacina; CLI - clindamicina;CLO - cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina;LLIN - linezolida; MUP - mupirocina; PEN -penicilina;

RIF - rifampicina; SFT- sulfametoxazol/trimetoprima; TEI - teicoplanina;* Paciente apresentou mais trés amostras clinicas positivas para a PVL, isoladas de sague, secre¢do de sitio cirurgico
e fragmento 6sseo.
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos dos genes que
codificam os diferentes tipos de SCCmec em amostras ORSA. Linha 1:
Padrdo de peso molecular (100 pb DNA ladder); Linha 2: Amostra
controle ORSA SCCmec tipo Il; Linha 3: Amostra controle ORSA
SCCmec tipo 1V; Linha 4: Amostra controle ORSA SCCmec tipo lI;
Linhas 5, 6, 7, 11 e 12: Amostras clinicas SCCmec tipo Il; Linhas 8, 9:
Amostras clinicas SCCmec tipo IV; Linha 10: Amostra clinica SCCmec
tipo I11.
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A
24,0%
m SCCmecll
m  SCCmec Il
m SCCmec IV
61,0% 15.0%
HNMD + HCD (100 amostras)
B C
m SCCmec Il
23,4% 26,1%
m SCCmec Il
m SCCmec IV 1% m SCCmecll
m SCCmec Il
16,9%
m SCCmec IV
59,7% 0
HNMD (77 amostras) 65,2% HCD (23 amostras)

Figura 3: Distribui¢do dos tipos de SCCmec entre as amostras analisadas. A: Distribuicdo dos
diferentes tipos de SCCmec entre as 100 amostras ORSA analisadas. B: Distribui¢do dos diferentes
tipos de SCCmec entre as 77 amostras ORSA analisadas isoladas no HNMD (Hospital Naval

Marcilio Dias). C: Distribuicdo dos diferentes tipos de SCCmec entre as 23 amostras ORSA
analisadas isoladas no HCD (Hospital Copa D’or).
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Figura 4: Distribuicdo da CMI para oxacilina de acordo com o tipo de SCCmec nas
100 amostras ORSA avaliadas
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Figura 5: Perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico
obtidos apos digestdo com a enzima Smal e separagéo por
PFGE de amostras ORSA SCCmec tipo Il isoladas no
HNMD e HCD. Linhas 1 e 15: Padrdo de peso molecular;
Linhas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 12: Amostras clinicas
representativas do genotipo A (651, 591, 556, 1014, 648,
588, 1006, 1010, 845 e 848); Linhas 11 e 16: Amostras
clinicas representativas do genétipo B (676 e 830); Linhas
13 e 14: Amostras clinicas representativas do genotipo C
(968 e 970).

Figura 6: Perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico obtidos
apos digestdo com a enzima Smal e separagdo por PFGE de amostras
ORSA SCCmec tipos IV (Linhas 2 a 12) e SCCmec Il (Linhas 14 a
19) isoladas no HNMD e HCD. Linhas 1, 13 e 20: Padréo de peso
molecular; Linhas 2 e 3: Amostras clinicas representativas do
gendtipo D (amostras 1013 e 584); Linhas 4, 5 e 6: Amostras clinicas
representativas do genétipo E (559, 780 e 1008); Linhas 7, 8 e 9:
Amostras clinicas representativas do genétipo F (862, 920 e 863);
Linha 10: Amostra clinica do genotipo H (969); Linha 11: Amostra
clinica do genétipo G (1007); Linha 12: Amostra clinica do genotipo
I (829); Linhas 14, 15, 16 e 17: Amostras clinicas representativa do
gendtipo J (557, 659, 769 e 554); Linha 18: Amostra clinica do
gendtipo L (843); Linha 19: Amostra clinica do genétipo M (840).
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Figura 7: Dendograma obtido por analise computadorizada dos perfis apresentados nas Figuras 5 e 6
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Figura 8: Distribuicdo temporal das amostras ORSA SCCmec IV no HNMD de acordo com 0s
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Figura 9: Distribuicdo temporal das amostras ORSA SCCmec IV no HCD de acordo com 0s

diferentes genétipos
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<+— 433 pb (genes pvl)

<+— 204 pb (gene hla)

Figura 10 — Eletroforese em gel de
agarose dos fragmentos de 204 pb, do
gene hla e de 433 pb, dos genes lukS-PV
e lukF-PV, amplificados pela técnica de
PCR multiplex em amostras de
Staphylococcus aureus resistentes a
oxacilina. Linha 1: Padrdo de peso
molecular (100 pb ladder); Linha 2:
Amostra controle de S. aureus HLA e
PVL positiva; Linhas 3, 4 e 5: Amostras
clinicas 559, 584 e 1013 HLA e PVL
positivas; Linha 6: Amostra controle de
S. aureus HLA positiva PVL negativa;
Linha 7: Amostra controle de S.
epidermidis HLA negativa PVL negativa;
Linha 8: controle negativo da PCR.
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5 DISCUSSAO

Staphylococcus aureus estdo entre os agentes mais isolados de infecgdes hospitalares
em todo o mundo (ARCHER, 1998). O cenéario tem se agravado devido ao aumento nas
taxas de resisténcia aos antimicrobianos, em especial a oxacilina, farmaco de escolha para
o tratamento de infecgdes causadas por este patogeno (LOWY, 1998). Dados de diversas
localidades demonstram que as taxas de resisténcia a esse antimicrobiano t€ém aumentado
significativamente, seja em regides desenvolvidas, como Estados Unidos (NNIS, 2004) ¢
paises da Europa (EARSS, 2005), como em regides em desenvolvimento, como os paises
da América Latina (DIEKEMA et al., 2001). No Brasil, as taxas de resisténcia a oxacilina
em S. aureus estao proximas de 50% (SADER et al., 2004).

