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RESUMO

Milena Borgo Azevedo

Staphylococcus COAGULASE-NEGATIVOS ISOLADOS DE NEONATOS:
ESPECIES PREVALENTES, CARACTERIZACAO DO SCCmec E GENOTIPOS

Orientadora: Katia Regina Netto dos Santos

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) sdo responsaveis por 30% das bacteriemias
hospitalares. Em neonatos, sdo agentes freqiientes de sepse devido ao uso de
procedimentos invasivos e a supressdo de seu estado imunolégico. O objetivo desse
estudo foi avaliar a prevaléncia de espécies, susceptibilidade antimicrobiana e
diversidade clonal em amostras de SCN isoladas de neonatos. As 84 amostras isoladas
em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) de dois hospitais brasileiros, HC-
UFU (30 amostras; MG) e IMMFM (54; RJ), foram identificadas fenotipicamente e por
PCR para genes espécie-especificos de S. haemolyticus e S. epidermidis. A avaliacao da
resisténcia antimicrobiana foi realizada pelos métodos fenotipicos de disco-difusdo e de
determinagdo da Concentragdao Minima Inibitoria (CMI) e 4gar triagem (4pg/mL) para
oxacilina, e pela tipagem molecular do SCCmec. A analise de geno6tipos foi obtida por
PFGE. Oito espécies diferentes de SCN foram identificadas, sendo S. epidermidis (61%)
e S. haemolyticus (21%), as prevalentes. Resisténcia a oxacilina foi observada para 82%
das amostras, sendo 84% da espécie S. epidermidis e 100% da espécie S. haemolyticus.
Grande parte (40%) das amostras isoladas no HC-UFU foi teste D-positiva, em
contraste com aquelas isoladas no IMMFM (7,4%). Cerca de 40% das amostras
resistentes apresentaram os cassetes SCCmec de origem comunitaria, tipos VI e V,
detectados nas espécies S. epidermidis (100%) e S. haemolyticus (73,3%),
respectivamente. Contudo, muitas (40,6%) foram nao tipaveis. Todas as amostras tipo
IIT foram multirresistentes e da espécie S. epidermidis. Amostras com SCCmec tipo 11
so0 foram encontradas no IMMFM. Quanto a diversidade clonal avaliada entre amostras
resistentes a oxacilina, 91% dos S. epidermidis isolados no HC-UFU foram distribuidos
em apenas trés genodtipos, enquanto as sete amostras de S. haemolyticus foram incluidas
em dois gendtipos. No IMMFM, as 32 amostras de S. epidermidis foram distribuidas em
18 gendtipos, embora mais de 50% das amostras tenham sido incluidos em apenas cinco
genoétipos, enquanto entre as 11 amostras de S. haemolyticus, 7 (63%) pertenciam
somente a dois gendtipos. A maioria das amostras do mesmo gendtipo, em ambas as
UTINs, apresentaram o mesmo SCCmec e valores similares de CMI, confirmando a
caracterizagdo das amostras e sua transmissdao cruzada nestas unidades hospitalares.
Adicionalmente, 65% dos neonatos apresentaram baixo peso (<2500g), fator de risco
importante para aquisi¢do de infecgao.

Palavras-chave: neonato; Staphylococcus coagulase-negativo; identificagdo bacteriana;
resisténcia a oxacilina; SCCmec; diversidade clonal

Rio de Janeiro
Fevereiro 2009
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ABSTRACT

Milena Borgo Azevedo

COAGULASE-NEGATIVE Staphylococcus ISOLATED FROM NEONATES:
PREVALENCE OF SPECIES, SCCmec CARACTERIZATION AND GENOTYPES

Orientador: Katia Regina Netto dos Santos

Resumo da Dissertagio de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Biologicas.

Coagulase-negative Staphylococcus (CNS) are bacterial agents responsible for 30% of
nosocomial bacteremia. In neonates, they are major causes of sepsis due to invasive
procedures use and low immune response to infections. The aim of this study was to
evaluate the prevalence of species, antimicrobial susceptibility and clonal diversity in
samples of SCN isolated from neonates. The samples (84), isolated from Neonatal
Intensive Care Units (NICU) of two Brazilian hospitals, HC-UFU (30 samples; MG)
and IMMFM (54; RJ) were identified phenotypically and by PCR for species-specific
genes of S. epidermidis and S. haemolyticus. Antimicrobial resistance analysis was
performed by the phenotypic methods of disk-diffusion and the determination of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and agar screening for oxacillin, and by the
molecular typing of SCCmec. Genotypes were obtained by PFGE. Eight different
species of SCN have been identified, and the species S. epidermidis (61%) and S.
haemolyticus (21%) were the most prevalent. Oxacillin resistance was observed for 82%
of samples, including 84% of S. epidermidis and 100% of S. haemolyticus Isolates.
About 40% of isolates in the HC-UFU was D test-positive, in contrast to those isolated
from IMMFM (7.4%). SCCmec types of community origin, as types V and VI, were
found in 40% of the isolates, including the species S. epidermidis (100%) and S.
haemolyticus (73.3%), respectively. However, some isolates (40.6%) were not typable.
All 1solates from SCCmec type Il were multiresistant and belonged to the species S.
epidermidis. Isolates with SCCmec type Il were found only in IMMFM. Analysis of the
clonality performed among oxacillin-resistant isolates included 91% of S. epidermidis
isolated from HC-UFU in only three genotypes, whereas seven isolates of S.
haemolyticus were included in two genotypes. Among CNS isolated from IMMFM, 32
S. epidermidis isolates were distributed in 18 genotypes, although more than 50% of
them have been included in only five genotypes. Of the 11 isolates of S. haemolyticus, 7
(63%) belonged to only two genotypes. .Most isolates of the same genotype in both the
NICU, showed the same SCCmec and similar values of MIC, confirming the
characterization of strains and their cross-transmission into NICU. Additionally, 65% of
the neonates had low birthweight (<2500g), an important risk factor for acquisition of
infection.

Keyword: neonates; Coagulase-negative Staphylococcus; bacterial identification,
oxacillin resistance, SCCmec, clonal diversity

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2009
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1 INTRODUCAO

1. Infeccao relacionada a assisténcia a satide — Aspectos Gerais

Ultimamente, o termo infeccdo hospitalar tem sido substituido por Infecgdes
Relacionadas a Assisténcia a Satde (IRASs), sendo aquela adquirida no curso de um
tratamento especifico para outra enfermidade, dentro de um cendrio de cuidados médicos
(CDC, 2008). As IRASs constituem uma importante causa de morbidade e mortalidade em
instituicdes de satide de todo o mundo, constituindo um grave problema de satide publica,
tanto em paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento. Milhares de
pacientes sao acometidos anualmente, resultando em tempo de hospitalizacao prolongado e
altos custos para estas institui¢des (WHO, 2006).

Nas ultimas décadas esse quadro tem se agravado devido as infec¢des causadas por
microrganismos multirresistentes (GRAF & MARTIN, 2000). Dados do “National
Nosocomial Infection Survaillance System” (NNISS), um sistema americano de vigilancia
de infec¢dao hospitalar, publicados em 2004, mostraram que as taxas de resisténcia em
bactérias causadoras de infec¢des hospitalares t€ém aumentado para a maioria das espécies,
entre elas Staphylococcus resistente a oxacilina e Pseudomonas aeruginosa resistente aos
carbapenémicos e quinolonas. O uso aumentado de antimicrobianos estd fortemente
associado a emergéncia desses patdgenos multirresistentes no ambiente hospitalar
(KOLLEF, 2000).

Os estafilococos estdo entre os principais agentes etioldgicos de infecgdes bacterianas
no ambiente hospitalar e na comunidade (WILKINSON, 1997). Este foi o principal género
bacteriano isolado a partir de bacteriemias comunitdrias e hospitalares em dois estados
norte-americanos, entre 1999 e 2000 (DIEKEMA et al., 2003). Um estudo envolvendo seis
paises da América Latina, incluindo o Brasil, entre os anos de 1997 e 2001, mostrou que a
espécie Staphylococcus aureus foi aquela com maior prevaléncia em IRASs, especialmente
em bacteriemias, sendo responsavel por 21% destes quadros. Os Staphylococcus
coagulase-negativos (SCN) ocuparam o terceiro lugar, sendo responsaveis por 13% dessas
infeccdes (SADER et al., 2004). Em outro estudo, realizado a partir de dados obtidos em
19 centros médicos canadenses nos periodos de 2005 e 2006 os Staphylococcus spp. foram
o grupo de microrganismo mais isolado de UTIs, sendo o mais prevalente em hemoculturas

(ZHANEL et al., 2008). Wisplinghoff e colaboradores (2004) mostraram que os SCN



foram os agentes mais prevalentes em bacteriemias, tanto como em UTIs outras unidades

hospitalares de 49 estados norte-americanos, entre 1995 e 2002.

1.1 Pacientes Recém Nascidos- Aspectos associados a infeccées relacionadas a

assisténcia a satide

O avango na tecnologia de cuidados médicos contribuiu para uma maior
sobrevivéncia de recém-nascidos (RN) prematuros, mas também representou a inclusao de
fatores de risco, como o emprego de procedimentos invasivos, facilitando a aquisicao de
IRAS por estes pacientes. Em particular, o baixo peso, assim como o
imunocomprometimento € os baixos niveis de anticorpos transplacentarios no RN
contribuem, sobremaneira, para o agravamento do quadro (PESSOA-SILVA et al., 2001;
KILBRIDE et al., 2003; ZINGG, POSFAY-BARBE & PITTET, 2008). De acordo com o
National Healthcare Safety Network (NHSN), o peso do RN ¢ dividido em cinco
categorias: < 750g, 751 - 1000 g, 1001-1500 g, 1501- 2500 g, >2500 g (EDWARDS et al.,
2008)

As IRAS sao responsaveis por taxas significativas de morbidade e mortalidade em
Unidades de Tratamento Intensivo Neonatal (UTINs), resultando em hospitalizaciao
prolongada dos RN (WEI ef al., 2005). A Organizacdo Mundial de Satde estima que a taxa
de IRAS em UTINSs varia de 5,9 a 32% (BANG et al., 2005). No Brasil, as taxas de IRAS
em UTINs tém variado de 34% (COUTO et al., 2007;TAVORA et al., 2008) a 50,7%
(NAGATA, BRITO & MATSUO, 2002) em UTINs. Em comparacdo a populagao
pediatrica de maior idade, os indices de IRAS em neonatos podem ser até cinco vezes
maiores (SRIVASTAVAA & SHETTY, 2007).

A contribuicao da assisténcia aos RNs para o decréscimo da mortalidade infantil ¢
uma das caracteristicas fundamentais no cenario epidemiologico. Vérias iniciativas vém
sendo desenvolvidas para a formacdo de redes neonatais multicéntricas, tendo como
objetivo melhorar a qualidade da aten¢do neonatal. No Brasil, foi fundada a Rede de
Pesquisa Neonatal, envolvendo servigos de neonatologia do Sul-Sudeste, regides com
menores taxas de mortalidade do pais (HORBAR, 1999). Nos EUA, ha a Rede Vermont
Oxford (“Vermont Oxford Network”, VON) e a Rede Neonatal do Instituto Nacional de
Satde (“National Institute of Child Health and Human Development” NICHD) (CASTRO
& LEITE, 2007).



Entre as principais IRASs adquiridas por neonatos, destaca-se a sepse. Em paises
em desenvolvimento, essa infec¢do representa 3,6 a 21% de todas as demais IRASs
(KARTHIKEYAN & PREMKUMAR, 2001). Um estudo de cohort, desenvolvido por
Couto e colaboradores (2007), envolvendo seis UTINs de Brasilia, mostrou que as IRASs
mais freqlientes sdo: sepse (45,9%), conjuntivite (12,1%), infec¢do cutinea (9,6%) e
pneumonia (6,8%), sendo os microrganismos Gram- negativos responsaveis por 51,6% dos
episodios de sepse e os Gram-positivos, principalmente os SCN, responsaveis por 37,4%.
Em um estudo envolvendo necrépsia de RN com baixo peso ao nascer, realizado por
cientistas de uma universidade em Los Angeles, durante 1990 e 1993, foi observado que a
principal causa de Obitos ¢ sepse (50%), seguida por sindrome respiratoria (22%)
(BARTON, HODGMAN & PAVLOVA, 1999).

Os fatores de risco para sepse neonatal de origem hospitalar podem ser divididos
em fatores intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos incluem: idade gestacional,
peso ao nascer, severidade da doenca e imunocomprometimento do RN (GAYNES et al.,
1996), enquanto os fatores extrinsecos incluem: emprego de procedimentos invasivos,
como cateteres, sonda gastrica, canula traqueal e administracdo de nutrigdo parenteral, uso
inadequado de antimicrobianos e de técnicas de higiene (KAUFMAN & FAIRCHILD,
2004; PAYNE et al., 2004; STRUNK et al., 2007; HOLMES et al., 2008).

O diagnoéstico e controle das IRASs, especialmente em UTIN, sdo de dificil
realizagdo, ja que os sintomas destes pacientes ndo sdo especificos, sendo necessaria
delicada avaliagdo clinica e um adequado sistema de vigilancia (ZWET et al., 2005).
Todos os pacientes em estado critico, com uma sindrome de resposta inflamatoria
sistémica ou sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgaos, parecem sépticos. Apesar disso,
apenas metade estd infectada (MARSHALL & SWEENEY, 1990). O uso empirico de
amtimicrobianos pode ser um risco, pois estes alteram a microbiota anfibiontica do
neonato, e selecionam microrganismos resistentes (MUSSI-PINHATA, 2001; LACROIX,
2007).

Para o diagnostico de sepse, € necessaria a presenca de pelo menos um dos seguintes
critérios: (1) uma ou mais hemoculturas positivas para microrganismos nao contaminantes
da pele; (2) pelo menos um sinal clinico de infec¢do; (3) em caso de microrganismos
considerados contaminantes de pele (como SCN), pelo menos duas hemoculturas positivas
colhidas em dois locais diferentes, com intervalo maximo de 48 horas entre as coletas; (4)

e presenga de SCN em pelo menos uma hemocultura de sangue periférico, em paciente



com cateter vascular central (CVC) (VENKATESH et al., 2006; CDC, 2008). Dentre os
sinais tipicos, mas ndo especificos de sepse, os mais comuns s3o apnéias, letargia,
irritabilidade, intolerancia alimentar, incluindo a glicose, palidez cutanea, hipotensao,
instabilidade térmica, desordem gastrintestinal, aumento da necessidade de oxigénio e/ou
cianose, hiperglicemia e hipoglicemia (PANERO, 1997; BIZARRO et al., 2005; STRUNK
et al., 2007; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2008).

No caso de sepse, apesar do isolamento de microrganismos do sangue ser o método
de escolha para o diagnostico da infeccao (SARKAR et al., 2006), existe a dificuldade em
se obter um volume sangiiineo necessario para hemocultura. Se apenas 0,5 mL de sangue
do RN fossem utilizados para andlise, cerca de 60% das hemoculturas seriam falso-
negativas para patdgenos neonatais comuns (KELLOGG et al, 1997). O amplo uso de
antimicrobianos intraparto também pode tornar a incidéncia de sepse clinica associada a
hemocultura negativa significativamente mais alta do que aquela comprovada por cultura
(KAUFMAN & FAIRCHILD, 2004). Apesar disso, o0 método padrdo para diagnosticar
sepse neonatal continua sendo a hemocultura, embora, em muitos casos, estas sejam
negativas diante de fortes indicadores clinicos de septicemia, ou at¢ mesmo em infecgdes
disseminadas por bactéria ou fungo comprovadas por necrépsia.

Segundo a ANVISA (2008) em neonatologia as IRAS podem ser classificadas em:
transplacentaria, quando as infec¢des sdo adquiridas por via transplacentdria, com
acometimento intra-uterino; precoce, de provavel origem materna, quando a evidéncia
diagnostica da infeccdo ocorreu nas primeiras 48 horas de vida, com fator de risco materno
para infeccdo; tardia, de origem hospitalar, cuja evidéncia diagndstica ocorre apos as

primeiras 48 horas de vida (Figura 1)

INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE (IRAS)

EM NEONATOLOGIA
TRANSPLACENTARIA PRECOCE TARDIA
(Infecgao Congénita) <48h > 48h
Provavel origem materna Origem hospitalar




Antes de 1980, a maioria das infec¢des tardias em RNs e criangas em geral era
causada por S. aureus e bacilos Gram-negativos. Nos ultimos 30 anos, os SCN se tornaram
os principais patogenos, sendo responsaveis por até 75% de sepse neonatal tardia,
destacando-se a espécie S. epidermidis (MUSSI-PINHATA & NASCIMENTO, 2001;
WEISMAN, 2004).

Um estudo retrospectivo realizado nos EUA, que avaliou 755 hemoculturas
positivas obtidos de neonatos entre 1989 a 2003, identificou os SCN como os agentes
etiologicos mais comuns (29%), seguido de Escherichia coli (12%), Streptococcus grupo B
(10%) e S. aureus (10%) (BIZARRO et al., 2005). Apds classificacdo das IRAS, foi
observado que nas IRAS precoces, os Streptococcus grupo B foram os microrganismos
mais isolados (47%), seguidos de E. coli (27%). A maioria dos neonatos caracterizava-se
por ter uma idade gestacional > 30 semanas e peso acima de 1500g, e somente 10%
usavam cateter vascular central. Nas infecc¢des tardias, os microrganismos mais freqiientes
foram SCN (39%), seguidos por E. coli (9%) e C. albicans (8%). Neste caso, os neonatos
tinham uma idade gestacional < 30 semanas e peso inferior a 1500g, enquanto 78% deles
usavam cateter vascular central (BIZARRO et al., 2005).

Um estudo desenvolvido pelo grupo SENTRY, entre 1997 e 2000, avaliou a
freqiiéncia de patdgenos isolados em 25745 hemoculturas, coletadas de centros médicos da
América do Norte. Os autores observaram que S. aureus, E. coli e SCN foram os
patogenos mais comuns, sendo responsaveis por 55% da bacteriemias. Os SCN foram os
patogenos mais isolados em criangas com menos de um ano de idade (DIEKEMA,

PFALLER & JONES, 2002).

1.2. Pacientes Recém-Nascidos — Aspectos Relacionados a Imunidade

Nos seres humanos, as primeiras linhas de defesa contra a infec¢do sao a epiderme
e as membranas mucosas intactas, barreiras estas que estdo comprometidas em neonatos
prematuros. O estrato corneo do prematuro tem a espessura de apenas trés camadas de
células na 26* semana de gestacdo, enquanto os ndo prematuros apresentam 16 camadas.
Eles também apresentam uma fina camada de queratina na epiderme, que ¢ facilmente
danificada pela manipulagdo, uso de adesivos e aplicacdo de adlcool (EVANS & RUTTER,
1986).

A colonizacdo da superficie cutaneo-mucosa, com posterior invasao microbiana

estimula uma resposta inflamatoria no hospedeiro, levando a migracao de neutréfilos e



macrofagos para o local da infec¢do. Essas células apds fagocitarem os microrganismos
promovem sua elimina¢do, com a ajuda de anticorpos e do sistema complemento
disponiveis no soro do hospedeiro (FOSTER, 2005). Nesse sentido, a transmissao
placentaria de IgG tem um papel importante no mecanismo de defesa. Em criangas
prematuras, um baixo nivel de IgG estd associado a sepse tardia. A transferéncia materno-
fetal de IgG ocorre, principalmente, no terceiro trimestre gestacional. Assim, criangas
nascidas antes de 32 semanas de gestacao possuem baixos niveis de anticorpos adquiridos
passivamente, além de apresentar producao limitada de anticorpos em resposta aos novos
antigenos apresentados (HEALY & BAKER, 2007).

A taxa de incidéncia de sepse em RNs ¢ inversamente proporcional ao peso do
neonato e a idade gestacional (STOLL et al., 2002). Esses aspectos estdo relacionados com
a falta de anticorpos efetivos e com a diminuicdo da atividade do complemento em RNs
prematuros, contribuindo para uma fagocitose ineficiente das células polimorfonucleares e,

conseqiientemente para a nao eliminagdo do patdégeno (STRUNK et al., 2007).

1.3 Género Staphylococcus

Os Staphylococcus sao classificados como cocos Gram-positivos, com baixo
conteudo G+C, pertencentes a familia Staphylococcaceae, com didmetro variando de 0,5 a
1,5 mm. Nao formam esporos, sdo resistentes a bacitracina e imoveis, e, normalmente, sdo
catalase-positivos. Suas células podem ser visualizadas através de microscopia Optica
1soladamente, aos pares, em tétrades, pequenas cadeias (3 ou 4 células), ou em arranjos
irregulares, em forma de cachos. As colonias sdo geralmente opacas ou podem ter
tonalidade branca, creme e, algumas vezes, podem variar de amarelo a laranja. Geralmente,
crescem em até 10% de NaCl e a temperatura 6tima de crescimento esta entre 30°C e 37°C
(BANNERMAN & PEACOCK 2007). O género atualmente ¢ composto por 41 espécies e
24 subespécies (EUZEBY, 2008).

As espécies de Staphylococcus estdo distribuidas em dois grandes grupos:
coagulase negativo e coagulase-positivos. Essa divisdo ¢ fundamentada na produgdo de
uma enzima extracelular denominada coagulase, capaz de converter o fibrinogénio
sangiiineo em fibrina, conferindo a bactéria a capacidade de coagular o plasma humano
(ARCHER, 2000).

S. aureus é a espécie coagulase-positiva de maior relevancia clinica, sendo o

principal agente etioldgico de IRAS e infeccdes comunitarias, podendo causar desde



infecgdes cutineas e de tecidos moles, como celulite, impetigo e abscesso, até infec¢des
graves decorrentes da invasdo direta dos tecidos, como pneumonia, meningite, endocardite
e bacteriemia (CASEY et al., 2007; KUBICA et al., 2008).

O sucesso do S. aureus como patdégeno ¢, primariamente, devido a producao de um
vasto numero de fatores de viruléncia, que inclui um conjunto de adesinas superficiais
capazes de se ligar aos componentes da matriz extracelular do hospedeiro, conhecidas
como “microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”
(MSCRAMMS). Além disso, praticamente todas as amostras produzem enzimas como
proteases, nucleases, hialuronidase, lipases e colagenases (FOSTER, 2005; KUBICA et al.,
2008). Essa espécie também pode produzir toxinas com propriedades de superantigeno,
causando infec¢des mesmo em pacientes higidos (FOSTER, 2005).

O ser humano ¢ considerado o reservatorio natural de S. aureus e as narinas
anteriores constituem o principal nicho deste microrganismo, sendo, aproximadamente,
20% dos individuos carreadores persistentes, e 30% carreadores intermitentes
(WERTHEIM et al., 2008). Esse tipo de colonizagdo se constitui em grande risco para
aquisicdo de infecgdes estafilococicas, ja que grande parte das bacteriemias nosocomiais
tem origem endogena (HOLTFRETER et al., 2007). Em RNs, o maior reservatorio de S.
aureus ¢ o corddo umbilical, mas outros sitios também sdo relatados, como pele,
nasofaringe e trato gastrintestinal. Apos 10 dias de vida, aproximadamente 80% dos RNs
estao colonizados por S. aureus (CIMOLALI, 2003; ZINGG, POSFAY-BARBE & PITTET,
2008).

Em relagdo aos SCN, a maioria das espécies distribui-se em todo o corpo humano,
como S. epidermidis e S. cohnii, mas algumas delas apresentam nichos preferenciais no
hospedeiro. S. capitis € prevalente no couro cabeludo e face apos a puberdade, enquanto S.
auriculares apresenta tropismo pelo ouvido médio. S. saprophyticus possui propriedades
que permitem sua aderéncia em células do trato geniturinario, enquanto as espécies S.
hominis e S. haemolyticus sdo encontradas com freqiiéncia em éreas do tecido cutineo
onde sdo numerosas as glandulas apocrinas, como axilas e regido pubica (BANNERMAN
& PEACOCK, 2007).

Os SCN geralmente estdo em equilibrio na microbiota do hospedeiro. No entanto,
podem causar infecgdes quando hd rompimento da barreira cutdneo-mucosa (SALYERS &
WHITT, 2003), por isso sdo responsaveis por grande parte das IRAS (BEARMAN &
WENZEL, 2005). Em uma andlise de bacteriemias realizada pelo grupo SENTRY, no



Canada, durante o periodo de 1997 e 1998, foi observada uma alta prevaléncia dos SCN
como agentes etioldgicos responsaveis por este tipo de infecgdo (DIEKEMA et al., 2000).
Dados desse mesmo programa, coletados entre 1997 e 2001, em institui¢cdes de saude da
América Latina, mostraram os SCN como a terceira causa de bacteriemias (SADER et al.,
2004). S. epidermidis e S. haemolyticus sao as espécies de SCN mais relacionadas com tais
tipos de infec¢cdes (PFALLER et al., 1999).

A espécie prevalente na microbiota humana € o S. epidermidis, sendo também a
mais isolada de bacteriemias relacionadas ao uso de cateter vascular central, bem como em
infecgdes em geral, por SCN (GARCIA et al., 2004; WEISMAN, 2004; CASEY et al.,
2007). O aumento do uso de biomateriais na medicina, como cateteres, proteses, valvulas
cardiacas e marcapasso, predispde a colonizagao e infeccao por S. epidermidis devido a sua
habilidade de aderéncia a esses biomateriais, através da expressao de proteinas de ligacao
como, a Fbe (“fibrinogen binding S. epidermidis”) e a autolisina AtlE, (VON EIFF,
PETERS & HEILMANN, 2002) assim, possui habilidade em formar um biofilme estavel
(MACK et al., 2007). O biofilme ¢ composto por multiplas camadas de células do
microrganismo, depositadas sobre a superficie de um polimero e protegidas por um
material amorfo, o “slime” (GOTZ, 2002). Em associag¢do ao “slime” foi verificada a
presenca de uma adesina polissacaridica intercelular, denominada PIA (“Polysaccharide
Intercellular Adhesin”), um polissacarideo composto de [-1-6-N-acetilglicosamina
(GOTZ, 2002) presente também em S. aureus e em algumas cepas de E. coli (VUONG et
al., 2004).

Outra espécie de SCN freqiiente em bacteriemias € S. haemolyticus, a segunda mais
relacionada com infecgdes humanas, tais como endocardites, septicemias, peritonites,
infec¢des geniturinarias, dsseas e articulares (Spanu ef al., 2003; OTTO, 2004). Essa
espécie também ¢ conhecida por sua maior resisténcia a oxacilina, entre os SCN e,
freqiientemente, tém apresentado concentragcdes minimas inibitorias (CMIs) para

glicopeptideos mais elevadas do que outras espécies (ING, BADDOUR & BAYER, 1997).

Amostras da espécie S. hominis t€m sido isoladas de artrites, endocardites e de
septicemias (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Dentre os SCN, essa ¢ a terceira
espécie mais isolada em IRASs (CHAVES et al., 2005).

S. saprophyticus € considerado o segundo patdgeno mais comum em infec¢des
urindrias comunitarias, em mulheres jovens, sendo responsavel por 10-15% dos casos

(VON EIFF, PETERS & HEILMANN, 2002). Outras complicagdes severas incluem



pielonefrite, septicemia, endocardite, além de infec¢des do trato urinario em homens pelo
uso de sonda vesical (RAZ et al., 2005). Essa espécie tem uma grande capacidade em
aderir as células do uroepitélio (VON EIFF, PETERS & HEILMANN, 2002). Algumas
proteinas de superficie no patdogeno tém sido relacionadas a essa capacidade de adesao,
como a proteina “adhesin of S. saprophyticus” (Aas), que permite aderéncia a fibronectina
e promove hemaglutinacdo, e a proteina Ssp (“Staphylococcus saprophyticus surface-
associated protein”) (VON EIFF, PETERS & HEILMANN, 2002; OTTO, 2004). A urease
¢ outro fator de viruléncia importante no S. saprophyticus, pois contribui para a invasao do
patoégeno através do dano ocasionado pela alteragdo no pH local devido a producdo de
amonia pelo patdogeno. A presenca de lipase, elastase e enzima modificadora de acidos
graxos (FAME) também tém sido relatadas nessa espécie (VON EIFF, PETERS &
HEILMANN, 2002; OTTO, 2004).

A espécie S. capitis apresenta duas subespécies: S. capitis subsp capitis e S. capitis
subsp urealyticus, facilmente distinguiveis pela producdo da urease. S. capitis tem sido
responsavel por infecgdes do trato urinario, bacteriemias relacionadas a cateter,
endocardite, enterocolite necrotizante em RN e outras infec¢does (CONE et al., 2005).

Em 1988, foram descritas duas novas espécies de Staphylococcus como patdégenos
nosocomiais, S. lugdunensis e S. schleiferi (FRENEY et al., 1988). Elas estdo associadas a
endocardites, infec¢des relacionadas a presenga de polimeros, osteomielites, artrites,
infec¢des do trato urindrio e infeccdes em feridas. Tem se destacado o tipo agressivo de
endocartite causado por S. lugdunensis, demonstrando ser esta espécie uma das mais
patogénicas entre os SCN (LEUNG et al., 1998; FRANK et al., 2008). Aproximadamente
25% das amostras clinicas de S. /ugdunensis produzem “slime” ou glicocalice, que tem
importante papel na colonizacdo bacteriana, além de interferir na fagocitose. Em adi¢do,
enzimas importantes na invasdo sao detectadas em S. lugdunensis, incluindo estearases,
FAME, proteases e lipases. Essa espécie também pode expressar fator “clumping”,
produzir DNAse (VON EIFF, PETERS & HEILMANN, 2002; OTTO, 2004) e SLUSH
(“Staphylococcus lugdunensis synergistic haemolysin”), uma exoproteina com atividade
hemolitica sinérgica de S. aureus em agar sangue (FRANK et al., 2008).

Szeeczyk, Piotrowski & Roézalska (2000) isolaram 147 amostras de Staphylococcus
spp. de superficies do ambiente e 72 amostras de RN internados na UTI pediatrica de um
hospital de ensino na Polonia. Os autores observaram que a espécie S. cohnii representava

44% das amostras isoladas no ambiente, seguido de S. epidermidis (23%). Em neonatos, S.
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epidermidis predominava sendo 59% das amostras clinicas, seguido de S. haemolyticus,
(15%). Apenas duas dessas amostras de neonatos eram da espécie S. cohnii.
Microrganismos Gram-negativos sdo 0s principais agentes etiologicos de sepse
neonatal em paises em desenvolvimento (ZAIDI et al., 2005). Entretanto, em UTINs de
cuidados tercidrios, que possuem espaco fisico e praticas de controle de infecgdo
adequadas, os SCN se destacam como os principais agentes de sepse hospitalar neonatal
(KREDIET et al., 2004). Um estudo realizado por Sohn e colaboradores (2001) em 29
UTINs dos EUA mostrou que os SCN eram os patdgenos mais freqiientes em bacteriemias,
sendo responsaveis por 48% das mesmas. Em 2005, um estudo realizado em oito UTINs na
Colombia apontou os microrganismos Gram-negativos (55%) como os agentes etioldgicos
mais freqiientes de bacteriemias (EFIRD et al., 2005). J& em um estudo desenvolvido por
Center e colaboradores (2003), os autores isolaram 321 amostras de SCN de RNs
prematuros, as espécies mais freqiientes foram S. epidermidis (60%), S. warneri (12%), S.

haemolyticus (9,7%) e S. hominis (5,6%).

1.4 Caracterizacio de espécies

A identificacdo do microrganismo envolvido em uma infec¢ao ¢ fundamental para a
andlise epidemioldgica de sua distribui¢do nas IRASs e para o monitoramento da
terapéutica utilizada contra o patogeno (KLOOS & BANNERMAN, 1994). A identifica¢ao
precisa da espécie estafilococica € importante para o tratamento efetivo do paciente e para
confirmar as falhas na terapéutica (SPANU et al., 2003), sobretudo quando realizada a
partir de amostras isoladas de sepse associada a procedimentos invasivos, que responde por
mais da metade dos casos (GOLDMANN, 1990), sendo a espécie S. epidermidis
responsavel por cerca de 60% desse tipo de infeccdo (HUDOME & FISHER, 2001).

A 1identificacdo convencional dos estafilococos ¢ realizada a partir da combinagao
de um grupo de testes fenotipicos, que inclui, entre outros, a verificagdo da morfologia
colonial, do metabolismo fermentativo e da susceptibilidade a certos antimicrobianos
(BANNERMAN & PEACOCK 2007). Iorio e colaboradores (2007) desenvolveram um
método simplificado de identificagdo, composto de nove testes, que mostrou uma acuracia
de 98.5% quando foram analisadas 198 amostras de Staphylococcus spp.

O diagnostico de infeccdes estafilococicas também tem sido realizado através de
técnicas moleculares, principalmente através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

(MASON et al., 2001; SAKAI et al., 2004; SKOW et al., 2005). Zhang e colaboradores
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(2004) descreveram uma técnica de PCR-Quadriplex para identificacdo de amostras
clinicas de S. aureus e de sua resisténcia a meticilina e mupirocina. Esta técnica foi capaz
de diferenciar a espécie S. aureus dos demais SCN, bem como determinar sua resisténcia a
oxacilina e mupirocina, com 100% de concordancia com os testes fenotipicos, porém nao
identificou os SCN em espécies. Martineau e colaboradores (2001) desenvolveram um
PCR que permite a identificacdo dos estafilococos a nivel de género e espécie.
Recentemente, Schuenck e colaboradores (2008), utilizando oligonucleotideos especificos
para a espécie S. haemolyticus, identificaram 41 amostras desta espécie, entre 147 amostras

clinicas de SCN, mostrando uma sensibilidade e especificidade de 100%.

1.5 Resisténcia aos Antimicrobianos

A era antibiotica foi iniciada em 1941, com a utilizagao da penicilina. Desde entdo,
vem sendo marcada por ciclos caracteristicos pela introdu¢do de novos antimicrobianos,
seguidos rapidamente do aparecimento de amostras resistentes (SWARTZ, 2000; ITO et
al., 2003). Cinco anos ap0s a sua introdu¢do, aproximadamente 50% das amostras de S.
aureus j4 se apresentavam resistentes a penicilina, atingindo taxas de até 95% de
resisténcia (LIVERMORE, 2000; STREIT et al., 2004). Em 1959, comecaram a ser
utilizadas, na Europa, penicilinas semi-sintéticas resistentes a [-lactamases, como
meticilina, oxacilina e naficilina, para o tratamento de infec¢cdes ocasionadas por cepas de
S. aureus resistentes a penicilina. No entanto, em 1961 foi relatado o primeiro caso de
amostra “Methicillin-resistant S. aureus” (MRSA) ou “Oxacillin-resistant S. aureus”
(ORSA) na Inglaterra (JEVONS, 1961 apud RICE et al., 2006).

Uma vez que a resisténcia a oxacilina estd relacionada a resisténcia a todos os
agentes B-lactamicos e a outras classes de antimicrobianos, a terapéutica utilizada em
infeccdes causadas por Staphylococcus multirresistentes tem se baseado no uso da
vancomicina, um glicopeptideo que tem sido prescrito como alternativo no tratamento
dessas infeccdes (ENDTZ et al., 1999). Entretanto, esse antibiotico apresenta algumas
desvantagens, como custo elevado e alta toxicidade (HIRAMATSU et al., 1997). Além
disso, o uso de antimicrobianos estd fortemente associado a emergéncia desses patdogenos
multirresistentes no ambiente hospitalar (KOLLEF, 2000).

Acredita-se que os SCN constituem um reservatdrio para os genes de resisténcia,
permitindo que ocorra uma transferéncia horizontal para os S. aureus (HANSSEN &

SOLLID, 2006). Berglund e Soderquist (2008) sugeriram que um clone prevalente de S.
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haemolyticus resistente a oxacilina (ORSH), isolado na UTIN de um hospital na Suécia
tenha transmitido horizontalmente o gene de resisténcia a oxacilina (mecA) para cepas de

S. aureus sensiveis a oxacilina.

1.5.1 Resisténcia a oxacilina

Dados do programa SENTRY, realizado em 2001 no Brasil e América Latina,
mostraram que a resisténcia a oxacilina entre amostras de S. aureus ¢ de cerca de 43%,
enquanto para os SCN as taxas alcanga 79,3%, no Brasil e 82,3% na América Latina
(SADER et al., 2004). Resultados desse mesmo grupo mostraram taxas de resisténcia a
oxacilina de 89,1% e 51,1% para SCN e S. aureus, respectivamente, entre amostras
1soladas em UTIs durante o ano de 2002 (NNISS, 2004).

Infecgdes por amostras ORSA em UTINSs, tém sido relatadas pelo mundo (RICE,
2006; BIZARRO et al., 2007), contudo a freqiiéncia de resisténcia a oxacilina em amostras
de SCN isoladas de RNs ¢ ainda mais expressiva do que aquela observada entre amostras
de S. aureus isoladas deste tipo de paciente (KREDIET et al., 2001).

Um estudo realizado com amostras de SCN isoladas de swab de pele e de sangue,
em RNs com sepse tardia, mostrou uma taxa de resisténcia a penicilina e oxacilina de 94%
e 66%, respectivamente (JAIN, AGARWAL & BANSAL, 2004). Outro estudo
desenvolvido com 836 amostras isoladas de pacientes pediatricos, entre 1997 e 2004, em
um hospital na Turquia mostrou que os microrganismos mais isolados foram SCN,
representando 170 amostras, seguido de S. aureus (130), com taxas de resisténcia a
oxacilina de 85% e 25,2% respectivamente (CELEBI et al., 2007).