A resisténcia a oxacilina ¢ mediada pela expressdo de uma proteina, denominada
PBP 2’, com fraca afinidade pelos antimicrobianos B-lactamicos (CHAMBERS, 1993).
Essa proteina ¢ codificada pelo gene mecA, que se encontra inserido em um cassete
cromossomico, SCCmec. Esse cassete também pode apresentar segmentos de DNA
associados, como transposons ¢ plasmideos, e genes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos (KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000; ITO et al., 2003). Devido a
pressdo seletiva ocasionada pelo uso continuo e indiscriminado de diversos
antimicrobianos, o SCCmec foi agrupando cada vez mais determinantes de resisténcia a
diversas classes de drogas. Dessa forma, uma vez adquirido esse cassete, as amostras
ORSA podem se tornar resistentes a praticamente todos os antimicrobianos utilizados na
terapéutica. A analise de amostras ORSA isoladas de diversas localidades, incluindo a
América Latina, demonstra que a ocorréncia de resisténcia a multiplos antimicrobianos ¢

comum entre elas (DIEKEMA et al., 2001). Amostras ORSA isoladas dos Estados Unidos
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sdo resistentes, em média, a trés classes de antimicrobianos, além dos P-lactamicos.
Holmes & Jorgensen (2008), analisando amostras ORSA de bacteriemias, isoladas em um
hospital americano entre 1999 e 2006, demonstraram que as amostras apresentavam taxas
mais elevadas de resisténcia a eritromicina, ciprofloxacina e clindamicina. Dados europeus
demonstram que, em geral, a resisténcia a oxacilina esta associada a resisténcia cruzada as
quinolonas, aminoglicosideos e macrolideos (FLUIT et al., 2000). Um estudo conduzido
por Teixeira e colaboradores, em 1995, analisando amostras ORSA isoladas de diversas
regides do Brasil, demonstrou que 70% delas eram resistentes a pelo menos nove classes
antimicrobianos, incluindo os B-lactimicos. Sadoyama & Gontijo Filho (2000) também
mostraram que mais de 90% das amostras ORSA isoladas em um hospital de Uberlandia
eram resistentes a pelo menos oito classes de antimicrobianos. No presente estudo, foram
analisadas 100 amostras ORSA, isoladas de dois hospitais da cidade do Rio de Janeiro,
frente a 12 antimicrobianos, além dos B-lactamicos. Os resultados demonstraram taxas de
resisténcia superiores a 90% para os antimicrobianos eritromicina, ciprofloxacina,
clindamicina e gentamicina, confirmando os dados observados anteriormente. Taxas
intermediarias foram verificadas para sulfametoxazol/trimetoprima, tetraciclina,
cloranfenicol e rifampicina. A andlise global mostrou que 64% das amostras ORSA
apresentaram resisténcia a pelo menos seis dos 12 antimicrobianos, além de resisténcia aos
B-lactamicos, sendo 62,3% entre amostras do HNMD e 69,6% entre amostras do HCD.
Esses resultados estdo de acordo com dados do programa SENTRY que mostram que
amostras ORSA brasileiras apresentam resisténcia, em média, a seis classes de
antimicrobianos (DIEKEMA et al., 2001).

Em contrapartida, o presente estudo também demonstrou que 27% das amostras
ORSA apresentaram resisténcia a no maximo quatro antimicrobianos, 27,3% entre

amostras do HNMD e 26,1% entre amostras do HCD, sendo duas delas resistentes apenas
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aos B-lactamicos. Nos ultimos anos, amostras ORSA hospitalares com perfil aumentado de
susceptibilidade aos antimicrobianos foram caracterizadas em varios paises, demonstrando
que tem havido uma emergéncia de novos perfis de susceptibilidade entre estas amostras
(NAIMI et al., 2001; VANDENESCH et al., 2003; RIBEIRO et al., 2007; NINMO et al.,
2006; TENOVER et al., 2006; ROSSNEY et al., 2007).

Seis tipos de SCCmec foram descritos até o momento (ITO et al., 2003; OLIVEIRA,
MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006). Amostras carreando o cassete mec tipo I foram
prevalentes nas primeiras amostras ORSA isoladas na década de 60 e geralmente se
apresentavam resistentes apenas aos B-lactimicos (CRISOSTOMO et al., 2001), enquanto
os SCCmec tipos II e III sdo cassetes que carreiam diversos determinantes de resisténcia a
outras classes de antimicrobianos e estdo associados a amostras multirresistentes de origem
hospitalar (ITO et al., 2001; ITO et al., 2003). No Brasil, estudos apontam a prevaléncia de
amostras ORSA SCCmec III nos hospitais (AMARAL et al., 2005; VIVONI et al., 2006;
DE MIRANDA et al., 2007), resultados também verificados no presente estudo, que
mostrou a prevaléncia desse cassete em 61% das amostras isoladas nos dois hospitais do
Rio de Janeiro.