A resisténcia a oxacilina ¢ expressa pelo gene mecA, que se encontra inserido em
um elemento genético moével, o cassete estafilococico cromossomico mec (SCCmec
“staphylococcal cassete chromosome mec”). O gene mecA codifica uma proteina alterada
de ligacdo a penicilina, PBP2a ou PBP2’, de 76 kDa, que mantém sua atividade de
transpeptidase, enquanto apresenta baixa afinidade pela penicilina e outros antimicrobianos
B-lactamicos (DERESINSKI, 2005; BIZARRO et al., 2007).

O cassete mec tem sido bem caracterizado em amostras de S. aureus. O SCCmec
pode apresentar diferentes tamanhos, variando de 20 a 68 kb. O SCCmec carreia o
complexo dos genes ccr e mec. O complexo ccr ¢ caracterizado pela presenga dos genes
especificos ccrd e ccrB, que codificam recombinases da familia invertase/resolvase,

responsaveis pela motilidade. O complexo mec ¢é caracterizado pela presenga de terminais
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invertidos reconhecidos por essas recombinases e pelo complexo do gene mec, que inclui o
genes mecA, além dos genes mecl e mecRI, reguladores da transcri¢do deste gene. O
SCCmec também apresenta uma regido denominada regido J (“junkyard”), que contém
varios genes e pseudogenes, nao essenciais para a célula. Também pode conter segmentos
de DNA associados, como seqiiéncias de insercdo (IS4317), transposons (Tn554) e copias
de plasmideos (pUB110 e pT181), carreando genes que codificam resisténcia a outros
antimicrobianos, como aminoglicosideos e quinolonas (HIRAMATSU et al., 2001;
HANSSEN et al., 2004; MACHADO et al., 2007).

Em S. aureus, foram descritas, inicialmente, trés classes de complexo do gene mec,
A, B e C, e cinco tipos de complexo ccr, 1, 2, 3, 5 ¢ 8. Fundamentados na classe do
complexo dos genes mec e ccr, os cassetes SCCmec foram classificados em 7 tipos, I, II,
I, IV, V, VI e VII (ZHANG et al., 2005, JANSEN et al, 2006; OLIVEIRA,
MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006; DESCLOUX, ROSSANO & PERRETEN,
2008). As principais caracteristicas dos sete cassetes mec estdo descritos na Tabela 1 e na

Figura 2.
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Figura 2: Desenho esquematico das estruturas dos cassetes mec 1, 11,

IIL, IV, V e VI, descritos para amostras de S. aureus.
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Tabela 1: Caracteristicas dos diferentes tipos de cassete estafilocdcico mec em S. aureus

C | Complexo de Tamanho Presenca de elementos genéticos adicionais

i omplexo mec :

Tipo P recombinase (ccr)  (Kb) 18431 Tns354 Plasmideos
1 Classe B cerl 34 sim nao ndo

11 Classe A cer2 53 sim sim sim

111 Classe A ccr3 67 sim sim sim

v Classe B ccr2 21-24 nio nao sim

\% Classe C cers 28 sim nao nao

VI Classe B ccrd Caracteristicas semelhantes ao SCCmec tipo IV*

VII Classe B cer2ecer8 41 sim sim sim

ITO et al., 2001; MA et al., 2002; ITO et al., 2004; “OLIVEIRA, MILHERICO & DE LENCASTRE, 2006; DESCLOUX,
ROSSANO& PERRETEN, 2008

As amostras de ORSA hospitalares normalmente contém o cassete estafilococico
cromossomico mec dos tipos I, II ou III. O SCCmec tipo I, que contém apenas o complexo
do gene mec, era encontrado entre amostras ORSA na década de 1960, e foi substituido na
década de 1980 pelos tipos II e III, os quais carreiam determinantes génicos de resisténcia
a varios antimicrobianos e se tornaram prevalentes nos hospitais (HIRAMATSU et al.,
2001; ITO et al., 2001).

Nos ultimos anos, a prevaléncia de S. aureus resistente a oxacilina adquirido na
comunidade (CA “community acquired’-ORSA) tem crescido (MALTEZOU &
GIAMARELLOU, 2006). As amostras CA-ORSA diferem das “hospital acquired” (HA -
ORSA) pela susceptibilidade a numerosos agentes antimicrobianos (PALAVECINO,
2004), por conterem os tipos IV e V de SCCmec, e ndo possuirem marcadores adicionais
de resisténcia. Essas amostras sdo freqiientemente resistentes somente a antimicrobianos f3-
lactamicos (MA et al., 2002; ITO et al., 2004). Vivoni e colaboradores (2006) verificaram
a prevaléncia dos tipos de SCCmec em 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 e apenas 2 amostras (6%) continham o SCCmec tipo IV. No
entanto, Stein e colaboradores (2006) em um estudo realizado em Israel, de julho a
dezembro de 2004, relataram um surto na UTIN por uma cepa de ORSA ndo
multirresistente a drogas que carreavam o SCCmec tipo III. Os autores mostraram que essa

cepa foi transmitida pela equipe médica que estava colonizada nas narinas.
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Em SCN, poucos sdo os estudos que analisaram os tipos de SCCmec. Em 2008,
Jamaluddin e colaboradores avaliaram a prevaléncia e caracteristicas associadas a
Staphylococcus resistentes a meticilina, a partir de 1285 amostras nasais isoladas de
criangas em cinco creches e dois jardins de infancia, no Japao. Entre elas, 390 (30,35%)
carreavam SCN resistentes a oxacilina e 49 (3,81%) ORSA. Os tipos de SCCmec
encontrados em SCN foram: tipo II (22 amostras), tipo III (14), tipo IV (239), tipo V (13) e
ndo tipavel (100). A maioria das amostras carreava o SCCmec tipo IV, confirmando a
maior freqliéncia desse tipo de cassete em amostras comunitarias. Outro estudo, em
diferentes paises desenvolvidos verificou uma distribuicao praticamente uniforme dos tipos
II, III, e IV em 43 cepas de S. epidermidis resistentes a oxacilina (KOZITSKAYA et al.,
2005). Miragaia e colaboradores (2007) estudaram 138 amostras clinicas de S. epidermidis
resistentes a oxacilina de 17 paises, das quais 41% foram classificadas como pertence ao
SCCmec tipo IV, 27% ao tipo 111, 6% ao tipo V, 4% ao tipo I e 4% ao tipo II. Porém, 18%
das amostras foram ndo tipaveis.

Em UTINs na Finlandia, Ibrahem e colaboradores (2008) avaliaram 61 amostras de
SCN resistentes a oxacilina isoladas de neonatos, e identificaram 49 (80%) como S.
epidermidis. A distribuicdo do SCCmec foi diversa: em 20 (33%) amostras foi detectada o
SCCmec tipo IV, 11 (18%) tipo V, 4 (6%) tipo 1, 3 (4%) tipo II e 23 (38%) foram novos
tipos (IBRAHEM et al., 2008).

No Brasil, Machado e colaboradores (2007) avaliaram a distribuicdo dos tipos de
SCCmec em SCN isolados de pacientes atendidos no hospital de Clinicas de Porto Alegre,
entre 2004 e 2005, e observaram que o SCCmec tipo I (19,4%) e o SCCmec tipo III
(18,6%) foram os mais prevalentes na espécie S. epidermidis, enquanto 59% das amostras
clinicas ndo tipaveis foram identificadas como S. hominis.

Recentemente, Kondo e colaboradores (2007), desenvolveram uma técnica de
tipagem que tem sido mais apropriada para a identificagdo de SCN. Esta técnica consiste
em seis PCRs multiplex para a identifica¢do dos tipos de ccr, das classes do gene mecA e
das estruturas especificas na regido J. No entanto, no presente estudo sé foi realizada duas
PCRs multiplex: M-PCR1, que amplifica genes dos cinco tipos de ccr; e a M-PCR2 que

detecta as classes do gene mec.
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1.6 Diversidade Genémica

Algumas técnicas moleculares vém sendo utilizadas para a caracterizagdo
epidemiologica de amostras hospitalares de Staphylococcus. Essas técnicas, por analisarem
diretamente o material gendmico dos microrganismos, apresentam melhor poder
discriminatorio do que as técnicas convencionais (SECHI et al., 1999). A eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE), apo6s restricdo do DNA gendmico, ¢ uma técnica molecular
desenvolvida por Schwartz e colaboradores (1983), a partir de uma variagdo da
eletroforese em gel de agarose convencional. Consiste na mudanca de pulsos elétricos,
periodicamente, permitindo a separacdo de grandes fragmentos de DNA. Esses fragmentos
sdo obtidos apos tratamento do DNA total com enzima de restri¢do, para a qual o genoma
do microrganismo tenha poucos sitios de clivagem.

Linhard e colaboradores (1992) demonstraram a importancia da técnica de PFGE como
método de andlise epidemioldgica para os SCN. Os autores verificaram que a técnica
discriminou sete genotipos de S. epidermidis em 13 amostras comensais isoladas de
profissionais de satide. Desde entdo, essa técnica vem sendo utilizada em estudos
epidemioldgicos com o objetivo de determinar a prevaléncia de clones de SCN entre
amostras hospitalares (TOLDOS et al., 1997; NUNES et al., 2005).

Um estudo publicado em 1999, envolvendo amostras hospitalares de S. epidermidis,
demonstrou uma ampla variabilidade genética, sem o reconhecimento de tipos clonais
predominantes relacionados com o tipo de infeccdo ou pacientes (Lang ef al., 1999).
Contudo, Nunes e colaboradores, em 2005, mostraram em estudo desenvolvido com
amostras isoladas de diferentes hospitais do Brasil a presenca de dois clones prevalentes de
S. epidermidis, entre a maioria das amostras isoladas de cinco instituicdes no Rio de
Janeiro. Mesmo apresentando resultados diferenciados, ambos os estudos indicaram a
transmissao cruzada de SCN em um mesmo setor e/ou ambiente hospitalar.

Villari e colaboradores (2000), ao avaliarem genotipicamente através de PFGE
amostras de S. epidermidis isoladas de pacientes de uma UTIN, em um hospital
universitdrio na Italia, observaram que a maioria dessas infecgdes era devido a
disseminag¢do de um clone. Os quatro principais clones encontrados foram resistentes a
maioria dos antibidticos e 94,6% destes eram resistentes aos dois antibidticos usados no
tratamento empirico nas UTINs, ampicilina e gentamicina. Resultados similares também
foram encontrados por Saida e colaboradores (2006) ao analisarem a clonalidade de

amostras de S. epidermidis resistentes a oxacilina (ORSE), responsaveis por infecgdes
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epidémicas em uma UTIN, na Tunisia, entre dezembro de 2003 e setembro de 2004. As 20
amostras de ORSE, isoladas de RNs foram caracterizadas genotipicamente através de
PFGE, observando-se que o surto era causado por multiplos clones multiresistentes, com
predominancia de um genatipo.

Ainda em relagdo a amostras isoladas de neonatos, foi realizado um estudo por Bogado
e colaboradores (2002), em Rosario, na Argentina, com 40 amostras de SCN resistentes a
oxacilina, isoladas de pacientes internados na UTI do hospital Centenario. Essas amostras
foram analisadas por RAPD (random amplification of polymorfic DNA) e rep (repetitive
extragenic palindromic)-PCR. Em ambas as metodologias, foi verificada a persisténcia do
mesmo clone de S. epidermidis. No Brasil, um estudo realizado por Loureiro e
colaboradores (2000) com amostras de S. aureus resistentes a oxacilina oriundas de narina
anterior e sangue de neonatos da maternidade de um hospital publico no Rio de Janeiro,
mostrou que 60% das amostras de narina apresentaram um perfil de PFGE idéntico,
sugerindo que a transmissdo de um unico clone aconteceu extensivamente dentro da
unidade do hospital. No mesmo estudo, entre as amostras isoladas de sangue, 75%

apresentaram similaridade de mais de 90% com aquelas isoladas de narina.

Apesar dos recentes relatos de caracterizagdo dos tipos de SCCmec em amostras de
S. aureus isoladas em diferentes partes do mundo (OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE
LENCASTRE, 2006; STEIN et al., 2006; DESCLOUX, ROSSANO & PERRETEN,
2008), incluindo o Brasil (TRINDADE et al., 2005; VIVONI et al., 2006), poucos sdo o0s
estudos avaliando cassetes de resisténcia a oxacilina em amostras de SCN (MACHADO et
al., 2007; HANSSEN, JOHANNA & SOLLID, 2007; RUPPE et al., 2008). Além disso,
nao existem na literatura estudos que tenham avaliado, a prevaléncia dos tipos de SCCmec,
concomitante com a relagdo clonal entre amostras isoladas de neonatos. Adicionalmente, ¢
importante lembrar que os SCN estdo entre os patdgenos mais isolados de infecgdo em
neonatos. Devido ao comprometimento fisico, imunologico e organico que esse tipo de
paciente apresenta, predispondo-o a um alto risco de aquisi¢do de infecgdes, torna-se
fundamental a realizacdo de estudos que esclaregcam aspectos relacionados as
caracteristicas fenotipicas e moleculares de amostras de Staphylococcus spp. isoladas de

neonatos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo foi avaliar amostras de Staphylococcus coagulase-
negativos (SCN), isoladas de neonatos, incluindo criangas prematuras, internadas em
unidades de tratamento intensivo de dois hospitais brasileiros, quanto a prevaléncia de

espécies, susceptibilidade antimicrobiana e diversidade clonal.

Objetivos Especificos
- Identificar amostras de SCN pelo método fenotipico miniaturizado e confirmar os
resultados obtidos através da PCR, detectando seqiiéncias génicas especificas para

as espécies prevalentes S. epidermidis e S. haemolyticus.

- Avaliar a susceptibilidade antimicrobiana das diferentes espécies de SCN e a

concentracdo minima inibitoria (CMI) para oxacilina.

- Detectar o tipo de cassete cromossdmico mec (SCCmec) nas diferentes espécies e
correlacionar com o fenotipo de susceptibilidade e com as CMIs obtidas para

oxacilina.

- Avaliar a diversidade clonal entre as amostras de diferentes espécies de SCN

através de PFGE
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo de casos de infec¢do por cepas de SCN isoladas de
neonatos, incluindo os de baixo peso, internados nas UTINs do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), Minas Gerais, no periodo de janeiro de
2001 a dezembro de 2002, gentilmente cedidas pelo professor Paulo Gontijo Filho e do
Instituto Municipal da Mulher Fernando Magalhdes (IMMFM), localizado no Rio de

Janeiro, no periodo de maio de 2007 a agosto de 2008.

3.1.1 Aspectos Clinicos e Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Instituto Municipal da
Mulher Fernando Magalhdes, sob o numero 239A/2007 (ANEXO 1). Nenhuma
intervengao foi efetuada no acompanhamento dos casos, a ndo ser aquelas rotineiramente
realizadas pelos profissionais de satide das referidas instituigdes. O estudo envolveu apenas
a utilizagdo de amostras de SCN analisadas na rotina bacterioldgica de cada hospital, ndo
havendo nenhum contato com o paciente. Aspectos clinicos e demogréficos associados aos
pacientes foram registrados em uma ficha individual (ANEXO 2). As amostras de SCN
1soladas dos pacientes foram utilizadas apenas para as caracterizagdes fenotipicas e

moleculares.

3.1.2 Amostras Bacterianas

Foram analisadas 84 amostras de SCN, sendo 28 amostras oriundas do HC-UFU e
80 amostras do IMMFM. Todas as amostras do estudo foram mantidas em caldo TSB
(“Tripticase Soy Broth”, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) com 20% (v/v) de
glicerol, a -20°C (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989). Para os testes
fenotipicos e moleculares empregados no estudo, foram utilizadas as amostras controles

listadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Amostras controles utilizadas no presente estudo

Espécie Caracteristica Numero Referéncia
Staphylococcus aureus Padrdo para antibiograma (CLSI) ATCC 25923 CLSI, 2008
Padrao para analise de CMI (CLSI) ATCC 29213 CLSI, 2008
Amostra positiva para o gene mecA ATCC 33591 Santos et al., 1999
Amostra tipo ATCC 12600 -
Staphylococcus epidermidis Amostra tipo ATCC 14990 -
Staphylococcus haemolyticus Amostra tipo ATCC 29970 -
Staphylococcus hominis Amostra tipo ATCC 27844 -
Staphylococcus lugdunensis Amostra tipo DSMZ 4804 -
Staphylococcus saprophyticus ~ Amostra tipo ATCC 15305 -
Staphylococcus warneri Amostra tipo ATCC 10209 -
Escherichia coli Controle Gram-negativo ATCC 11229 CLSI, 2008
Micrococcus luteus Controle a bacitracina ATCC 10240 CLSI, 2008
Enterococcus faecalis Amostra tipo ATCC 29212 -

ATCC — “American Type Culture Collection”; CLSI- “Clinical Laboratoty Stardard Istitute”; CMI —Concentra¢do Minima
Inibitoria; DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen un Zellkulturen.

3.1.3 Analise estatistica

Neste estudo foi utilizado o teste do Qui-quadrado para analisar se houve diferenga
quanto a resisténcia aos antimicrobianos entre as amostras isoladas de neonatos. Foi

estabelecida significAncia em valores de 5% (p < 0,05).

3.2 Identificacao bacteriana convencional

3.2.1 Identificacdo do Género Staphylococcus

As amostras foram cultivadas, inicialmente, em agar sangue (“Blood Agar Base”
[Oxoid, Basingstoke, Hampishare, Inglaterra] adicionado de 5% (v/v) de sangue
desfibrinado de carneiro) e incubadas a 35°C, por até 72h, para a analise da pureza,
morfologia colonial e verificagdo da produgao de hemolise. Posteriormente, os testes para a
caracterizagdo do género foram realizados de acordo com as metodologias descritas por
MacFaddin (1977), Bannerman & Peacock (2007). Os testes utilizados estdo listados a

seguir.
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3.2.2 Aspecto morfo-tintorial

O aspecto morfo-tintorial foi analisado através da coloragao de Gram. A leitura foi
realizada observando-se coloracao, morfologia e arranjo das células bacterianas. As células
coradas em violeta foram consideradas Gram-positivas, enquanto aquelas coradas em rosa
foram consideradas Gram-negativas. A amostra S. aureus ATCC 12600 foi utilizada como

controle Gram-positivo, enquanto E. coli ATCC 11229 como Gram-negativo.

3.2.3 Expressao da enzima catalase

A expressdo da enzima catalase foi verificada em lamina de microscopia, tocando-
se em uma colonia bacteriana, crescida em “Tripticase Soy Agar” (TSA, Oxoid), com o
auxilio de uma agulha bacteriologica e, posteriormente, em uma gota de perdxido de
hidrogénio (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil) a 3%. A formag¢do de bolhas foi indicativa
de reagdo positiva. As amostras S. epidermidis ATCC 14990 e E. faecalis ATCC 29212

foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.

3.2.4 Susceptibilidade a bacitracina

Uma suspensao bacteriana de cada amostra, com uma turbidez equivalente a 0,5 da
escala McFarland (1,5 x 10° UFC/mL) foi preparada em salina 0,85% e semeada
confluentemente em agar Miieller-Hinton (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA)
utilizando-se um “swab”. Posteriormente, foi depositado sobre o meio um disco
impregnado com 0,04U de bacitracina (CECON, Sao Paulo, Brasil) e a placa foi incubada
a 35°C, por 24h. Um halo menor ou igual a 10mm foi indicativo de resisténcia a
bacitracina (BAKER, HACKETT & SIMARD, 1986). As amostras utilizadas como
controles foram §. aureus ATCC 12600 (resistente) e M. luteus ATCC 10240 (sensivel).

3.3 Identificacio das espécies de Staphylococcus

A identificagdo dos estafilococos em espécies foi realizada através da utilizagao da
técnica miniaturizada alternativa, associada ao fluxograma de identificagdo de
Staphylococcus spp. (Figura 3) conforme preconizado por Iorio e colaboradores (2007). As
metodologias utilizadas foram aquelas descritas por MacFadin (1977). Para a realizagao

dos testes, as amostras foram, inicialmente, cultivadas em é4gar sangue e incubadas por

48h, a 35°C.
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Figura 3 - Fluxograma do método simplificado de identificagdo de Staphylococcus em espécies
(IORIO et al.,2007). FOS, fosfatase; CF, fator clumping; NOV, novobiocina; DEF, desferrioxamina; URE, urease;
MAN, mannose; TRE, trealose; XYL, xylose. s, sensivel; r, resistente. 1, S. epidermidis; 2, S. haemolyticus; 3, S.
lugdunensis; 4, S. schleiferi subsp. schleiferi; S, S. hominis subsp. hominis; 6, S. hominis subsp. novobiosepticus; 7, S.
saprophyticus; 8, S. warneri; 9, S. cohnii subsp. cohnii; 10, S. cohnii subsp. urealyticus; 11, S. capitis subsp. capitis; 12, S.
capitis subsp. urealyticus; 13, S. xylosus; 14, S. sciuri; and 15, S. aureus.

3.3.1 Expressdo da enzima coagulase

A verificagdo da expressdo da enzima coagulase foi realizada utilizando-se o
sistema comercial Coagu-plasma (Laborclin LTDA, Parana, Brasil), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A amostra utilizada como controle positivo foi S. aureus ATCC
12600, enquanto a amostra S. epidermidis ATCC 14990 foi utilizada como controle

negativo no teste.

3.3.2 Expressao de fator “clumping”

A expressdao do fator “clumping” foi verificada utilizando-se o sistema comercial
“Slidex Staph Plus” (bioMérieux S/A, Inc., Durham, NC, EUA), ¢ a leitura foi realizada de
acordo com instrugdes do fabricante. A amostra S. aureus ATCC 12600 foi utilizada como

controle positivo, e S. epidermidis ATCC 14990 como controle negativo da reagao.
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3.3.3 Susceptibilidade a novobiocina e desferrioxamina

Uma suspensdo bacteriana, com uma turbidez equivalente a 1,0 da escala
McFarland (3 x 10° UFC/mL) foi preparada em salina 0,85% e semeada confluentemente
em agar Miieller-Hinton (Difco Laboratories). Posteriormente, foi depositado sobre o meio
um disco contendo 5 pg de novobiocina (CECON, Sao Paulo, Brasil) e um disco de papel
de filtro impregnado com 100 pg de desferrioxamina (Sigma Chemical Company). O meio
foi incubado a 35°C, por 24h. Um halo menor ou igual a 16 mm foi indicativo de
resisténcia a novobiocina (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). As amostras que
apresentaram qualquer halo de inibi¢do no disco de desferrioxamina foram consideradas
susceptiveis (MONSEN et al., 1998). As amostras utilizadas como controles dos testes
foram S. saprophyticus ATCC 15305 (resistente a novobiocina) e S. epidermidis ATCC
14990 (sensivel a novobiocina), S. warneri ATCC 10209 (resistente a desferrioxamina) e
S. hominis ATCC 27844 (sensivel a desferrioxamina).

Para a realizag¢do dos testes a seguir, as amostras foram transferidas para salina para
obtencdo de uma suspensdo bacteriana, com uma turbidez equivalente a 1,0 da escala
McFarland. Posteriormente, 45 pL dessa suspensdo foram inoculados em 180 pL de meios
de culturas especificos para cada teste a seguir. Os testes foram realizados em placa de
poliestireno de 96 pocos (Imulon 2, Dynathec Laboratories) e foram avaliados nos

periodos de incubagdo de 24 e 48 horas.

3.3.4 Expressao da enzima pirrolidonil arilamidase (PYRase)

A expressdao da enzima pirrolidonil arilamidase foi verificada em caldo TSB
(Oxoid), contendo 0,006% (p/v) de L-pirroglutamil-B-naftilamina (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, EUA). A leitura do teste foi realizada pela adigao de S0uL da
solugdo reveladora, contendo dimetilaminocinamaldeido a 1% (p/v) (Sigma Chemical
Company), apos 24h de incubagdo, a 35°C. O aparecimento de uma coloragdo rosa ou
purpura, em até 10min ap6s a adi¢do do reativo foi considerado resultado positivo. Como
controles positivo e negativo da reacdo foram usadas as amostras S. haemolyticus ATCC

29970 e S. aureus ATCC 12600, respectivamente.
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3.3.5 Expressao da enzima fosfatase

A expressao da enzima fosfatase foi verificada em caldo PDP, segundo MacFaddin
(1977), com modificagdes (0,37% [p/v] de extrato de carne; pH 7,5), adicionado de 2%
(v/v) de solugdo PDP (0,5% [p/v] de difosfato de fenolftaleina). A leitura foi realizada apds
a adi¢ao de 10uL da solucao reveladora de NaOH a 40% (v/v), apds 24h de incubagdo, a
35°C, observando-se o aparecimento de coloragdo rosa para amostras positivas. As
amostras controles utilizadas foram S. aureus ATCC 12600 (controle positivo) e S.

haemolyticus ATCC 29970 (controle negativo).

3.3.6 Expressao da enzima urease

A expressdo da enzima urease foi verificada em caldo uréia de Rustigian & Stuart,
segundo MacFaddin (1977) com modifica¢des, conforme descrito a seguir: 1,2% (p/v)
KH,POy, 2,4% (p/v) de Na,HPO4.7H,0, 0,14% (p/v) de extrato de levedura e 0,014% (p/v)
de vermelho de fenol, pH 7,6. O caldo foi autoclavado, e a seguir, a uréia (2,5% [p/v]) foi
adicionada apos filtragdo. A leitura foi realizada em até 48h de incubagdo, a 35°C. A
auséncia de alteragdo na coloracdo do meio (amarela) foi considerada como resultado
negativo. As amostras S. epidermidis ATCC 14990 e S. haemolyticus ATCC 29970 foram

utilizadas respectivamente, como controles positivo e negativo desta prova bioquimica.

3.3.7 Fermentacao da manose e trealose

A fermenta¢ao dos carboidratos manose e trealose foi verificada em caldo vermelho
de fenol, confeccionado segundo MacFaddin (1977), com modificag¢des (1,3% [p/v] de
peptona, 0,13% [p/v] de extrato de carne, 0,66% [p/v] de NaCl e 0,0024% [p/v] de
vermelho de fenol, pH 7,4). Os carboidratos (1,25 [p/v] de manose e 1,25 [p/v] de trealose)
foram adicionados apds filtragdo. A leitura foi realizada em 24 e 48h de incubagéo, a 35°C.
A modifica¢do da coloragdo do meio para amarela foi indicativa de resultado positivo.
Como controles das reagdes foram utilizadas as amostras S. aureus ATCC 12600, como
controle positivo, e S. haemolyticus ATCC 29970 e S. epidermidis ATCC 14990, controles

negativos para manose e trealose, respectivamente.
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3.4. Determinacio da susceptibilidade antimicrobiana

3.4.1. Teste de difusdo em disco (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI,
2006a)

O perfil de susceptibilidade das amostras foi determinado frente a 15
antimicrobianos. As amostras foram inicialmente semeadas em agar sangue, por 18-24h, a
35°C. A cultura microbiana foi entdo diluida em solugado salina 0,85% (p/v) para obtencao
do padrio de turvagdo 0,5 da escala de McFarland (~1,5 x 10* UFC/mL), e inoculado em
placa com agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories), de forma a obter crescimento
confluente. Os discos foram depositados sobre o meio, € a leitura dos halos de inibigdo foi
feita apos 18h de incubacdo a 35°C, exceto para oxacilina, teicoplanina e vancomicina,
cujo periodo de incubagdo foi de 24 horas.

As amostras foram testadas frente aos seguintes antimicrobianos: clindamicina
(2ug), ciprofloxacina (5ug), cloranfenicol (30ug), eritromicina (15ug), gentamicina
(10pg), penicilina G (10UI), rifampicina (5pg), sulfametoxazol/trimetoprima (25ug),
teicoplanina (30pg), vancomicina (30ug), tetraciclina (30ug), (Cecon). Os discos de
cefoxitina (30pg), linezolida (30ug), mupirocina (5ug) e oxacilina (1ug) foram obtidos da
Oxoid.

Os discos de clindamicina e eritromicina foram colocados a 20 mm de distancia
margem a margem, ¢ a analise da indu¢do de resisténcia a clindamicina pela eritromicina
foi verificada pelo surgimento de um “achatamento” (Teste D) no halo de inibigdo da

clindamicina, proximo ao disco de eritromicina (CLSI, 2008).

A interpretag¢do dos halos de inibi¢ao foi realizada conforme o CLSI (2008), para os
antimicrobianos em geral, ¢ de acordo com Fuchs, Jones e Barry (1990), para a

mupirocina. A amostra padrao S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle do teste.

3.4.2 Teste de diluicio em agar com oxacilina (CLSI, 2006b)

A determinacdo das concentracdes minimas inibitorias (CMIs) para oxacilina
(Sigma Chemical Company) foi realizada pelo método de diluicdo em agar, segundo o
CLSI (2006b). As amostras bacterianas foram, inicialmente, semeadas em agar sangue por

18-24h, a 35°C. O crescimento microbiano foi entdo diluido em salina, para obtenc¢ao do
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padrio de turvagio 0,5 da escala de McFarland (~1,5 x 10® UFC/mL). Em seguida, foi
realizada uma diluicdo 1:10 (v/v) em salina, e as amostras foram transferidas para o
replicador de “Steers”, obtendo-se ~1,5 x10” UFC/mL. Posteriormente, foram inoculados,
aproximadamente, 2puL desta diluicdo (~3 x 10* UFC/mL) nas placa contendo &gar
Mueller-Hinton (Difco Laboratories) com 2% de NaCl (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) e
concentragdes crescentes do antimicrobiano, variando de 0,25 a 256 pg/mL. Os meios
inoculados foram analisados de acordo com os valores estabelecidos pelo CLSI (2008). A

amostra S. aureus ATCC 29213 foi utilizada como controle do teste.

3.4.3 - Teste de triagem em agar contendo oxacilina

As amostras foram, inicialmente, cultivadas em 4gar sangue, a 35°C/48 horas. O
crescimento foi, entdo, disperso em salina até atingir turvagdo correspondente a escala 0,5
de McFarland e semeado com o auxilio de “swab” na superficie do meio de dgar Mueller-
Hinton (Difco Laboratories), contendo 4 pg/mL de oxacilina (Sigma Chemical Company)
e 4% (p/v) de NaCl (Reagen) (FERREIRA et al., 2003). A leitura foi realizada apds 24 e
48 horas de incubacdo, a 35°C. O crescimento de mais de uma colonia na superficie do

meio foi indicativo de resultado positivo, isto €, resisténcia a oxacilina, segundo sugerido

pelo CLSI (2008) para S. aureus.

Placas contendo agar Muller-Hinton sem oxacilina foram utilizadas como controle
do crescimento bacteriano. Como controles do teste foram utilizadas amostras padrdo de S.

aureus ATCC 29213 sensivel a oxacilina, e S. aureus ATCC 33591 resistente a oxacilina.

3.5. Técnica da PCR para detec¢iao de seqiiéncias génicas especificas

3.5.1 Extracao do DNA bacteriano através da utilizagdo de isotiocianato de guanidina

A liberagdo do DNA através da guanidina foi realizada de acordo com Pitcher,
Sauders & Owen (1989). Cinco colonias isoladas, obtidas a partir de crescimento
bacteriano em agar sangue, foram inoculadas em 3 mL de caldo TSB (Oxoid) e incubadas
por 18h, a 35°C. A seguir, ImL desta suspensdo foi centrifugado (5 min; 8000 xg) € o
sedimento ressuspenso em 1,5 mL de tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8). A
suspensdao foi novamente centrifugada (5 min; 8000 xg), e ao precipitado foram

adicionados 100 pL de solugdo de lise (5 mg/mL de lisozima [Sigma] em tampdo TE
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adicionado de BRIJ 0,5% [Sigma]). A esta solu¢do foram adicionados 5 pL de lisostafina
(Img/mL) comercial (Sigma) e ap0s agitagdo, esta solugdo foi incubada por 1h, a 37°C, em
banho-maria. Apos esse periodo, as amostras foram lisadas, utilizando-se uma solucao
contendo 500 pL de isotiocianato de guanidina (Gibco BRL — Life Technologies) a 5 M.
As suspensdes celulares foram agitadas, manualmente, e entdo incubadas a temperatura
ambiente, por 5 a 10 minutos. Posteriormente, os lisados foram resfriados em gelo por 10
min, e a seguir adicionados a eles 250 puL de acetato de amdnio (Vetec) a 7,5 M, preparado
em agua, agitando-se manualmente os tubos, e, em seguida, incubando-se por 10min em
gelo. Apds esse periodo uma solugdo de 500 pL 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 x g. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo
tubo, onde foram adicionados 430 pL isopropranolol (Vetec). Os tubos foram entdo
invertidos por 1 min para misturar as solucdes. Apos centrifugagdo a 7000 x g, por 20 seg,
o DNA precipitado foi entdo, lavado cinco vezes, com etanol (Vetec) a 70%. Por fim, o
DNA foi ressuspenso em 50 uL. de tampao TE, incubado “overnight” em banho-maria, a

37°C, e entdo estocado a 4 °C.

3.5.2. PCR para deteccao de seqiiéncias génicas espécie-especificas de S. epidermidis e
S. haemolyticus

A deteccdo de seqiiéncias génicas espécie-especificas de S. epidermidis e S.
haemolyticus foi realizada pela técnica de PCR, utilizando-se os oligonucleotidios SH-1 e
SH-2 para a espécie S. haemolyticus, listados na Tabela 3. Para identificacdo molecular da
espécie S. epidermidis foram desenhados oligonucleotideos, utlilizando-se as ferramentas

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), ClustalX e OligoAnalyzer.

A amplificacdo dos fragmentos codificados foi realizada em um termociclador
(Eppendorf Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha), utilizando-se um volume total
de 25uL para a reacdo, constituida de 3ulL de DNA, 2,5uL de tampao da enzima (10mM
Tris HCI, 25mM KCI), 2mM de MgCl,, 100uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Life Technologies Inc., Gathersburg, MD, EUA), 1,5U de
Taqg DNA polimerase (Biotools, Madrid, Espanha), e 20 pmoles de cada um dos
oligonucleotideos. As amostras tipo S. haemolyticus ATCC 29970 e S. epidermidis ATCC

1228 foram utilizadas como controles nas reagoes.
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Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados, amplicon obtido e ciclo empregado na PCR para

deteccdo do gene espécie-especifico de S. haemolyticus e S. epidermidis

Oligonucleotideos Gene | Amplicon Ciclo Referéncia
SH-1 94°C — 2min
5-GGTCGCTTAGTCGGAACAAT-3’ 94°C — 1 min
mvad | 285pb |55°C—1Imin 30x | SCHUENCK et al., 2008

SH-2 72°C — 1min
5"-CACGAGCAATCTCATCACCT-3’ 72°C - 5min

94°C — 2min
SE -1 . .
5°-CAGTTAATCGGTATGAGAGC-3’ e mm} Dados em publicagao

- - 55°C — lmin 30x

SE-2 recN 218pb | 72°C — Imin

72°C — 5min
5>~ CTGTAGAGTGACAGTTTGGT3’

Os produtos das reacdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, em TBE (0,89 M Tris, 0,89M dacido boérico, 2,5 mM EDTA, pH 8,2). Apds corrida
de 1:30 h a 90V, o gel foi corado em solucao de brometo de etidio (0,51g/mL) por 30 min
e a imagem foi capturada sob luz ultravioleta em um fotodocumetador (Vilber Lourmat,
Marne-la-Valleé, Franga). Como padrio de corrida foi utilizado o marcador 100 pb DNA
Ladder (Life Technologies).

3.5.3. PCR multiplex para tipagem do SCCmec

A determinagdo do tipo de SCCmec foi realizada conforme descrito por Kondo et
al., 2007. A técnica consiste de duas PCR multiplex (M-PCR1 e M-PCR2) que permitem a
amplificacdo de segmentos de regides especificas de cada tipo de SCCmec. Na Tabela 4
estdo descritas as seqiiéncias utilizadas dos oligonucleotideos, o tamanho dos amplicons e
a especificidade para cada tipo de SCCmec.

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient), utilizando-se um volume total de 50 pl composto de: 1uL de
DNA, 5uL de tampado da enzima (10mM de Tris-HCl e 25 mM de KCI), 3,2 mM de
MgCl,, 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP,dCTP, dTTP)
(LifeTechnologies), 1,5 U de Tag DNA polimerase (Biotools), e 20 pmoles dos

oligonucleotideos.
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Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados e amplicons obtidos nas duas técnicas de PCR

multiplex para tipagem do SCCmec

. ; wA ey ay Amplicon Especificidade
Oligonucleotideo Seqiiéncia (5°-3%) (pb) (tipo de SCCmec)
M-PCRI1
mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG 286 mecA
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA
al AACCTATATCATCAATCAGTACGT 695 cerdl
a?2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 937 ccrd?2
a3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 1791 ccrA3
Be ATTGCCTTGATAATAGCCITCT cerBl,ccrB2, ccrB3
ad?2 GTATCAATGCACCAGAACTT 1287 ccrd4
p4.2 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT
YR CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 518 cerC
vF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT
M-PCR 2
ml 6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG 1963 mecl (classe mec A)
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA
1S7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG 2827 IS1272 (classe mec B)
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA
1S2 TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT 804 18431 (classe mec C)
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA
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O ciclo da PCR consiste em desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 30
ciclos de 2 minutos a 940C, anelamento de 1 minuto a 570C, um ciclo de extensao final de
2 minuto a 72°C, finalizada com a etapa de alongamento de 72°C, por 2 minutos.