Ao contrario do observado em hospitais da América Latina ¢ em alguns paises da
Europa para amostras tipo III (AIRES DE SOUZA et al., 2001), nos hospitais dos Estados
Unidos (MCDOUGAL et al., 2003; KILIC et al, 2006), Japao e Coréia (KO et al., 2005)
amostras carreando o SCCmec tipo II sdo prevalentes. No Brasil, apenas um estudo,
conduzido por De Miranda e colaboradores (2007), apontou a presenga de uma amostra
carreando o SCCmec tipo II, isolada de um hospital universitario do Rio de Janeiro, em
2005. Outro estudo, realizado por Mombach Pinheiro Machado e colaboradores (2007),
mostrou apenas 3% de amostras SCCmec tipo II em um hospital de Porto Alegre, RS,

porém entre amostras de estafilococos coagulase-negativos. No presente estudo foram
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observadas 15 (15%) amostras carreando esse cassete, 13 isoladas no HNMD, em 2004 e
2005, e duas no HCD, isoladas em 2006 e 2007. E provavel que esse grande nimero de
amostras ORSA tipo II detectado nos hospitais avaliados, seja decorrente do perfil de
estudo utilizado, que avaliou a prevaléncia de amostras ORSA hospitalares. Além disso, os
percentuais podem refletir o tipo de institui¢do avaliada e o perfil de pacientes atendidos.

Amostras carreando os SCCmec tipos IV e V foram inicialmente associadas a
infecgdes de origem comunitaria. No entanto, diversos estudos apontam a emergéncia de
amostras SCCmec tipo IV em hospitais, inclusive no Brasil (TRINDADE et al., 2005;
GONZALEZ et al., 2006; SEYBOLD et al., 2006). Um estudo conduzido por Vivoni ¢
colaboradores (2006), analisando 34 amostras ORSA, detectadas entre 1999 e 2000, em
um hospital universitario do Rio de Janeiro, encontrou duas (5,9%) amostras SCCmec tipo
IV naquela institui¢do. Recentemente, De Miranda e colaboradores (2007), ao avaliarem
38 amostras ORSA, isoladas em um hospital pediatrico do Rio de Janeiro, em 2005,
encontraram um percentual semelhante, com apenas 5,3% de amostras tipo IV. No
presente estudo, 24 amostras ORSA, 75% (18 amostras) delas isoladas no HNMD, entre
2004 e 2005, e 25% (6 amostras) no HCD, entre 2006 e 2007, continham esse cassete,
numeros significativamente maiores do que aqueles encontrados nos estudos anteriores.
Contudo, ¢ possivel que o tipo de hospital e de paciente envolvido, assim como a analise
de amostras através de um estudo de prevaléncia, ja justificado no paragrafo anterior, com
coleta continua de amostras, tenha favorecido uma melhor caracterizacdo dessas taxas.
Trindade e colaboradores, em 2005, também realizaram um estudo de prevaléncia de tipos
SCCmec, porém apenas em amostras ORSA ndo multirresistentes oriundas de
bacteriemias, e encontraram 12,6% de amostras tipo IV em um hospital de Sao Paulo.

A correlagdo entre o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das amostras ORSA

avaliadas no presente estudo com o tipo de SCCmec detectado mostrou que as amostras
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tipo III apresentaram susceptibilidade apenas a poucas classes de antimicrobianos, além da
vancomicina, teicoplanina e linezolida. Esses resultados também foram observados para
amostras ORSA tipo III avaliadas em estudos anteriores (KIM et al., 2006; VIVONI et al.,
2006; AMORIM et al., 2007). Outros estudos tém demonstrado que amostras ORSA tipo II
apresentam niveis intermedidrios de susceptibilidade, quando comparadas as amostras
SCCmec III (KIM et al., 2006; MORONEY et al., 2007). Em nosso estudo, a analise das
15 amostras SCCmec tipo II detectadas mostrou resultados semelhantes. Ao contrario das
amostras tipo III, essas apresentaram 100% de susceptibilidade a rifampicina,
sulfametoxazol/ trimetoprima e tetraciclina. Contudo, a taxa de resisténcia a mupirocina
(86,7%) foi a maior observada para este antimicrobiano entre todas as amostras ORSA
avaliadas no presente estudo. Esse fato é de grande importancia, visto que a mupirocina &,
normalmente, utilizado na descolonizagdo nasal de pacientes hospitalizados portadores de
amostras ORSA (GIAMBIAGI DEMARVAL, DOS SANTOS & BASTOS, 2005).

Entre as 24 amostras SCCmec tipo IV analisadas, foram observadas taxas elevadas de
susceptibilidade aos antimicrobianos em geral, incluindo gentamicina, rifampicina,
sulfametoxazol/trimetoprima, tetraciclina e mupirocina. Taxas intermedidrias foram
encontradas para eritromicina, ciprofloxacina, cloranfenicol e clindamicina. Esses
resultados confirmam dados anteriores, que demonstram que as amostras SCCmec IV
apresentam altas taxas de susceptibilidade a grande parte das classes de antimicrobianos
disponiveis (KILIC et al., 2006; MORONEY et al., 2007).