Os produtos da reacao foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%,
em TBE (0,89 M Tris, 0,89M é&cido borico, 2,5 mM EDTA, pH 8,2). Apds corrida de 2:30
h a 90V, o gel foi corado em solucao de brometo de etidio (0,5ug/mL) por 30min e a
imagem foi capturada sob luz ultravioleta em um fotodocumetador (Vilber Lourmat,
Marne-la-Valleé, Franca). Como padrdo de corrida foi utilizado o marcador 100pb DNA
Ladder (Life Technologies). O tipo de SCCmec, foi posteriormente classificado de acordo

com o tipo de ccr com a classe mec detectados (Tabela 5).

Tabela 5: Classificacdo do tipo de SCCmec

SCCmec M-PCR 1 M-PCR 2

(tipo ccr)  (classe mec)
Tipo I cer 1 mec B
Tipo II cer? mec A
Tipo III cer3 mec A
Tipo III cer 3; cers mec A
Tipo IV cer? mec B
Tipo V cer'S mec C
Tipo VI ceréd mec B

www.staphylococcus.net

3.6. Analise do perfil de fragmentacio do DNA cromossomico apds tratamento com
enzima de restriciio e separacio por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE).

A analise do perfil de fragmentagdo do DNA cromossdmico foi realizada apos
separacdo por PFGE dos fragmentos gerados pelo tratamento com a enzima de restri¢do
Smal, segundo Nunes e colaboradores (2005), com modifica¢des. Cinco coldnias isoladas,
obtidas apos crescimento em agar sangue, por 24h, foram inoculadas em 5 ml de caldo
TSB (Oxoid) e incubadas durante 4h, a 35°C. A turvacdo foi ajustada a uma turbidez
equivalente a escala 2 (6 x 10® UFC/mL) de McFarland, com solugdo salina estéril. A
seguir, 1 mL desta suspensdo foi centrifugado (5 min a 700 xg), e o sedimento ressuspenso
em 250uL de tampao PIV (NaCl 1M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,6). A esta suspensdo foi

adicionado o mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusdo (“Low Melting Point
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Agarose”, IBI Technical, New Haven, EUA) a 1,8%, dissolvida em tampao PIV e mantida
a 58°C. Apds homogeneizagdo, a agarose foi distribuida em moldes, mantidos a 4°C, por
cerca de 10 min. Em seguida os blocos de agarose foram colocados em 2mL de solugdo de
lise EC (tris-HCI 6mM pH 7,6, NaCl 1M, EDTA 100mM pH 7,5, Brij 58 0,5%,
laurilsarcosinato de sodio 0,5%), contendo 10mg/mL de lisozima (Sigma Chemical
Company) e 1mg/mL de lisostafina (Sigma Chemical Company), e incubados a 35°C, sob
leve agitacdo, durante 18 a 24h. Apos esse periodo, os tubos foram resfriados a 4°C e a
solucdo foi substituida por 2mL de solugcdo ES (EDTA 0,4M pH 9,5, lauril sarcosinato de
sodio 1%), adicionada de 0,1 mg/mL de proteinase K (Sigma Chemical Company), e
incubadas a 50°C, em banho de imersao, durante 18 a 24h. Ao final dessa fase, os blocos
de agarose foram mantidos em nova solu¢ao ES (sem proteinase) e mantidos a 4°C.

A digestdo do DNA foi realizada a partir de um bloco de agarose, lavando cinco
vezes em tampao TE (Tris-HCI 10mM e EDTA 10mM, pH 7,5), a 37°C, em banho-maria,
sendo as quatro primeiras lavagens de lh cada e a ltima de 18h. Apos esse processo, o
bloco foi transferido para uma solug¢do contendo 150uL do tampao especifico da enzima de
restricdo Smal (Biotools Boehringer Mannheim) e incubado a 25°C, por 4 horas. Em
seguida, o bloco foi transferido para um novo tampao da enzima de restricdo, contendo
20U da enzima Smal, e incubado a 25°C, durante 18-24h. A seguir, a solugdo contendo a
enzima foi removida, o bloco de agarose foi fundido a 70°C e aplicado em gel de agarose
(Sigma Chemical Company) a 1%, em tampao TBE 0,5x. A eletroforese em campo
pulsado foi realizada em um CHEF DR III, (Bio-Rad, Laboratories, California, EUA),
utilizando-se um tempo de pulso crescente de 1 a 35s, durante 21h a 6V/cm, a 14°C, com
angulo de 120°. Em seguida, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/mL), por
30min e a imagem foi capturada sob luz ultravioleta em um fotodocumetador (Vilber
Lourmat, Marne-la-Valle¢, Fran¢a). Como padrdo de corrida foi utilizado o marcador
100pb DNA Ladder (Life Technologies). Os padrdes de bandas das diferentes amostras
foram analisados através da comparacao visual e classificados de acordo com os critérios
de Tenover e colaboradores (1995), e através da analise automatizada com o auxilio do
sistema “Image Analisys System”, empregando-se o programa “Molecular Analist
Fingerprint Plus”, versdo 1.6 (BioRad Laboratories) e o método de “Unweitgthed Pair
Group Method using Arithmetic Averages” (UPGMA) para o célculo dos coeficientes de

similaridade.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais das amostras e identificacao bacteriana

Foram coletadas 84 amostras de SCN, provenientes de neonatos, incluindo criangas
prematuras, internadas em unidades de terapia intensiva de dois hospitais brasileiros.
Dessas, 30 foram isoladas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU), no periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2002, e 54 amostras foram
i1soladas no Instituto Municipal da Mulher Fernando Magalhaes, (IMMFM), no periodo de
junho de 2007 a julho de 2008. Amostras multiplas, isoladas de um mesmo paciente,
foram excluidas, exceto em um caso, onde duas amostras (572s ¢ 586s) foram isoladas do
mesmo paciente, em um intervalo de 38 dias, de infecgdes diferentes. Todas as amostras
analisadas neste estudo apresentaram-se como cocos Gram-positivos, agrupados em
cachos, catalase-positivas, resistentes a bacitracina e coagulase negativos. O sitio de
isolamento mais freqiiente foi o sangue, com 62 (74,4%) amostras, seguido de secre¢do
ocular (10 amostras; 11,6%) e ponta de cateter vascular (7; 8,0%). Na Tabela 6 estdo

descritas a origem e fonte de isolamento das 84 amostras analisadas.

Tabela 6: Origem e fonte de isolamento das 84 amostras de SCN identificadas no presente estudo

Hospital . .
(Total de amostras/ Espécie Fonte de isolamento
de isol 0) (N°/% de amostras) (N°/ %de amostras)
ano de 1solamento
HC-UFU S. epidermidis (18; 60) Sangue (16/ 53,3); Secregdo ocular (8/ 26,6);
(30/2001-2002) S. haemolyticus (7; 23,3) Ponta de cateter vascular (5/ 16,6); Secregéo
S. hominis (2; 6,5) de ouvido (1/3,3)

S. capitis urealyticus (1; 3,4)
S.caprae (1; 3,4)
S. warneri (1; 3,4)

IMMFM S. epidermidis (33 ; 61) Sangue (46/ 85,6); Secre¢do ocular (2/ 3,8);
(54/2006-2008) S. haemolyticus (11 ;20,3) Ponta de cateter vascular (2/ 3,8); Abscesso
cutaneo (1/ 1,7); Aspirado Traqueal (1/ 1,7);

S.capitis capitis (4 ; 7,4)
P P Liquor (1/1,7); Urina (1/1,7)

S. hominis (2; 3,7)
S. capitis urealyticus (1; 1,9)
S. warneri (1; 1,9)
S. saprophyticus (1; 1,9)
S. cohnii (1;1,9)
HC-UFU- Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; IMMFM- Instituto Municipal da Mulher Fernando
Magalhaes
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Os perfis bioquimicos apresentados pelas 84 amostras de SCN identificadas no
estudo estdo descritos na Tabela 7. Oito espécies de Staphylococcus foram identificadas,
sendo 51(61%) amostras da espécie S. epidermidis, 18 (21%) de S. haemolyticus, seis (7%)
de S. capitis, quatro (5%) de S. hominis, duas (2%) de S. warneri, e uma de cada das
seguintes espécies: S. caprae, S. cohnii e S. saprophyticus. Apenas duas amostras de S.
epidermidis, que foram isoladas no hospital IMMFM, apresentaram perfil bioquimico
atipico para a espécie, isto €, o teste da fosfatase apresentou resultado negativo, nao

compativel com o esperado para a espécie.

Tabela 7 — Identificagdo fenotipica ¢ molecular de 84 amostras de SCN isoladas de neonatos
internados nos hospitais HC-UFU e IMMFM

Espécie H F C CP F U MTND B PCR
(T(I))tal de amostras) E C G AY O R A RO E A gene gene
M T R S E N E V F C reeN mvaAd
S. epidermidis (51)* - - -+ - 4+ 4+ + - S S R + -
S. haemolyticus (18) + - - + + - - - + S R R - +
S. capitis capitis (4) - - - 4+ - - - + - S R R - -
S. capitis urealyticus (2) - - - + - - + + + S R R - -
S. hominis (4) - - -+ - - 4 - - S S R - -
S. warneri (2) - - - 4+ - - 4+ - 4+ S R R - -
S. cohnii (1) e - - + R R R - -
S.caprae (1) - - - 4+ - 4 + 4+ 4+ R R R - -
S. saprophyticus (1) - - -+ - - - - + R S R - -

HC-UFU- Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; IMMFM- Instituto Municipal da Mulher Fernando
Magalhdes; HEM - hemolise; FC - fator “clumping”; CG - coagulase livre; CAT - catalase; PYR - pirrolidonil arilamidase; FOS -
fosfatase; URE - urease; Acidos a partir de MAN - manose e TRE - trealose; susceptibilidade a: NOV - novobiocina, DEF -
desferrioxamina e BAC - bacitracina; R - resistente; S - sensivel (HOLT et al., 1994; MONSEN et al., 1998; BANNERMAN &
PEACOCK, 2007); gene recN - codifica uma recombinase especifica da espécie S. epidermidis (Dados ndo publicados) e gene
mvaA - codifica a enzima HMG CoA redutase (SCHUENCK et al., 2008) ; * - Duas amostras apresentaram perfil atipico em
relagdo ao teste da fosfatase, isto ¢, foram fosfatase negativas
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Os resultados obtidos a partir das PCRs espécie-especificas foram concordantes
com aqueles encontrados nas provas bioquimicas, isto ¢, todas as amostras identificadas,
bioquimicamente, como S. epidermidis apresentaram o gene recN (codifica uma
recombinase especifica desta espécie) (Figura 4) e todas as amostras de S. haemolyticus
apresentaram o gene mvaA (codifica a enzima HMG CoA redutase, especifica da espécie)
(Figura 5). Nenhuma das amostras identificadas como pertencentes a outras espécies

apresentaram amplificacdo para os genes supracitados.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8

<4500 pb -

Sen U AN A R e« 285pb

<100 pb »

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose do
fragmento do gene recN (218pb), espécie-

especifico para S. epidermidis. MM: marcador
molecular; linha 1: controle positivo para o gene recN (S.
epidermidis ATCC 14990); linha 2: Controle negativo para o
gene recN (S. haemolyticus ATCC 29970); linhas 3 a 8 —
amostras clinicas identificadas bioquimicamente como .
epidermidis

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose
do fragmento do gene mvad (285pb),

espécie-especifico para S. haemolyticus. MM:
marcador molecular; linha 1: controle positivo para o gene
mvaA (S. haemolyticus ATCC 29970); linha 2: Controle
negativo para o gene mvad (S. epidermidis ATCC 14990);
linhas 3 a 8 — amostras clinicas identificadas
bioquimicamente como S. haemolyticus
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4.2 Determinacido da susceptibilidade antimicrobiana e das concentracdes minimas

inibitorias

Todas as 84 amostras foram avaliadas quanto a susceptibilidade a 15 antimicrobianos,
pelo método de difusdo a partir do disco (CLSI, 2006a). A Tabela 8 apresenta os resultados
de resisténcia antimicrobiana, obtida frente a treze dos 15 antimicrobianos testados. Como
todas as amostras apresentaram susceptibilidade a linezolida e vancomicina, estes
antimicrobianos ndo foram incluidos na Tabela. As maiores taxas de resisténcia foram
observadas para penicilina (94%), cefoxitina e oxacilina (82%), eritromicina (61%),
gentamicina (54%) e sulfametoxazol/trimetoprina (52%). As taxas de resisténcia a
teicoplanina (8%) e a mupirocina (9%) foram as mais baixas. Ao compararmos as taxas de
resisténcia em relacdo aos dois hospitais avaliados observamos diferenga estatisticamente
significante para ciprofloxacina, teicoplanina e tetraciclina (p<0,05). No HC-UFU, as taxas
de resisténcia a teicoplanina e tetraciclina foram mais elevadas. Em contrapartida, a taxa de
resisténcia a ciprofloxacina foi cinco vezes maior em comparacdo a observada no HC-
UFU.

Tabela 8: Percentual de resisténcia antimicrobiana de acordo com o teste de
difusdo a partir do disco em 84 amostras de SCN isoladas nos dois hospitais
avaliados, HC-UFU e IMMFM

Numero (%) de amostras resistentes

Agente Antimicrobiano HC-UFU IMMFM Total
Valor de p*

(n=30) (n=54) (n=84)
Cefoxitina/oxacilina 21 (70) 48 (89) 0,188 69 (82)
Ciprofloxacina 3 (10) 26 (48) 0,001* 29 (34)
Clindamicina 14 (47) 23 (43) 0,718 37 (44)
Cloranfenicol 8 (27) 8 (15) 0,185 16 (19)
Eritromicina 17 (57) 34 (63) 0,571 51 (61)
Gentamicina 14 (47) 31 (57) 0,344 45 (54)
Mupirocina 0 8 (15) 0,067 8(9)
Penicilina 30 (100) 49 (91) 0,215 79 (94)
Rifampicina 5(16) 509) 0,315 10 (12)
Sulfametoxazol/Trimetoprima 15 (50) 29 (54) 0,744 44 (52)
Teicoplanina 6 (20) 1(2) 0,013* 7 (8)
Tetraciclina 12 (40) 7(13) 0,010%* 19 (23)

HC-UFU - Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; IMMFM — Instituto Municipal da Mulher
Fernando Magalhaes; para os resultados serem considerados estatisticamente significativos foi utilizado o valor de p
< 0,05, segundo determinado pelo teste Qui-quadrado
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Doze (40%) amostras isoladas no HC-UFU e quatro (7,4%) isoladas no IMMFM
apresentaram fendtipo de resisténcia a clindamicina induzida pela eritromicina, detectada

através do teste D (Figura 6).

Figura 6 — Resisténcia a clindamicina
induzida pela eritromicina (Teste D)
observada para uma amostra clinica da
espécie S. epidermidis

A Tabela 9 apresenta o percentual de resisténcia antimicrobiana de acordo com a
espécie de SCN identificada. S. haemolyticus foi a espécie que apresentou as maiores taxas
de resisténcia antimicrobiana, incluindo 100% de resisténcia a oxacilina, seguida da espécie
S. epidermidis, com 84% de resisténcia a este antimicroniano. Resisténcia a mupirocina
(16%) s6 foi observada para a espécie S. epidermidis. A Unica amostra de S. cohnii s6
apresentou resisténcia aos beta-lactamicos, enquanto a amostra de S. saprophyticus foi

sensivel a todos os antimicrobianos.
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Tabela 9: Resisténcia antimicrobiana observada através do teste de difusdo a partir do disco em 84 amostras de oito espécies SCN, isoladas de neonatos

Agente Antimicrobiano

Numero e percentual de amostras resistentes

S. epidermidis S. haemolyticus S. capitis S. hominis S. warneri S. caprae S. cohnii S. saprophyticus
n=51 n=18 n=6 n=4 n=2 n=1 n=1 n=1
R % R % R % R % R % R % % R %
Cefoxitina/oxacilina 43 &4 18 100 3 50 2 50 2 100 - - 100 - -
Ciprofloxacina 17 33 8 44 3 50 0 1 50 - - - - -
Clindamicina 27 53 4 22 1 17 2 50 2 100 1 100 - - -
Cloranfenicol 14 27 11 0 - 0 - - - - - - - -
Eritromicina 35 69 10 55 1 17 2 50 2 100 1 100 - - -
Gentamicina 30 59 9 50 2 33 1 25 2 100 1 100 - - -
Mupirocina 8 16 0 - 0 - 0 - - - - - - - -
Penicilina 49 96 18 100 5 83 4 100 2 100 1 100 100 - -
Rifampicina 8 16 0o - 1 17 1 25 - - - - - - -
Sulfametoxazol/Trimetoprima 30 60 9 50 1 17 1 25 2 100 1 100 - - -
Teicoplanina 3 6 3 17 1 17 0 - - - - - - - -
Tetraciclina 6 12 7 40 2 33 2 50 1 50 1 100 - - -

- nenhuma amostra encontrada; R- resistente; S- sensivel
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Como j4 mencionado anteriormente, 69 (82%) amostras de SCN foram resistentes a
oxacilina pelo teste de disco-difusdo, sendo 21 amostras do HC-UFU e 48 do IMMFM.
Esses resultados foram concordantes com aqueles obtidos no teste de triagem em agar
contendo 4 pg/mL de oxacilina (FERREIRA et al., 2003). Apenas cinco amostras de S.
epidermidis resistentes a oxacilina para disco ndo apresentaram crescimento confluente
nesse meio, sendo assim, caracterizadas como heterorresistentes.

A analise da correlagdo entre os valores de CMI, a triagem e a presenca do gene mecA
em 84 amostras de SCN isoladas de neonatos mostrou que houve concordancia entre os
testes (Tabela 10). As CMIs para oxacilina, nas oito espécies de SCN analisadas, variaram
de < 0,25 pg/mL a >256 pg/mL. Entre amostras resistentes a oxacilina da espécie S.
epidermidis, 76,7% apresentou CMI variando de 0,5 pg/mL a 8 pg/mL, enquanto em S.
haemolyticus, todas as amostras foram resistentes a oxacilina, com 72,2% apresentando
CMI > 8,0 ug/mL, apesar de cinco amostras terem apresentado CMI entre 1 e 4 pg/mL.

Entre as amostras sensiveis, as CMIs foram < 0,25 pg/mL.



Tabela 10: Correlagdo entre concentragdo minima inibitoria para oxacilina, o resultado do teste de triagem e a presenca do gene mecA

em 84 amostras de oito espécies de SCN isoladas de neonatos

N° de amostras com as seguintes CMIs" (ng/mL)

Espécie N° de gene  Triagem em
amostras mecA 4pg/mL  de <0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >256
oxacilina
S. epidermidis 43 + R 5 12 5 8 3 1 2 5 2
8 - S 8
S. haemolyticus 18 + R 1 4 3 2 1 7
S.capitis capitis 2 + R 1 1
2 - S 2
S. capitis urealyticus 1 + R 1
1 - S 1
S. hominis 2 + R 1 1
2 - S 2
S. warneri 2 + R 1 1
S.caprae 1 - S 1
S. cohnii 1 + R 1
S. saprophyticus 1 - S 1

CMI — concentragio minima inibitéria; R- resistente; S- sensivel; * - Determinado pela reagdo em cadeia da polimerase (Santos ef al., 1999); ® — Determinadas pelo teste de diluigdo
em agar: amostras resistente CMI >0,5 pg/mL, amostra sensivel CMI < 0,25 pg/mL (CLSI, 2008)
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4.3 Tipagem do cassete estafilococico mec (SCCmec) e relacio com CMIs e

susceptibilidade antimicrobiana

A Tabela 11 apresenta os tipos de SCCmec observados a partir da detec¢ao dos
genes ccr e da classe do gene mecA, obtidos através de duas PCRs multiplex, M-PCR1 e
M-PCR2. A analise das 69 amostras de SCN resistentes a oxacilina demonstrou a presenca
de segmentos génicos compativeis com quatro tipos de cassete mec, II, III, IV ¢ V. O
SCCmec tipo II s6 foi observado em duas amostras de S. epidermidis do IMMFM. O
SCCmec III foi observado em nove amostras, o tipo IV e V em 15 amostras. Em 28 (40%)
amostras nao foi possivel determinar o tipo de SCCmec porque estas apresentavam mais de
um tipo de gene ccr ou auséncia de classe do gene mecA. Todas as amostras SCCmec tipo
IV foram identificadas como S. epidermidis e, trés das amostras isoladas no HC-UFU
também apresentaram o gene ccrC. Dentre as amostras tipo V, 11 (73%) delas foram
identificadas como S. haemolyticus. O SCCmec tipo Il foi encontrado em 9 (13%)
amostras todas da espécie S. epidermidis, enquanto o tipo II foi detectado em 2 (3%).
A Figura 7 mostra a eletroforese em gel de agarose das seqiiéncias génicas que

codificam para tipos de SCCmec detectados por PCR multiplex.

ccrl
ccr2+ccrs
ccr2
cer3
ccrs
ccrl
classe A
classe A
¢classe B
classe B
classe C
classe A

MM

=
=

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose das seqiiéncias
génicas que codificam para os tipos de SCCmec em
amostras de SCN isoladas de neonatos; MM- marcador
molecular



Tabela 11: Tipos de SCCmec detectados em 69 amostras de oito espécies de SCN
resistentes a oxacilina isoladas de neonatos nos hospitais, HC-UFU ¢ IMMFM

M-PCR1 M-PCR 2 .
Hospital Espécie N° de Tipo d Tipo de cl Tipo de
P p amostras 1po de gene 1po de classe SCCmec/(%)
ccr do gene mecA
HC-UFU 8. epidermidis 5 3 A I1I (24)
S. epidermidis 4 2 B IV (19)
S. haemolyticus 7 5 C V (38)
S. warneri 1 5 C A%
S. epidermidis 2 - - NT
S. hominis 1 - - NT (19)
S. capitis urealyticus 1 - - NT
IMMFM 8. epidermidis 2 2 A I1(4)
S. epidermidis 4 3 A 111 (8)
S. epidermidis 11 2 B IV (23)
S. epidermidis 1 5 C \%
S. haemolyticus 4 5 C V (15)
S. capitis capitis 2 5 C \%
S. epidermidis 14 - - NT
S. haemolyticus 7 - - NT
S. hominis 1 - - NT (50)
S. warneri 1 - - NT
S. cohnii 1 - - NT

HC-UFU - Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; IMMFM — Instituto Municipal da Mulher
Fernando Magalhdes; M-PCR 1- PCR multiplex utilizando oligonucleotideos para a deteccdo do gene mecA, ccrl, ccr2,
cer3, cerd e ccrC; M-PCR 2 — PCR multiplex para a detecgdo da classe do gene mecA, A, B ou C; NT — ndo tipavel
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A Tabela 12 mostra a classificagdo das 28 amostras ndo tipaveis, de acordo com
Kondo e colaboradores (2007). Onze amostras, duas isoladas no HC-UFU e nove isoladas
no IMMFM apresentaram apenas o gene mecA. Sete € quatro amostras de S. epidermidis

1soladas no IMMFM apresentaram trés e dois genes ccr diferentes, respectivamente.

Tabela 12: Perfis das 28 amostras de SCN resistentes a oxacilina isoladas de neonatos nos hospitais,
HC-UFU e IMMFM, que foram nao tipaveis pelos métodos utilizados

Hospital Espécie N°de M-PCR, M-PCR,
amostras  mecA ccrl ccr2  ccr3  cerd  cers mecA mecB mecC

HC-UFU  S. epidermidis 2 + - - - - - - - -
S. hominis 1 + + - - - - - - -
S. capitis urealitycus 1 + + - - - - + - -

IMMFM 8. haemolyticus 7 + - - - - - - - -
S. hominis 1 + - - - - - - - -
S. warneri 1 + - - - - - - - -
S. epidermidis 3 + - - + + + + - -
S. epidermidis 3 + - + - + + - - +
S. epidermidis 1 + - + - + + - + _
S. epidermidis 1 + - + - + - + - -
S. epidermidis 1 + - + - + - - + -
S. epidermidis 1 + - - - + + + - -
S. epidermidis 1 + - - + + - - - -
S. epidermidis 1 + - - - - - - - - +
S. epidermidis 1 + - - - - - - + _ -
S. epidermidis 1 + - + - - - - - - -
S. cohnii 1 + - - - - - + o+ R _

HC-UFU - Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; IMMFM - Instituto Municipal da Mulher Fernando Magalhaes;
NT — ndo tipavel; M-PCR 1- PCR multiplex utilizando oligonucleotideo para a detec¢do do gene mecA, ccrl, ccr2, ccr3, ccrd e ccrC; M-
PCR 2 — PCR multiplex para a detec¢do da classe do gene mec, A, B ou C
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A correlagdo entre o tipo de cassete mec presente e a susceptibilidade
antimicrobiana foi analisada para todas as 69 amostras de SCN resistentes a oxacilina. A
Tabela 13 mostra a correlacdo entre as taxas de resisténcia e os tipos de SCCmec
encontrados. Entre as 15 amostras com SCCmec tipo IV, as maiores taxas de resisténcia
foram observada para sulfametoxazol/trimetoprima e gentamicina (60%), cloranfenicol
(46%) e eritromicina (40%). Entre as 15 amostras com SCCmec tipo V, foi observada
susceptibilidade a maioria das classes de antimicrobianos, exceto para a tetraciclina, cuja
taxa de resisténcia foi de 67%. As amostras com SCCmec tipo Il foram aquelas menos
sensiveis aos antimicrobianos, e apresentaram altas taxas de resisténcia a gentamicina
(100%), sulfametoxazol/trimetoprima (88%), eritromicina (77%), clindamicina (66%)
ciprofloxacina e cloranfenicol (55%). As amostras nao tipaveis apresentaram um perfil de
susceptibilidade semelhante ao das amostras em SCCmec tipo IIl. Somente duas amostras

SCCmec tipo II foram detectadas, sendo ambas resistentes sulfametoxazol/trimetoprima.

Tabela 13: Correlacdo entre resisténcia antimicrobiana e tipos de SCCmec em 69

amostras de SCN resistentes a oxacilina isoladas de neonatos

Numero (%) de amostras

Antimicrobiano™ SCCmec 1l SCCmec Il SCCmec IV SCCmec V. Nao tipavel
(n=2) (n=9) (n=15) (n=15) (n=28)
Ciprofloxacina 0 5(55) 3 (15) 4(29) 19 (68)
Clindamicina 0 6 (66) 5(25) 3(21,5) 12 (41)
Cloranfenicol 0 5(55) 7 (46) 1(7) 4 (14)
Eritromicina 1 (50) 7(77) 8 (40) 6 (40) 19 (68)
Gentamicina 1 (50) 9 (100) 9 (60) 5(33.5) 20 (69)
Mupirocina 1 (50) 3 (33) 1(6,6) 0 3(10)
Rifampicina 0 4 (44) 0 0 5(17)
Sulfametoxazol/Trimetoprima 2(100) 8 (88) 9 (60) 4(29) 20 (69)
Teicoplanina 1(50) 1(11) 1 (6,6) 3(21,5) 2(7)

Tetraciclina 0 1(11) 2(13.3) 10(67) 4 (14)
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Na Tabela 14 estdo apresentadas as CMIs para oxacilina de acordo com o tipo de
cassete mec. Os resultados mostram que todas as 9 amostras com SCCmec tipo Il
apresentaram CMIs elevados, maiores ou iguais a 64 ug/mL de oxacilina, enquanto que
entre as 15 amostras com SCCmec tipo IV as CMIs variaram entre 0,5 ¢ 4 pg/mL. As 15
amostras com SCCmec tipo V apresentaram CMIs para oxacilina variando de 1 a 64
pg/mL. As amostras ndo tipaveis apresentaram CMIs mais variadas, que se estenderam de

0,5 a> 256 ng/mL de oxacilina.

Tabela 14: Correlagdo entre concentragdo minima inibitéria para oxacilina e tipos de
SCCmec em 69 amostras de SCN resistentes a oxacilina isoladas de neonatos nos hospitais
HC-UFU e IMMFM

Numero de amostras

CMI para HC-UFU IMMFM
oxacilina
(ug/mL) Tipos de SCCmec Tipos de SCCmec Total (%)
II 111 v V NT II 111 v \Y NT
0.5 N T -1 e 5(7.3)
1 A T - s 1 s 14 (20,3)
2 - - - - - 1 - 3 - 1 5(7.3)
4 - - 2 3 1 1 - 1 1 3 12 (17,4)
8 - .4 2 .- o o3 9(13)
16 - S - .2 203)
32 - S - -2 23)
64 - L R 4(58)
128 S S 6 (8,7)
256 A N .- oo 10 (14,5)
Total - 5 4 8 4 2 4 118 24 69 (100)

HC-UFU - Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; IMMFM - Instituto Municipal da Mulher
Fernando Magalhaes; CMI: concentragdo minima inibitoria; NT — ndo tipavel
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4.4 Caracteristicas gerais e perfis genotipicos das amostras de SCN isoladas no HC-

UFU e IMMFM

A diversidade gendmica foi avaliada para 67 amostras de SCN, pela técnica de
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), apos tratamento com a enzima de restri¢ao
Smal. As amostras selecionadas para a andlise estdo listadas na Tabela 15. Dentre elas,
estdo todas as amostras resistentes a oxacilina pertencentes as duas espécies prevalentes: S.
epidermidis (43) e S. haemolyticus (18). Adicionalmente foram analisadas seis amostras de
secre¢cao ocular isoladas no HC-UFU, que foram selecionadas, devido a sua alta
prevaléncia, sendo duas de S. hominis, uma sensivel e outra resistente a oxacilina, e quatro

de S. epidermidis sensiveis a oxacilina.

Tabela 15: Amostras selecionadas para a analise da diversidade gendmica pela técnica de PFGE

Espécie Hospital Total de
P HC-UFU IMMFM amostras

S. epidermidis resistente a oxacilina 11 32 43

S. haemolyticus resistente a oxacilina 7 11 18

S. epidermidis sensiveis a oxacilina isoladas de secregdo ocular 4 - 4

S. hominis sensiveis a oxacilina isoladas de secre¢do ocular 1 - 1

S. hominis resistente a oxacilina isoladas de secre¢do ocular 1 - 1

Total 24 43 67

Os genotipos descritos foram designados com letras maiusculas para cepas de S.
epidermidis e minusculas para S. haemolyticus. Aos subtipos dentro do mesmo genétipo
foram adicionados nimeros subseqiientes.

Um total de 41 perfis de fragmentagdo do DNA gendmico foi obtido nas 67
amostras de SCN analisadas, incluidos em 32 gendtipos. Para S. epidermidis foram
descritos quatro perfis dentro de 4 genotipos, enquanto para S. haemolyticus foram
observados 2 perfis em 2 gendtipos. Entre as 11 amostras de S. epidermidis resistentes a
oxacilina foram encontrados quatro genotipos, designados como A (4 amostras), B, C (3) e
D (1). Todas as amostras do gendtipo “A” tiveram o mesmo tipo de SCCmec (tipo III),
enquanto as amostras do genétipo “B” apresentaram o SCCmec IV + ccrC (Tabela 16).
Entre as sete amostras de S. haemolyticus resistentes a oxacilina, quatro (57%) pertenciam

[P 4]

ao gendtipo “a” e trés (43%) ao genotipo “b”, e todas apresentaram SCCmec tipo V. A
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Figura 8 mostra os gendtipos obtidos por PFGE para as sete amostras de S. haemolyticus e
10 de S. epidermidis resistente a oxacilina, isoladas no HC-UFU.

A Figura 9 apresenta os genétipos obtidos por PFGE para 6 amostras de secrecao
ocular das espécies S. hominis (2 amostras) e S. epidermidis (4 amostras) sensiveis,
isoladas no HC-UFU. As quatro amostras de S. epidermidis sensiveis a oxacilina

apresentaram o mesmo genoétipo. As duas amostras de S. hominis, uma sensivel e outra

resistente a oxacilina apresentaram perfis nao relacionados.

Tabela 16: Caracteristicas gerais das 21 amostras de cinco espécies de SCN resistentes a
oxacilina isoladas de neonatos no HC-UFU

CMI

N° da Paciente Fatores de Risco e/ou Espécime Data de 4pg/mL Tipos de Genotipo
amostra Sex?g’eso doenca de base Clinico isolamento  oxacilina SCCmec
S. epidermidis
348s F /1400 PMT, Pneumonia Sangue 03/2001 4,0 IV+ cerC B
356s* F/750 PMT, Pneumopatia, Ictericia  Sec.ocular 09/2002 256 11 A
359s F /3480 Pneumopatia Ponta de cateter  06/2002 1,0 v C
360s F /2640 Pneumopatia Sangue 08/2002 0,5 NT C
361s F /2200 PMT, Pneumopatia, Anoxia  Ponta de cateter ~ 05/2001 128 111 A
364s F/ 2400 Anoxia, MFI Sangue 11/2001 1,0 v C
365s M /990 PMT, Pneumopatia, Apnéia, Sangue 04/2001 4,0 IV+ cerC B
367s F/ 3700 Cirurgia abdominal, Anemia  Sangue 06/2001 4,0 IV+ cerC B
369s F/ 930 PMT, Apnéia, Bradicardia Sangue 03/2002 256 111 A
377s F /1030 PMT, Pneumopatia Sangue 10/ 2002 64 1 D
382s F /1090 PMT, Pneumopatia Sangue 09/2002 128 111 A
S. haemolyticus
343s M /1560 ND Sangue 06/2002 8,0 \% a
350s F /1310 PMT, Pneumopatia, Anoxia  Sec. ocular 04/2002 4,0 \% b
351s F/ 810 PMT, Pneumopatia, Apnéia  Sangue 09/2002 1,0 \%
352s F /1500 Meningite, Anoxia Sangue 12/2001 8,0 vV a
358s F/ 770 PMT, Apnéia Sangue 12/2001 8,0 \% a
366s F/3380 Anoxia, convulsdo Ponta de cateter ~ 12/2002 4,0 A% b
368s F /1890 Pneumopatia, Anoxia Sangue 09/2002 4,0 \% a
S. capitis urealyticus
372s F /1000 PMT, Pneumopatia, SMH Sec. ouvido 09/2001 8,0 NT nd
S. hominis
353s F /1220 PMT, Pneumopatia, SMH Sec. ocular 07/2001 8,0 NT nd
S. warneri
366s F /2450 Pneumopatia, Cianose Ponta de cateter  01/2002 8,0 NT nd

HC-UFU - Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; CMI — concentragdo minima inibitoria; F-
feminino; M- masculino; PMT — prematuros; MFI — Ma formagao intestinal; SMH -Sindrome da membrana hialina; DH-
distarbio hidrolitico; * - paciente foi a 6bito; Sec. ocular — secre¢do ocular; Sec. Ouvido — secregdo de ouvido; NT — ndo
tipavel; nd — ndo determinado
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S. haemolyticus S. epidermidis
A N
~ ~ — —~
Gendtipo = & & = & = & RO T T T =
o & oEonon e - S T - SR . . .
N°daamostra & % 7 w© x 2 2 8%F8 g 3 3 2L 28 S. hominis S.epzd)ei’mldzs

f_HF ~

M 349s 353s 355s 357s 371s 378s M

232,5 Kb

145,5 Kb 145,5 Kb

48,5Kb
Figura 8: Genotipos obtidos por PFGE para amostras das PFGE para amostras das espécies
espécies S. haemolitycus e S. epidermidis, resistente a S.  hominis ¢ S. epidermidis
oxacilina isoladas no HC-UFU; M: marcador molecular sensivel a oxacilina isoladas de

secre¢do ocular no HC-UFU; M:
marcador molecular

A Tabela 17 mostra as caracteristicas gerais das 32 amostras de S. epidermidis resistente
a oxacilina isoladas no IMMFM. Para 43 amostras de S. epidermidis foram observadosb 26
perfis de fragmentacdo em 18 gendtipos, que foram designados como “E, F, G, H, I, J, L,
M,N,O,P,Q,R, S, T, U, Ve X”. A Figura 10 apresenta os representantes dos genotipos
obtidos por PFGE para amostras de S. epidermidis isoladas no IMMFM. O genétipo “E”
foi observado em cinco (15,6%) amostras que apresentaram SCCmec tipo IV (4 amostras)
e em uma amostra ndo tipavel apresentando uma similaridade de 80% quando analisadas
no dendograma (Figura 11). Amostras do genotipo “F” (4), apresentaram similaridade de

94%.
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Tabela 17: Caracteristicas gerais das 32 amostras de S. epidermidis resistente a oxacilina
isoladas de neonatos no IMMFM.