Apesar de amostras SCCmec IV ndo apresentarem um perfil de multirresisténcia,
como apresentado pelas amostras tipo 111, a aquisi¢do de determinantes de resisténcia pode
ocorrer como conseqiiéncia da pressdo seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos.
Nesse estudo, duas amostras SCCmec tipo IV, 833 e 829, isoladas no HNMD e HCD,

respectivamente, apresentaram resisténcia a seis classes de antimicrobianos, além dos f-
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lactamicos, tendo a amostra 829  apresentado resisténcia inclusive a
sulfametoxazol/trimetoprima, fato ndo observado nem entre amostras tipo II, e CMI para
oxacilina de 256 pg/mL. Amostras tipo IV resistentes a pelo menos trés classes de
antimicrobianos, além dos B-lactdmicos, ja tém sido observadas na literatura (AIRES DE
SOUZA & DE LENCASTRE, 2003). Boyle-Vavra e colaboradores (2005) encontraram
cerca de 60% de amostras ORSA SCCmec tipo IV e V resistentes a quatro ou mais classes
de antimicrobianos, excetuando os antimicrobianos -lactdmicos.

Diversos estudos apontam correlagdo importante entre amostras ndo multirresistentes
SCCmec tipo IV e os niveis de resisténcia a oxacilina, demonstrando que grande parte
delas apresenta baixos niveis de resisténcia a este antimicrobiano, com CMIs variando de 4
a 64 ug/mL (OKUMA et al., 2002; FARIA et al., 2005). A avaliagdo da CMI para
oxacilina nas amostras ORSA incluidas no presente estudo e a posterior correlagdo com o
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos € o com o tipo de SCCmec confirmaram
estes dados, ja que entre as 24 amostras ORSA tipo IV avaliadas, 23 (95,8%) apresentaram
CMIs para oxacilina entre 8 ¢ 64 pg/mL.

No presente estudo, a analise da CMI para oxacilina em 76 amostras dos tipos II e III
mostrou que em 61 delas esta foi igual ou superior a 256 ug/mL. Dessas, 57 (91,9%)
amostras continham o SCCmec tipo III, compativel com o observado na literatura
(VIVONI et al.,, 2006; LAMARO-CARDOSO et al.,, 2007). Entre as 15 amostras
carreando o SCCmec tipo II, 73,3% apresentaram CMI de 128 pg/mL para oxacilina, de
acordo com o observado por Zaraket e colaboradores (2007), que ao analisarem a CMI
para oxacilina entre amostras ORSA tipo II isoladas no Japdo, observaram que essas
apresentavam CMIs entre 128 e 256 pg/mL.

Estudos avaliando a susceptibilidade para vancomicina entre amostras ORSA tém

apontado um aumento na CMI para este antimicrobiano. Wang e colaboradores (2006), ao
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analisarem amostras ORSA, isoladas entre 2000 e 2004, nos Estados Unidos, encontraram
apenas 19,9% de amostras apresentando CMI de 1 pg/mL em 2000 contra 79,9% de
amostras em 2004. Steinkraus, White & Friedrich (2007), avaliando amostras ORSA
isoladas de bacteriemias, no periodo de 2001 a 2005, também nos Estados Unidos,
encontraram resultados semelhantes. Segundo definicdo do CLSI (2007), amostras de S.
aureus apresentando CMlIs para vancomicina menor ou igual a 2 pg/mL sdo consideradas
susceptiveis. No entanto, alguns trabalhos demonstram que infec¢des causadas por
amostras com CMIs entre 1 e 2 pg/mL podem apresentar menor resposta ao tratamento,
resultando inclusive em relatos de falha terapéutica (SAKOULAS et al., 2004; MOISE et
al., 2007). Desta forma, a emergéncia de amostras ORSA apresentando CMIs nesta faixa ¢
de grande preocupagdo, principalmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil,
onde a vancomicina se apresenta muitas vezes como a ultima op¢ao de tratamento para
infeccdes por amostras ORSA.

Com o proposito de verificar se o aumento na CMI para vancomicina relatado em
outros paises também ocorria em amostras ORSA brasileiras e se existiria alguma
correlacdo entre caracteristicas fenotipicas e moleculares de resisténcia, a CMI para este
antimicrobiano foi determinada em todas as amostras do presente estudo. Os resultados
demonstram que embora ndo exista associagdo entre os valores encontrados e o perfil de
susceptibilidade ou tipo de cassete mec detectado, foi observado que 87% das amostras
apresentaram CMI para vancomicina de 1 pg/mL. Trés amostras, uma isolada no HNMD e
duas no HCD, apresentaram CMI de 2 pg/mL. A amostra do HNMD, 559, isolada em
2004, apresentou susceptibilidade a praticamente todos os antimicrobianos, SCCmec IV e
CMI para oxacilina de 16 ug/mL. Uma das amostras do HCD (amostra 829), isolada em
outubro de 2006, foi resistente a seis antimicrobianos, apresentou SCCmec IV e elevada

CMI para oxacilina (256 pg/mL). A outra amostra (970), isolada em fevereiro de 2007,
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apresentou o SCCmec III, resisténcia frente a 7 classes de antimicrobianos ¢ CMI para
oxacilina de 64 pg/mL.

Apesar de inicialmente utilizada para estudo de amostras responsaveis por surtos
hospitalares, a técnica de PFGE tem sido bastante utilizada para estudos epidemiologicos
em geral. A utilizagdo de outras técnicas moleculares, como MLST, associadas ao PFGE
tem mostrado que praticamente 70% das amostras ORSA isoladas de diversas localidades
pertencem a cinco clones epidémicos principais, demonstrando serem estas linhagens de
sucesso, pela capacidade de persistirem e espalharem-se inter e intracontinentes
(OLIVEIRA, TOMASZ & DE LENCASTRE, 2002). No entanto, mais recentemente, estas
mesmas técnicas também tém identificado outros clones que tém se mostrado prevalentes
em algumas populagdes, mas foram inicialmente descritos apenas em poucos paises. Nos
Estados Unidos, clones prevalentes em infec¢des comunitarias, conhecidos como USA300
e USA400, tém sido amplamente descritos, ndo sé no pais de origem, como também
recentemente na Europa e Brasil (TENOVER et al., 2006, DE MIRANDA et al., 2007,
LARSEN et al.,, 2007). Outros, conhecidos como EMRSA-15 ¢ EMRSA-16 sdo
prevalentes em hospitais europeus (MURCHAN et al., 2004, JOHNSON, PEARSON &
DUCKWORTH, 2005). Na Australia, foram descritos diversos clones de origem
comunitaria pertencentes a genotipos distintos (COOMBS et al., 2004).

No presente estudo, a diversidade genomica de 66 amostras ORSA foi analisada por
PFGE, para determinagdo dos genotipos prevalentes. Entre elas, todas as 24 amostras
SCCmec IV e as 15 SCCmec II foram analisadas. Entre as 61 amostras SCCmec tipo III, 27
(44%) foram selecionadas para analise por PFGE. A selecdo foi realizada de acordo com a
observacao de similaridades entre elas em relacdo a caracteristicas fenotipicas e
moleculares de resisténcia, ¢ de acordo com o periodo, o local e sitio de isolamento. Sitios

de isolamento de maior relevancia, como sangue, foram priorizados na selegao.
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Entre as 27 amostras SCCmec III avaliadas apenas 3 gendtipos foram encontrados
(A, B e C), sendo 88,9% (24 amostras) pertencentes ao genotipo A, ja descrito como
prevalente em hospitais brasileiros (SANTOS et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001;
SOARES et al., 2001; AMARAL et al., 2005).

Entre as 15 amostras SCCmec tipo II, também foi observada pouca diversidade
clonal. Apenas trés gendtipos foram encontrados (J, L ¢ M), sendo 12 (85,7%) amostras
pertencentes ao genotipo J. As oito amostras do perfil genotipico J1 e a amostra
pertencente ao perfil J2 apresentaram grande similaridade com o clone USA800 (SCCmec
IV), também conhecido como clone pediatrico, enquanto as outras trés amostras
apresentando os perfis J3 (1 amostra) e J4 (2 amostras) mostraram perfis diferindo em
apenas uma banda do perfil do clone conhecido como USA100 (SCCmec II), também
denominado clone Nova York/Japao (MCDOUGAL et al., 2003). O clone pediatrico foi
primeiramente caracterizado em amostras ORSA isoladas de um hospital pediatrico em
Portugal, na década de 90 (SA-LEAO et al., 1999). Neste caso, as amostras apresentavam
o tipo IV de cassete mec. Depois o0 mesmo fato foi descrito em outras localidades, como
outros paises da Europa (PEREZ-ROTH et al., 2004), Estados Unidos (MCDOUGAL et
al., 2003) e América Latina (GOMES et al., 2001). No Brasil, De Miranda e colaboradores
(2007) encontraram amostras ORSA relacionadas a esse clone isoladas de Recife e Rio de
Janeiro, porém também carreando o SCCmec IV. Apesar da grande maioria das amostras
desse clone apresentar o cassete mec IV, amostras apresentando esse mesmo perfil de
fragmentacdo por PFGE, porém com outros cassetes, como o tipo I, ja foram observadas.
Além disso, as amostras ORSA USA800 e USA100 apresentam pela técnica de MLST o
mesmo ST-5 (ST, “sequence type”) o que poderia justificar a presenga de amostras

SCCmec tipo I ¢ IV relacionadas ao mesmo clone USA800 (MCDOUGAL et al., 2003).
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Amostras com o perfil do clone pediatrico, mas apresentando cassete mec tipo II ainda nao
havia sido descrita na literatura.

O clone USA100 apresenta-se amplamente distribuido nos Estados Unidos (DA
SILVA et al., 2003; HUANG et al., 2006), Japao (ZARAKET et al., 2007) e Coréia (KO
et al., 2005). No Brasil existem dois estudos que demonstram a presenca desse clone, no
Rio de Janeiro. Em um deles, realizado por De Miranda e colaboradores (2007), apenas
uma amostra, isolada em 2005, carreando o SCCmec tipo II, foi encontrada. Esse mesmo
estudo demonstrou que os dois clones, USA800 ¢ USA100, sdo relacionados. Outro
trabalho realizado com amostras de colonizagdo de profissionais de saude de um hospital
do Rio de Janeiro também encontrou amostras relacionadas ao clone USA100, porém
apresentando o SCCmec IV (MELO et al., 2004).