CMI

N° da Paciente Fatores de Risco e/ou Espécime Data de 4pg/mL Tipos de Genotipo
amostra Sexo(/g)P eso doenca de Base Clinico isolamento oxacilina SCCmec

548s nd nd Sangue 06/07 8,0 NT F,
550s F/2240 Pneumopatia; Geméncia Sangue 06/07 2,0 v U
551s M /3050 Pneumopatia; Geméncia Sangue 06/07 0,5 v

552s M/1610 PMT; Pneumopatia; PIG Sangue 06/07 128 111 L
555s* F/1810 PMT; Ma formacgao Sangue 08/07 4,0 NT E,
559s F /1855 PMT; Pneumopatia Sangue 09/07 1,0 v Es
561s F /1360 PMT ; Pneumopatia Sangue 09/07 1,0 v G,
563s F /1190 PMT; Pneumopatia Ponta de cateter 10/07 0,5 NT F;
565s nd nd Sangue 10/07 1,0 v M
570s nd nd Urina 10/07 4,0 v S
571s M /2335 PMT; Pneumopatia Sangue 11/07 128 I 1
572s M /2770 Impetigo Sangue 11/07 64 I \%
574s M/ 985 PMT; SMH; Pneumopatia A.traqueal 11/07 2,0 v G
580s M/1675 PMT; Enterocolite Sangue 11/07 1,0 NT K
585s F /1350 PMT; Pneumopatia Sangue 12/07 8,0 NT, J
587s M /2865 Asfixia; Dist. Abdominal Sangue 12/07 1,0 NT P
588s nd nd Sangue 12/07 2,0 NT H
589s F /1520 PMT; PIG Sangue 01/08 1,0 v R
590s M /1290 PMT Sangue 01/08 2,0 v G,
591s F /1045 PMT; Apnéia Sangue 02/08 4,0 I Q
592s M /4270 GIG; Hidrocele bilateral Sangue 02/08 2,0 11 T
593s nd nd Sangue 02/08 1,0 v E,
594s* F/700 PMT; Pneumopatia; SMH Sangue 02/08 1,0 v E;
597s F /920 PMT; Pneumopatia Sangue 02/08 128 v 1
595s F /2330 PMT; Pneumopatia Sangue 02/08 1,0 i X
599s M /1215 PMT; Pneumopatia Sangue 03/08 4,0 NT H
601s M /1180 PMT; Pneumopatia Sangue 03/08 8,0 NT H
605s M /2515 Pneumopatia; anemia Sangue 04/08 0,5 NT (¢}
606s F /1150 PMT; Pneumopatia Sangue 04/08 4,0 NT F,
614S F /3120 Impetigo neonatal Sangue 05/08 0,5 v E4
615s M /2350 Hipoglicemia Sangue 06/08 32 NT J
616s nd nd Sangue 06/08 10 NT F,

IMMFM- Instituto Municipal da Mulher Fernando Magalhdes; CMI — concentragdo minima inibitéria; PMT — prematuros; PIG —
pequeno para a idade gestacional; GIG — gigante para a idade gestacional; SMH -Sindrome da membrana hialina; DH- distirbio
hidrolitico; NT- ndo tipavel; Sec. abscesso — secrecdo abscesso; A. traqueal — aspirado traquial; nd — Nao determinado; * -
paciente foi a 6bito
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Figura 10: Gendtipos obtidos por PFGE de 24 amostras de S. epidermidis,

1soladas no IMMFM; MM: marcador molecular
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A Tabela 18 mostra as caracteristicas gerais das 16 amostras de cinco espécies de SCN
resistentes a oxacilina isoladas no IMMFM. Seis perfis de fragmentacdo do DNA genomico
foram obtidos para 11 amostras de S. haemolyticus resistentes a oxacilina analisadas, que
foram incluidas em cinco genotipos, designados como “c” (4 amostras), “d” (3), “e” (2),
“£7 (1), “g” (1). A Figura 12 apresenta os perfis de fragmentac¢ao obtidos por PFGE para 7
amostras de S. haemolyticus isoladas no IMMFM, enquanton a Figura 13 (dendrograma)
apresenta a analise computadorizada obtidas para estes genétipos, na qual observamos a
existéncia de dois perfis (“e” e “c”’) que englobaram amostras com similaridade de mais de

90%.

Tabela 18: Caracteristicas gerais das 16 amostras de cinco espécies de SCN resistentes a
oxacilina isoladas de neonatos no IMMFM.

Pacient CMI Tipos de
N° da aciente Fatores de Risco e/ou Espécime Data de 4pg/mL P Genotipo
Sexo/Peso P . - SCCmec
amostra @ doenca de base Clinico isolamento oxacilina
S. haemolyticus
553s nd nd Sangue 07/07 64 \Y% d
554s nd nd Sec.abcesso 07/07 4,0 \%
558s F/1195 PMT Sangue 08/07 >256 NT
560s F/1440 PMT; Pneumopatia Sangue 09/07 >256 NT c
576s F/820 PMT Sangue 10/07 16 v d
568s nd nd Sangue 10/07 >256 NT c
573s F/990 PMT Sangue 11/07 >256 NT c
582s M/1040 PMT; SMH; Apnéia Sangue 12/07 >256 NT c
586s* M/2770 Impetigo; Pneumopatia Sangue 12/07 16 \Y% d
617s nd nd Sangue 06/08 >256 NT e
618s F/1435 PMT; Pneumopatia Sangue 06/08 >256 NT e
S. capitis capitis
575s nd nd Sangue 08/10/07 32 \Y% nd
607s nd nd Sangue 19/04/08 64 \% nd
S. hominis
598s M/3020 nd Sangue 10/03/08 1,0 NT nd
S. warneri
562s M/1420 PMT; Pneumopatia; Sifilis  Ponta de cateter 04/10/07 >256 NT nd
S.cohnii
603s M/975 PMT; Pneumopatia Sangue 22/03/08 128 NT nd

IMMFM- Instituto Municipal da Mulher Fernando Magalhaes; PMT — prematuro; SMH — Sindrome da Membrana Hialina; CMI

— concentra¢do minima inibitoria, nd —ndo determinado; * - paciente foi a Obito;
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Figura 12: Genotipos obtidos por PFGE
de 7 amostras de S. haemolyticus isoladas
no IMMFM; MM: marcador molecular
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Figura 13: Dendograma obtido por andlise computadorizada de 7
perfis representativos das amostras de S.haemolyticus resistentes a
oxacilina, isoladas no IMMFM (Figura 12)



Alguns aspectos relacionados a 70 neonatos, como taxa de prematuridade e
baixo peso foram avaliados. A prematuridade foi encontrada como fator de risco para
65% (47) dos pacientes, estando associada ao baixo peso (<2500g) na maioria dos
casos. Todos os pacientes, de ambos os hospitais, necessitaram de procedimentos
invasivos. Pneumopatia foi a principal doenga de base (46%; 33 paciente) observada
nos pacientes de ambos os hospitais. A Figura 14 mostra ar entre as taxas de infec¢des

precoces e tardias e o peso em 70 neonatos internados no HC-UFU e IMMFM.
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Figura 14: Relacdo entre as taxas de infec¢des precoce e tardia e o peso em 70 neonatos
internados no HC-UFU e IMMFM
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5 DISCUSSAO

Os  Staphylococcus sdo habitantes comuns da microbiota humana
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007) e, em decorréncia deste fato, sdo responsaveis
por cerca de metade das IRAS. Os SCN tém sido patdogenos relevantes neste tipo de
infec¢do, sendo, principalmente, responsaveis por aquelas infecgdes relacionadas a
dispositivos médicos (ARNASON et al., 2008; GARLAND et al.,2008). Em UTINs, os
SCN tém sido detectados em alta freqiiéncia em diferentes infecgdes, responsaveis por
taxas que variam de 24% (CHAN et al., 2007) a 44,8% (BABAZONO et al., 2008). Sua
presenca tem sido relevante em bacteriemias neonatais, com taxas variando de 37% a
75% (SOHN et al., 2001; COUTO et al., 2007; GRAY et al., 2007, MIREYA et al.,
2007; HIRA et al., 2007). No Brasil, a presenca desse patégeno em infec¢cdes neonatais
tém variado de 34% a 51% (NAGATA, BRITO & MATSUO, 2002; COUTO et al.,
2007; TAVORA et al., 2008), sendo também freqiientes em bacteriemias (69%) (VON
DOLINGER DE BRITO et al., 2007).

No presente estudo, foram avaliadas 84 amostras de SCN, isoladas de diferentes
sitios de neonatos internados nas UTINs de dois hospitais brasileiros: (a) HC-UFU, uma
instituicao federal localizada em Uberlandia, MG, no periodo de janeiro/2001 a
dezembro/2002, e (b) IMMFM, uma instituicdo municipal localizada no Rio de Janeiro,
RJ, no periodo de junho/2007 a julho/2008. O sitio de isolamento mais freqliente, em
ambos os hospitais, foi o sangue (73,8%), seguido de secrecdo ocular (11,9%),
confirmando os relatos anteriores que apresentam as infec¢des da corrente sangiiinea
como prevalentes em UTINs. Mireya e colaboradores (2007) também encontraram
resultados semelhantes aos nossos, com a maioria das amostras de SCN sendo i1soladas
de sangue (73,3%) e de secre¢do ocular (16,6%) em UTINs.

Em nosso estudo, a identificacdo das amostras de SCN isoladas de neonatos foi
realizada, inicialmente, utilizando-se um método bioquimico miniaturizado, e sua
confirmagao foi obtida por PCR espécie-especifico, para amostras de S. epidermidis e S.
haemolyticus. Apesar da ja descrita subjetividade na leitura de testes colorimétricos,
empregados na identificagdo de SCN (COUTO et al., 2001), os resultados fenotipicos
encontrados foram concordantes com os resultados moleculares, para as duas espécies
investigadas. A atipia bioquimica é um dos problemas enfrentados por profissionais que

trabalham com esse tipo de microrganismo (IORIO et al., 2007). Em nosso estudo,
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foram detectadas duas (4%) amostras de SCN, com perfis bioquimicos atipicos para a
espécie S. epidermidis, e que foram relacionados ao teste da fosfatase. lorio e
colaboradores (2007) encontraram taxas elevadas (55,6%) de amostras de SCN com
perfil bioquimico atipico, principalmente em amostras das espécies S. haemolyticus, S.
epidermidis e S. hominis. Contudo, os autores encontraram apenas 5 (2,5%) amostras
atipicas para o teste da fosfatase, sendo duas da espécie S. epidermidis, resultado similar
ao observado no presente estudo.

A espécie S. epidermidis, em geral, ¢ a mais isolada em infec¢des por SCN, ¢ a
com maior potencial patogénico deste grupo (BANNERMAN & PEACOCK, 2007;
ROGER et al., 2009). Além disso, essa espécie € responsavel por até¢ 75% das infecgdes
tardias neonatais estafilocococicas (MUSSI-PINHATA & NASCIMENTO, 2001;
WEISMAN, 2004). Milisavjevic e colaboradores (2005) identificaram S. epidermidis
como responsavel por 30% das IRAS, em duas UTINs de um hospital norte americano.
HIRA e colaboradores (2007) também detectaram a presenga do S. epidermidis em 58%
das infecgOes neonatais avaliadas. Em nosso estudo, as espécies prevalentes de SCN
apresentaram taxas equivalentes, em ambos os hospitais avaliados, sendo S. epidermidis
a espécie mais isolada, identificada em cerca de 60% das amostras, em cada uma das
institui¢des avaliadas, dados estes concordantes com a literatura mencionada.

Devido a boa absor¢do oral, a clindamicina tem sido usada no tratamento de
infeccdes de pele e tecidos moles causadas por Staphylococcus (NAVANEETH, 2006).
Contudo, a resisténcia a esse farmaco tem sido mencionada. Segundo Ciraj e
colaboradores (2009), a incidéncia de resisténcia a clindamicina induzida pela
eritromicina, em amostras de Staphylococcus, varia de acordo com a localizacao
geografica. No presente estudo, observamos que houve esse tipo de variagdo, ja que, no
IMMFM, localizado no Rio de Janeiro, foram encontradas apenas 4 (7%) amostras com
resisténcia induzida, enquanto no HC-UFU, localizado em Uberlandia, foram detectadas
12 (40%) amostras com esse perfil. Porém, ¢ importante destacar que oito dessas
amostras foram identificadas como S. epidermidis, das quais quatro foram
geneticamente relacionadas.

Apesar de ja ter sido descrita susceptibilidade reduzida aos glicopeptideos,
como a vancomicina (HIRAMATSU et al., 1997; GARRET et al., 1999; NUNES et al.,
2002), ou mesmo altas taxas de resisténcia, como no caso da teicoplanina (RAPONI et
al., 2005; HOPE et al., 2008), entre amostras de SCN analisadas no presente estudo

apresentaram-se sensiveis a vancomicina, enquanto uma taxa reduzida de resisténcia
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(8%) foi observada para a teicoplanina. Esse tipo de resisténcia foi observado entre
amostras de S. epidermidis e S. haemolyticus, espécies de SCN que apresentam
tendéncia a desenvolver resisténcia aos glicopeptideos ( NUNES et al., 2006).

A principal resisténcia antimicrobiana detectada em Staphylococcus ¢ a
oxacilina, que vém aumentando nas ultimas décadas em decorréncia do uso continuo
deste antimicrobiano (DIEKEMA et al., 2003). Um estudo envolvendo vigilancia de
taxas antimicrobianas, realizado a partir de dados obtidos de cerca de 20 paises
europeus, tem demonstrado que, com excegdo da tetraciclina, as taxas de resisténcia
encontradas para S. epidermidis, sdo superiores as observadas para S. aureus, tanto para
amostras de infec¢des comunitdrias, quanto entre aquelas relacionadas a cuidados
associados a saude (FLUIT et al., 2001). Um estudo desenvolvido por nosso grupo com
amostras de Staphylococcus isoladas de bacteriemias, em um hospital tercidrio do Rio
de Janeiro, durante 2001 e 2002, detectou 52% de amostras resistentes a oxacilina,
sendo 26% de S. aureus e 81,6% de SCN (NUNES et al., 2007). Dados semelhantes
foram encontrados no presente estudo, no qual 82% das amostras de SCN foram
resistentes a esse antimicrobiano, com destaque para as espécies S. epidermidis (84%) e
S.  haemolyticus (100%). Ja as taxas de resisténcia a penicilina, eritromicina,
gentamicina e sulfametoxazol/trimetoprima foram similares entre as duas espécies.
Como ja tem sido descrito, esses patdogenos apresentam maior resisténcia e, entre os
Staphylococcus, sdo as espécies que se destacam em relacdo a esta caracteristica,
principalmente a espécie S. haemolyticus (BIAVASCO et al, 2000; RAPONI et al,
2005; CASTRO et al., 2006).

Quando comparado ao S. aureus, os SCN resistentes a oxacilina podem ser até
seis vezes mais resistentes (DIEKEMA et al., 2001; COUTO et al., 2007). Em UTINs, a
resisténcia em SCN pode atingir taxas elevadas, alcangando até¢ 92% (VILARI et al.,
2000). Hira e colaboradores (2007) observaram taxas de resisténcia a oxacilina de 87%
para amostras de SCN isoladas de neonatos, durante o ano de 2003. Szewczyk,
Piotrowski & Rozalska (2000) isolaram amostras de neonatos e ambiente, € observaram
taxas de resisténcia de 79% e 83%, respectivamente. O estabelecimento de amostras de
SCN resistentes a oxacilina no ambiente hospitalar tem se tornado preocupante uma vez
que essas amostras, predominantemente envolvidas em IRAs, podem acumular
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, potencialmente transmissivel ao S.

aureus € a outros microrganismos (MIRAGAIA et al., 2002).
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A deteccdo da resisténcia a oxacilina ¢ um aspecto extremamente importante,
visto que a observacdo precoce e precisa desta resisténcia pode auxiliar no
estabelecimento de uma antibioticoterapia correta no combate a infeccdo. Diversos
trabalhos, comparando metodologias para a detec¢do fenotipica de resisténcia a
oxacilina tém sido realizados. Grande parte deles aponta o disco de cefoxitina
(NOWAK, et al., 2006; JAIN, AGARWAL & VERMA, 2008) e/ou a triagem em agar,
contendo 4pug/mL de oxacilina (FERREIRA et al., 2003) como as metodologias mais
adequadas para detectar amostras de SCN que possuem o gene mecA. No presente
estudo, foram utilizadas essas duas técnicas para detectar amostras resistentes a
oxacilina, além da determinagdo da CMI e do teste de difusao com disco de oxacilina.
Utilizando a técnica de PCR para detec¢dao do gene mecA como técnica padrao, os testes
mostraram 100% de concordancia na analise das 84 amostras, incluindo cinco amostras
de S. epidermidis heterorresistentes que apresentaram crescimento ndo confluente em
agar triagem e valores baixos de CMI. Em nosso estudo, também foi observada uma alta
correlagdo entre resisténcia a beta-lactamicos e multirresisténcia antimicrobiana, como
ja tem sido relatado (GROHS, 2008).

Devido a pressdo seletiva ocasionada pelo uso continuo de diversos
antimicrobianos, o SCCmec, cassete cromossomico no qual estd inserido o gene mec4,
foi agrupando cada vez mais determinantes de resisténcia a diversas classes de drogas
(ITO et al., 2001) Em decorréncia, também foram surgindo ao longo dos anos,
diferentes configuragdes de cassete, permitindo que o mesmo fosse classificado em
diferentes tipos (ZHANG et al, 2005, JANSEN et al, 2006; OLIVEIRA,
MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006; DESCLOUX, ROSSANO & PERRETEN,
2008). Contudo, poucos sao os relatos, na literatura, sobre a caracterizagdao dos tipos de
SCCmec em amostras de SCN (MOMBACH PINHEIRO MACHADO et al., 2007,
KONDO et al., 2007; IBRAHEM et al., 2009), contrastando com varios dados
relacionados a amostras ORSA (ITO et al., 2004; BOYLE-VAVRA et al., 2005;
GEROGIANNI ef al., 2006; OLIVEIRA, MILHEREICO & DE LENCASTRE, 2006).

Nosso estudo revelou a predominancia de dois tipos de SCCmec, IV (15
amostras; 21,7%) e V (15; 21,7%), entre as 69 amostras de SCN resistentes a oxacilina.
A grande maioria das amostras foi ndo tipavel (40,8%). Entre as 15 amostras com
SCCmec tipo 1V analisadas, foram observadas taxas elevadas de susceptibilidade aos
antimicrobianos em geral, incluindo rifampicina, sulfametoxazol/trimetoprima,

ciprofloxacina, tetraciclina, mupirocina e teicoplanina. Esses resultados se assemelham
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aqueles descritos para amostras ORSA, que carreiam o SCCmec IV e tem se
apresentado sensiveis a grande parte das classes de antimicrobianos disponiveis (KILIC
et al., 2006; MORONEY et al., 2007). Essa susceptibilidade se justifica pelo tamanho
reduzido do cassete mec IV, que agrega um menor nimero de determinantes de
resisténcia (MA et al., 2002).

Os poucos estudos que analisaram amostras de SCN em relagdo ao seu cassete
de resisténcia relataram a predominancia do SCCmec tipo IV, com taxas de até 41%
(HANSSEN & SOLLID, 2007; MIRAGAIA et al., 2007, MOMBACH PINHEIRO
MACHADO et al., 2007; RUPPE et al., 2008; IBRAHEM et al., 2009). Em Paris, um
estudo observou que dentre as 96 amostras de SCN, 28 (29%) apresentavam o SCCmec
tipo IV, 25 (26%) o tipo V e 42 (43,7%) eram ndo tipaveis (RUPPE et al., 2008). Esse
mesmo trabalho mostrou que o complexo ccr2 e o mec classe B, tipico do SCCmec tipo
IV, eram predominantes em S. epidermidis, enquanto o ccrC e mec classe C (SCCmec
tipo V) foram detectados, principalmente, em S. haemolyticus, sugerindo que S.
epidermidis e S. haemolyticus sejam os principais reservatorios dos tipos IV e V,
respectivamente. Nossos achados estdo de acordo com os relatos anteriores, ja que todas
as amostras com SCCmec tipo IV foram da espécie S. epidermidis, enquanto 73,3%
daquelas com tipo V eram S. haemolyticus.