Uma amostra, 843, SCCmec tipo II, Gnica representante do genotipo L, isolada no
HNMD, apresentou perfil idéntico ao do clone USA600, SCCmec II associado a infecgdes
nosocomiais nos Estados Unidos (MCDOUGAL et al., 2003). A amostra 840 (HNMD),
também representante unica do gendtipo M, apresentou perfil idéntico ao do clone
USA200, segundo clone tipo II prevalente em infec¢des hospitalares nos Estados Unidos
(MCDOUGAL et al., 2003).

Os perfis de fragmentagdo apresentados pelas 24 amostras SCCmec tipo IV
mostraram que had grande diversidade genomica entre elas. Foram encontrados seis
genotipos diferentes: D, E, F, G, H e 1. Dentre as 18 amostras desse tipo isoladas no
HNMD, trés gendtipos foram encontrados (E, F e G), sendo 66,7% delas pertencentes ao
gendtipo F, enquanto entre as seis amostras tipo IV isoladas no HCD, foram detectados os
seis gendtipos descritos. Diversos autores ja mostraram a diversidade genotipica que existe
entre essas amostras ORSA tipo IV (OKUMA et al., 2002; VANDENESCH et al., 2003;

COOMBS et al.,, 2004; ROSSNEY et al., 2007). A maior variabilidade gendomica
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apresentada por essas amostras pode ser em parte devido ao tamanho reduzido do cassete
mec e, conseqiientemente, a maior mobilidade e capacidade de ser transferido entre
amostras (AIRES de SOUZA & DE LENCASTRE, 2003).

A observagdo dos diferentes genotipos entre amostras tipo IV, no presente estudo,
mostrou que as mesmas apresentam similaridade com varios genétipos de amostras ORSA
SCCmec IV ja descritos e provenientes de diversas regides do mundo (JOHNSON,
PEARSON & DUCKWORTH, 2005; MCDOUGAL et al., 2003; MURCHAN et al., 2004;
PEREZ-ROTH et al., 2004; GOSBELL et al., 2006). O gendtipo F, dominante entre essas
amostras foi similar ao clone USA400, tendo os subtipos F1 e F2, apresentado perfis
idénticos a esse gendtipo, enquanto o subtipo F3 apresentou apenas uma banda de
diferenca (MCDOUGAL et al., 2003). O clone USA400 freqlientemente apresenta a PVL ¢
tem sido associado nos Estados Unidos a infec¢des de origem comunitaria, inclusive com
casos fatais (CDC, 1999; BRATU et al., 2005; TENOVER et al., 2006). O gendtipo E,
segundo prevalente entre as amostras tipo IV, foi relacionado ao clone USAS800
(pediatrico), tendo a amostra 1008, subtipo E3, apresentado perfil idéntico ao desse clone.
As duas amostras que apresentaram o genotipo D foram geneticamente similares, diferindo
em apenas duas ou trés bandas, ao clone descrito como da Oceania, um dos clones
dominantes entre amostras ORSA ndo multirresistentes na Australia (GOSBELL et al.,
2006). O representante do gendtipo G, amostra 1007, isolada do HCD, foi relacionada ao
clone reconhecido como EMRSA-15, SCCmec tipo IV, amplamente distribuido em paises
da Europa (JOHNSON, PEARSON & DUCKWORTH, 2005; MURCHAN et al., 2004;
PEREZ-ROTH et al., 2004). Os outros dois genétipos encontrados (H e I) observados em
duas amostras diferentes, isoladas no HCD, apresentaram perfis de fragmentagdo que nao

foram relacionados a clones descritos na literatura.
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A emergéncia de amostras ORSA tipo IV em hospitais pode estar relacionada a
vantagens dessas amostras com relacdo as demais. BABA e colaboradores (2002) em
estudo realizado com amostras ORSA tipo IV observaram que essas possuem taxas de
crescimento maiores. Isto poderia compensar o baixo perfil de resisténcia apresentado por
essas amostras (AIRES de SOUZA & DE LENCASTRE, 2003). Além disso, essas
amostras estdo comumente associadas a produgao adicional de alguns fatores de viruléncia,
em especial a PVL (LINA et al., 1999; DUFOUR et al., 2002; VANDENESCH et al.,
2003). Todas as amostras incluidas no estudo foram analisadas quanto a presenca dos
genes lUKS-PV e IUKF-PV, que codificam a PVL e gene hla, que codifica a a-hemolisina.
O gene hla foi observado em todas as 100 amostras ORSA analisadas, confirmando
resultados que apontam a alta prevaléncia dele em S. aureus (BHAKDI & TRANUM-
JENSEN, 1991; MONECKE et al., 2007). A PCR dos genes da PVL mostrou a presen¢a
desses em trés (3%) amostras clinicas. Esse resultado estd de acordo com estudos
anteriores, que demonstram que em amostras ORSA hospitalares a prevaléncia desses
genes ¢ baixa (KILIC et al., 2006; ROSSNEY et al., 2007). Contudo, como todas as
amostras PVL positivas apresentavam o cassete mec 1V, a prevaléncia desses genes entre
as 24 amostras desse tipo se mostrou quatro vezes maior (12,5%).

A avaliacdo da clonalidade das trés amostras positivas para os genes da PVL
demonstrou que duas delas, uma isolada em 2004 no HNMD e a outra isolada no HCD, em
2007, foram pertencentes a0 mesmo gendtipo, designado como D, e apresentaram 82% de
similaridade entre elas. Essas amostras foram similares ao genotipo da Oceania, também
descrito previamente como carreador dos genes da PVL (GOSBELL et al., 2006). A outra
amostra positiva para os genes da PVL, 559, isolada no HNMD, em 2004, foi agrupada no
genotipo E, que mostrou perfil de fragmentagdo compativel com o clone USA800 (clone

pediatrico), descrito, em estudos anteriores, como PVL negativo (HARBARTH et al.,
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2005; TENOVER et al., 2006). As amostras relacionadas ao clone da Oceania foram
isoladas de em adulto jovem no HNMD, e de uma crianca no HCD. Ambos foram
admitidos nos respectivos hospitais com infec¢des cutdneas comunitarias. Nenhum deles
apresentou fatores de risco para aquisi¢do de infecgdes associadas a cuidados médicos,
segundo os critérios do CDC (2005) e de Millar e colaboradores (2007). A amostra
relacionada ao clone pediatrico foi isolada de um paciente apresentando fatores de risco
para aquisicdo de amostras ORSA, como: histérico de hospitalizagdo prévia, uso de
hemodialise e utilizagdo prévia de antimicrobianos. Essa amostra foi classificada como
sendo de origem hospitalar. Nenhum dos pacientes evoluiu para débito.

Os resultados desse estudo demonstram que, assim como ja descrito em diversos
paises, também no Brasil estd ocorrendo uma alteragdo na epidemiologia de infecgdes
hospitalares por amostras ORSA, com a substituigdo de amostras multirresistentes
pertencentes a um numero limitado de clones epidémicos por amostras apresentando maior
diversidade fenotipica, maior susceptibilidade e relacionadas a infec¢des de origem
comunitaria. A porcentagem de amostras com esse perfil (24%), carreando o SCCmec 1V,
¢ maior do que o ja relatado em outros estudos nacionais. Os dois hospitais estudados
admitem pacientes com perfis bastante distintos, ja que um deles ¢ um hospital militar
publico (HNMD), com um grande numero de leitos, localizado na zona norte do Rio de
Janeiro ¢ o outro um hospital particular (HCD), com um namero reduzido de leitos,
localizado na zona sul do Rio de Janeiro. Ainda assim, foi possivel observar que tais
alteracdes epidemiologicas t€ém ocorrido em ambas as instituigdes avaliadas. Apesar disso,
a analise molecular das amostras tipo IV demonstrou que aquelas amostras isoladas no
HCD apresentaram maior diversidade gendmica, enquanto no HNMD houve claramente a
disseminagdo de um genotipo entre varios pacientes, o que pode ser, em parte, reflexo do

numero de pacientes atendidos e do tipo de atendimento hospitalar dispensado.
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6 CONCLUSOES

Entre as 100 amostras ORSA analisadas e isoladas de dois hospitais no Rio de
Janeiro, 64% delas apresentaram resisténcia a pelo menos seis classes de
antimicrobianos, além dos B-lactdmicos, sendo 62,3% entre amostras do HNMD
(hospital publico) e 69,6% entre amostras do HCD (hospital privado). Em
contrapartida, resisténcia a no maximo quatro antimicrobianos foi vista em 27% das

amostras, 27,3% entre amostras do HNMD ¢ 26,1% entre amostras do HCD.

A tipagem do SCCmec mostrou que 61% de todas as amostras ORSA continham o
SCCmec tipo 111, 24% o SCCmec IV e 15% o SCCmec II. Esses percentuais foram
similares aos encontrados em cada um dos hospitais. Em geral, as amostras tipo III
apresentaram resisténcia a pelo menos seis antimicrobianos, enquanto em 75% das
amostras tipo IV a resisténcia foi de at¢é no maximo quatro classes de

antimicrobianos.

As amostras tipo II apresentaram fendtipo de susceptibilidade intermediaria a

observada para as amostras dos tipos SCCmec Il e IV.

A deteccdo da CMI para oxacilina mostrou que 62% das amostras ORSA foram
inibidas em concentracdo igual ou superior a 256 pg/mL, sendo a grande maioria
(93,4%) de amostras SCCmec tipo III. Por outro lado, 25% delas apresentaram

CMIs entre 8 e 64 ng/mL, sendo 96% delas pertencentes ao SCCmec IV. A maioria
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(87%) das amostras ORSA avaliadas apresentou CMI para vancomicina de 1

ug/mL, enquanto somente trés amostras apresentaram CMI de 2 pg/mlL.

Entre as 66 amostras ORSA avaliadas por PFGE foi observada pouca variabilidade
gendmica, em especial entre amostras dos tipos II e III. Contudo, entre as 24
amostras SCCmec tipo IV foram caracterizados 11 perfis genotipicos em seis
gendtipos diferentes. Entre as 18 amostras do HNMD, o gendtipo F, relacionado ao
clone USA400 foi observado em 66,7% das amostras, enquanto o gendtipo E,
relacionado ao clone USA800 (clone pediatrico) foi observado em 27,8% delas.
Maior diversidade foi observada entre as seis amostras tipo IV isoladas no HCD,

que apresentaram seis genotipos diferentes.

Todas as amostras ORSA continham o gene hla, que codifica a a-hemolisina,
enquanto em apenas trés (3%) amostras foi detectada a presenca dos genes IUkS-PV
e IukF-PV, que codificam a PVL. As amostras ORSA positivas para os genes da
PVL foram isoladas de trés pacientes diferentes, tendo dois deles apresentado

infec¢des de origem comunitdria e um infec¢ao de origem hospitalar.
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HOSPITAL NAVAL MARCILIO DIAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rio de Janeiro, 23 de agosto de 2007,

Ilmo Sra. Coordenadora

Alice Helena Dutra Violante

Ao Comité de Etica em Pesquisa

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - UFRJ

Referente a analise do projeto de pesquisa intitulado: “Staphylococcus aureus resistentes
a oxacilina: analise da diversidade clonal, resisténcia e viruléncia em amostras isoladas de um
hospital do Rio de Janeiro”.

Por meio desta, estamos encaminhando para andlise deste Comité de Etica, a seguinte
documentagfio do projeto de pesquisa supra citado, da pesquisadora ROBERTA MELLO
FERREIRA CABOCLO.

Informo a V.S* que por orientagio da CONEP, estamos enviando para apreciagio e
aprovagdo, o projeto da pesquisadora acima citada, aluna de mestrado, do Centro de Ciencia de
Saude da UFRJ. O motivo do envio para esse Comité, se dar por estarmos temporiamente sem o
registro de funcionamento.

Gostariamos de poder contar com a colaboragdo de V.S? e desde ja agradecer o apoio
dispensado pelo atendimento no contato telefonico com o funcionario deste Comité.

Protocolo do Estudo;

Termo de autorizago;

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;
Carta ao Comité de ética;

Termo de Autorizagio para desenvolver a pesquisa;
Folha de Rosto preenchida;

Curriculum lattes do pesquisador e do Orientador.
Resumo tipo lauda em disquete e em folha A-4

VVVYYYVYYY

Caso haja necessidade de complementar a documentagao, solicitamos o favor de contactar
o CEP/HNMD através do telefone 2599 5572 / 5437- secretario ( 2° SG - EF Queiroz).
Reiteramos os agradecimentos pela colaboragdo de V.S%

Atenciosamente,

éva Maria Carvalho Mendes

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa/HNMD



[ Luiz Carlos Duarte de
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Fiiho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n.° 769/07 Rio de Janeiro, 27 de setembro de 2007.

Da: Coordenadora do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dr.* Roberta Mello Ferreira Caboclo
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.

Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. Sa que o CEP constituido nos Termos da

Resolugdo n. © 196/96 do Conselho Nacional de Saude e, devidamente

" registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e

emitiu parecer sobre a documentacdo referente ao protocolo ¢ seu

respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaixo
discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 159/07 - CEP
Titulo: “Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina: analise

da diversidade clonal viruléncia e resisténcia em amostras isoladas de um
hospital geral do Rio de Janeiro™.

Pesquisador (a) responsdvel: Dr® Roberta Mello Ferreira
Caboclo

Data de apreciagdo do parecer: 10/09/2007

Parecer: "APROVADO.”

Informo ainda, que V.S.a. devera apresentar relatorio
semestral, previsto para 10/03/2008, anual e/ou relatorio final para este

Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VII. 13.d., da
Resolugdo n. © 196/96 — CNS/MS).

Atenciosamente,

¢ €L @»(

Prof®, Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP

Prof. Paulo Feijo Barroso
Coordenador Substituto do CEI?
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coPA Z0oR
HOSPITAL

Rio de Janeiro, 13 de abril de 2007

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Coordenador: Dr Denilson Albuquerque

Para: Roberta Mello Ferreira Caboclo e Danielle Borghi
Area de interesse: Farmacologia - Medicina

Protocolo: (N© 088/07)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Copa D'Or, apds avaliagdo em
sua reunido ordindria ocorrida em 10 de abril de 2007, aprovou o projeto de
pesquisa: “Deteccdo de marcadores de viruléncia e relagao entre os
diferentes tipos de SCCmec e resisténcia a antimicrobianos em amostras
de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina isoladas em hospitais
da cidade do Rio de Janeiro”, uma vez que o protocolo ndo envolve seres
humanos e segue 0s aspectos éticos da pesquisa conforme legislacao brasileira.

Ressaltamos que a pesquisadora devera comunicar toda e qualquer
alteracdo do projeto, além de apresentar relatérios parciais do andamento do
mesmo rigorosamente a cada 03 (trés) meses, a partir da aprovagdo do estudo.

Atencicsamente,

K rding) St o,

Dr. Denlson Albuduerque
Coordenacdo do Comité de Etica em-Pesquisa




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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