Apesar de todas amostras de S. haemolyticus carreadoras de SCCmec tipo V
terem sido resistentes a oxacilina, com valores intermediarios de CMI (1 a 64 pg/mL),
elas apresentaram altas taxas de susceptibilidade a ciprofloxacina, clindamicina,
cloranfenicol, mupirocina, rifampicina e sulfametoxazol/trimetoprima. Assim como
para amostras tipo IV, aquelas com SCCmec tipo V sdo consideradas de origem
comunitdria, e portanto com maior sensibilidade demonstrando que estd havendo uma
alteracdo na epidemiologia de infec¢des por SCN, que sdo essencialmente hospitalares
(BANNERMAN e PEACOCK, 2007). Katayama, Ito e Hiramatsu (2001) encontraram o
mec classe C, caracteristico do SCCmec tipo V, em 31 das 38 amostras de S.
haemolyticus analisadas. Uma justificativa para os niveis intermediarios de CMI para
oxacilina, encontrados no presente estudo, para essa espécie, pode estar associada com a
delecdo do mecl e mecR1, ap6s a inser¢do do IS431L, formando a estrutura designada
como mec classe C (KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 2001).

Apenas 13% das amostras de SCN apresentaram o SCCmec tipo III, um cassete
com multiplos genes de resisténcia (HIRAMATSU et al., 2001; ITO et al., 2001). Todas

as amostras foram identificadas como S. epidermidis e apresentaram resisténcia a varias



59

classes de antimicrobianos, exceto a vancomicina e linezolida. A andlise da CMI para
oxacilina nessas amostras mostrou um valor minimo de 64pg/mL. Esses resultados
estdo em concordancia com aqueles observados para amostras ORSA tipo III, avaliadas
em estudos anteriores (VIVONI ef al., 2006; AMORIM et al., 2007).

Ao contrario do encontrado em hospitais norte-americanos, nos quais amostras
ORSA carreando o SCCmec tipo II sdo prevalentes (MCDOUGAL et al., 2003; KILIC
et al, 2006; FOWLER et al., 2007) poucos estudos relatam o isolamento de amostras
com esse tipo de cassete mec no Brasil. Um estudo, conduzido por De Miranda e
colaboradores (2007), com 81 amostras isoladas de um hospital universitario do Rio de
Janeiro em 2005, apontou a presencga de apenas uma amostra carreando o SCCmec tipo
II. Recentemente, um estudo de nosso grupo detectou 15% de amostras ORSA tipo 1,
causando infecgdes em pacientes de dois hospitais gerais do Rio de Janeiro
(CABOCLO, 2008). Entre amostras de SCN, Mombach Pinheiro Machado e
colaboradores (2007), mostraram apenas 3% de amostras SCCmec tipo 1I, em um
hospital de Porto Alegre, RS. No presente estudo, foram observadas duas amostras de S.
epidermidis, isoladas no IMMFM, carreando o SCCmec tipo 1I. Estas apresentaram
resisténcia a apenas cinco antimicrobianos, além dos beta-lactamicos. E provavel que
esse tipo de amostra, esteja sendo introduzido nos hospitais brasileiros, assim como tem
sido descrito para amostras ORSA (TRINDADE et al., 2005).

Na Finlandia, Ibrahem e colaboradores (2009) determinaram o tipo de SCCmec
em 61 amostras hospitalares de SCN isoladas de “swab” nasal, pela técnica
desenvolvida por Oliveira e de Lencastre (2002) para S. aureus. Os autores observaram
que 90% dessas amostras ndo foram tipaveis quanto ao cassete SCCmec. Em
contrapartida, quando esses mesmos autores compararam com a técnica descrita por
Kondo e colaboradores (2007), somente 38% das amostras ndo foram tipaveis, e as
demais foram classificadas como SCCmec tipo IV (33%), tipo V (18%), tipo I (6%) e
tipo II (5%). Em nosso estudo, nos utilizamos a técnica de Kondo e colaboradores
(2007), e detectamos 40,8% de amostras ndo tipaveis, valor aproximado aquele
encontrado por Ibrahem e colaboradores (2009). Essas amostras apresentaram-se tao
resistentes quanto aquelas do tipo III, apesar da elevada variacdo na distribuigdo de CMI
para oxacilina, (na faixa de 0,5 a > 256ug/mL). Essas caracteristicas ja haviam sido
comentadas para esse tipo de amostra anteriormente (HANSSEN & SOLLID, 2007).

Em 28 (40%) das 69 amostras analisadas ndo foi possivel determinar o tipo de

SCCmec, pois estas apresentavam mais de um tipo de ccr ou auséncia de classe mec.
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Onze amostras, duas isoladas no HC-UFU e nove isoladas no IMMFM apresentaram
apenas o gene mecA. Sete amostras apresentaram combinacdes de trés ccr diferentes,
enquanto quatro apresentaram combinagdes de dois ccr diferentes. Uma amostra
apresentou um novo tipo de SCCmec, ainda sem nomenclatura (ccrl e classe mec A).
Vale ressaltar que estudos anteriores, utilizando a técnica de tipagem do SCCmec
empregado no presente estudo (KONDO et al., 2007) também observaram auséncia de
ccr, de classe mec, presenca de mais de um ccr, bem como a nova combinagdo ainda
ndo nomeada (ccrl e classe mecA), em amostras de SCN resistentes a oxacilina
(RUPPE et al., 2008; IBRAHEM et al., 2009).

Diferengas nas prevaléncias de diferentes tipos de SCCmec observadas entre os dois
hospitais avaliados, tais como: auséncia de amostras SCCmec tipo II no HC-UFU,
prevaléncia do SCCmec tipo V (38%) nas amostras do HC-UFU e das ndo tipaveis
(50%) no IMMFM, podem ser justificadas pelos diferentes periodos avaliados (2001-
2002 e 2006-2008) e pela localizag¢do geografica. Além disso, considera-se que os dados
obtidos sao, em geral, um reflexo da populagdo estudada.

A técnica de PFGE, empregada para andlise de gendtipos microbianos, tem sido
bastante utilizada para estudos epidemioldgicos em geral, apesar de ser mais usada no
estudo de surtos hospitalares (KREDIET et al., 2004; MILISAVLIEVIV et al., 2005;
SAIDA et al., 2006). A utilizagdo de outras técnicas moleculares, como MLST,
associadas ao PFGE tem mostrado que praticamente 70% das amostras de ORSA,
isoladas de diversas localidades, pertencem a cinco genotipos epidémicos principais,
demonstrando serem estas linhagens de sucesso, pela capacidade de persistirem e
disseminarem inter e intracontinentes (OLIVEIRA, TOMASZ & DE LENCASTRE,
2002). Entre os SCN, a caracterizacdo molecular de amostras hospitalares de S.
epidermidis e S. haemolyticus (SAIDA et al., 2006; MILISAVLIEVIV et al., 2005),
através de PFGE, tem revelado consideravel diversidade genética (LINA, 1992;
BOGADO et al., 2002; NUNES et al., 2005), embora a presenca de gendtipos
prevalentes entre amostras ORSE venha sendo observada, principalmente em UTINs
(VILLARI et al., 2000; RAIMUNDO et al., 2002; KREDIET et al., 2004; FOKA et al.,
2006),

No presente estudo, 67 amostras de SCN foram analisadas por PFGE para
determinagdo dos genétipos prevalentes, entre elas todas as 43 amostras de S.
epidermidis resistentes a oxacilina (ORSE) e as 18 amostras de S. haemolyticus

resistentes a oxacilina (ORSH). Adicionalmente, também foram analisadas quatro
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amostras de S. epidermidis sensiveis e duas de S. hominis (uma resistente e outra
sensivel), isoladas de secre¢do ocular no HC-UFU. As quatro amostras de S.
epidermidis sensiveis a oxacilina apresentaram o mesmo perfil de fragmentacdo no
PFGE e fenotipo de resisténcia induzida a clindamicina, porém ndo foram relacionadas
com outras duas amostras de ORSE, também isoladas de secre¢do ocular. As amostras
de S. hominis, isoladas de secre¢do ocular, também ndo apresentaram relagdo
genotipica. A presenca de quatro amostras de S. epidermidis com o mesmo gendtipo, e
1soladas no mesmo periodo (01/2001-11/2001) no HC-UFU, demonstra que houve um
surto naquela UTIN, provavelmente envolvendo profissionais de satide na transmissao
dessas cepas. Surtos em UTINs por Staphylococcus tém sido descritos na literatura,
envolvendo tanto amostras de S. aureus (LIN et al., 2007) quanto de SCN ( SAIDA et
al., 2006; MILISAVLIEVIV et al., 2005)

Ap0s andlise das 11 amostras de ORSE isoladas no HC-UFU, foram detectados trés
gendtipos entre 10 delas, enquanto entre as sete amostras de ORSH, foram encontrados
somente dois gendtipos, indicando uma possivel contaminagdo cruzada entre os
pacientes. Observamos, inclusive, que os tipos de SCCmec foram coincidentes dentro
do mesmo genotipo. Milisavljeviv e colaboradores (2005), ao analisarem 173 amostras
de S. epidemidis isoladas de duas UTINs e das maos da equipe de saude nessas unidades
(61 e 112 amostras, respectivamente), detectaram 57 genotipos. Contudo, os autores
encontraram um gendtipo comum entre as amostras isoladas de pacientes e de
profissionais de saiude. Tabe e colaboradores (1998) identificaram um genétipo
prevalente entre amostras multirresistentes de ORSH isoladas de pacientes e da equipe
médica de UTIN no Japao, sugerindo que a equipe médica poderia ser responsavel pela
disseminagdao do mesmo no ambiente hospitalar.

Diversidade gendmica maior foi observada entre as amostras de SCN isoladas no
IMMFM, embora mais de 50% (18) das amostras ORSE tenham sido incluidas em cinco
genotipos (E, F, G, H, I), entre os 18 identificados. Entre as amostras de ORSH, foram
detectados cinco gendtipos, porém 63% das amostras pertenciam somente a 2 gendtipos
(c e d). Esses achados indicam uma possivel contaminacdo cruzada entre os pacientes,
tanto em relagdo as amostras ORSE quanto em relagdo as ORSH. Nos EUA, Foka e
colaboradores (2006) analisaram 132 amostras de SCN resistentes a oxacilina, isoladas
de neonatos pré-termo e observaram a presenca de um genotipo prevalente de S.
epidermidis e outro de S. haemolyticus, sendo encontrado em 67% das amostras ORSE

e 62,5% das ORSH. Nunes e colaboradores (2005), ao avaliarem a diversidade clonal de
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69 amostras de ORSE e ORSH, isoladas de nove hospitais brasileiros, observaram 16
gendtipos para ORSE, sendo que 52% das amostras pertenciam a apenas dois genotipos.
As amostras ORSH foram divididas em 15 gendtipos, mostrando uma maior diversidade
genOmica entre elas. Miragaia e colaboradores (2007) ap6s classificar 217 amostras de
S. epidermidis em 74 STs, concluiram que a alta diversidade gendmica nesta espécie
pode estar relacionada a necessidade em se adaptar a diferentes ambientes, ja que seu
“habitat” ¢ amplo e o contato com outras amostras e outras espécies ¢ freqiiente,
contribuindo para o aumento nas taxas de recombinacao e aquisicdo de SCCmec.

Os resultados desse estudo demonstram, assim como ja descrito para amostras de S.
aureus, a existéncia de um grande nimero de amostras de SCN ndo multirresistentes,
apresentando SCCmec dos tipos IV e V em infeccdes associadas a cuidados da saude.
Cabe lembrar que esses tipos de cassetes sdo encontrados em amostras comunitarias de
Staphylococcus, mas estavam presentes em 43,5% de nossas amostras hospitalares
resistentes a oxacilina, demonstrando uma altera¢do na epidemiologia de infec¢des por
SCN. Outro aspecto relevante ¢ que nas duas UTINs estudadas muitos pacientes
apresentavam baixa idade gestacional e baixo peso ao nascer, tendo sido verificado que
63% dos neonatos apresentavam peso ao nascer < 2500g. Esses fatores de risco sdo
importantes para aquisi¢cao de IRAS, o que pode comprometer o controle e a prevengao
destas infecgdes, ja que também foi evidenciada, em ambas as institui¢des, a
disseminagdo de amostras com o mesmo gendtipo. Portanto, avaliagdes continuadas de
amostras de Staphylococcus, isoladas especialmente de neonatos, investigando aspectos
moleculares da resisténcia a oxacilina e caracteristicas gendmicas sao de relevancia em

Nnosso meio.
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5 DISCUSSAO

Os  Staphylococcus sdo habitantes comuns da microbiota humana
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007) e, em decorréncia deste fato, sdo responsaveis
por cerca de metade das IRAS. Os SCN tém sido patdgenos relevantes neste tipo de
infec¢do, sendo, principalmente, responsaveis por aquelas infecgdes relacionadas a
dispositivos médicos (ARNASON et al., 2008; GARLAND et al.,2008). Em UTINs, os
SCN tém sido detectados em alta freqiiéncia em diferentes infecgdes, responsaveis por
taxas que variam de 24% (CHAN et al., 2007) a 44,8% (BABAZONO et al., 2008). Sua
presenca tem sido relevante em bacteriemias neonatais, com taxas variando de 37% a
75% (SOHN et al., 2001; COUTO et al., 2007; GRAY et al., 2007, MIREYA et al.,
2007; HIRA et al., 2007). No Brasil, a presenca desse patégeno em infec¢cdes neonatais
tém variado de 34% a 51% (NAGATA, BRITO & MATSUO, 2002; COUTO et al.,
2007; TAVORA et al., 2008), sendo também freqiientes em bacteriemias (69%) (VON
DOLINGER DE BRITO et al., 2007).

No presente estudo, foram avaliadas 84 amostras de SCN, isoladas de diferentes
sitios de neonatos internados nas UTINs de dois hospitais brasileiros: (a) HC-UFU, uma
instituicdo federal localizada em Uberlandia, MG, no periodo de janeiro/2001 a
dezembro/2002, e (b) IMMFM, uma instituicdo municipal localizada no Rio de Janeiro,
RJ, no periodo de junho/2007 a julho/2008. O sitio de isolamento mais freqiliente, em
ambos os hospitais, foi o sangue (73,8%), seguido de secrecdo ocular (11,9%),
confirmando os relatos anteriores que apresentam as infec¢des da corrente sangiiinea
como prevalentes em UTINs. Mireya e colaboradores (2007) também encontraram
resultados semelhantes aos nossos, com a maioria das amostras de SCN sendo i1soladas
de sangue (73,3%) e de secrecdo ocular (16,6%) em UTINs.

Em nosso estudo, a identificacdo das amostras de SCN isoladas de neonatos foi
realizada, inicialmente, utilizando-se um método bioquimico miniaturizado, e sua
confirmagao foi obtida por PCR espécie-especifico, para amostras de S. epidermidis e S.
haemolyticus. Apesar da ja descrita subjetividade na leitura de testes colorimétricos,
empregados na identificacdo de SCN (COUTO et al., 2001), os resultados fenotipicos
encontrados foram concordantes com os resultados moleculares, para as duas espécies
investigadas. A atipia bioquimica é um dos problemas enfrentados por profissionais que

trabalham com esse tipo de microrganismo (IORIO et al., 2007). Em nosso estudo,
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foram detectadas duas (4%) amostras de SCN, com perfis bioquimicos atipicos para a
espécie S. epidermidis, e que foram relacionados ao teste da fosfatase. lorio e
colaboradores (2007) encontraram taxas elevadas (55,6%) de amostras de SCN com
perfil bioquimico atipico, principalmente em amostras das espécies S. haemolyticus, S.
epidermidis e S. hominis. Contudo, os autores encontraram apenas 5 (2,5%) amostras
atipicas para o teste da fosfatase, sendo duas da espécie S. epidermidis, resultado similar
ao observado no presente estudo.

A espécie S. epidermidis, em geral, ¢ a mais isolada em infec¢des por SCN, ¢ a
com maior potencial patogénico deste grupo (BANNERMAN & PEACOCK, 2007;
ROGER et al., 2009). Além disso, essa espécie € responsavel por até¢ 75% das infecgdes
tardias neonatais estafilocococicas (MUSSI-PINHATA & NASCIMENTO, 2001;
WEISMAN, 2004). Milisavjevic e colaboradores (2005) identificaram S. epidermidis
como responsavel por 30% das IRAS, em duas UTINs de um hospital norte americano.
HIRA e colaboradores (2007) também detectaram a presenga do S. epidermidis em 58%
das infecgdes neonatais avaliadas. Em nosso estudo, as espécies prevalentes de SCN
apresentaram taxas equivalentes, em ambos os hospitais avaliados, sendo S. epidermidis
a espécie mais isolada, identificada em cerca de 60% das amostras, em cada uma das
institui¢des avaliadas, dados estes concordantes com a literatura mencionada.

Devido a boa absor¢do oral, a clindamicina tem sido usada no tratamento de
infeccdes de pele e tecidos moles causadas por Staphylococcus (NAVANEETH, 2006).
Contudo, a resisténcia a esse farmaco tem sido mencionada. Segundo Ciraj e
colaboradores (2009), a incidéncia de resisténcia a clindamicina induzida pela
eritromicina, em amostras de Staphylococcus, varia de acordo com a localizacao
geografica. No presente estudo, observamos que houve esse tipo de variagdo, ja que, no
IMMFM, localizado no Rio de Janeiro, foram encontradas apenas 4 (7%) amostras com
resisténcia induzida, enquanto no HC-UFU, localizado em Uberlandia, foram detectadas
12 (40%) amostras com esse perfil. Porém, ¢ importante destacar que oito dessas
amostras foram identificadas como S. epidermidis, das quais quatro foram
geneticamente relacionadas.

Apesar de ja ter sido descrita susceptibilidade reduzida aos glicopeptideos,
como a vancomicina (HIRAMATSU et al., 1997; GARRET et al., 1999; NUNES et al.,
2002), ou mesmo altas taxas de resisténcia, como no caso da teicoplanina (RAPONI et
al., 2005; HOPE et al., 2008), entre amostras de SCN analisadas no presente estudo

apresentaram-se sensiveis & vancomicina, enquanto uma taxa reduzida de resisténcia
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(8%) foi observada para a teicoplanina. Esse tipo de resisténcia foi observado entre
amostras de S. epidermidis e S. haemolyticus, espécies de SCN que apresentam
tendéncia a desenvolver resisténcia aos glicopeptideos ( NUNES et al., 2006).

A principal resisténcia antimicrobiana detectada em Staphylococcus ¢ a
oxacilina, que vém aumentando nas ultimas décadas em decorréncia do uso continuo
deste antimicrobiano (DIEKEMA et al., 2003). Um estudo envolvendo vigilancia de
taxas antimicrobianas, realizado a partir de dados obtidos de cerca de 20 paises
europeus, tem demonstrado que, com excegdo da tetraciclina, as taxas de resisténcia
encontradas para S. epidermidis, sdo superiores as observadas para S. aureus, tanto para
amostras de infec¢cdes comunitdrias, quanto entre aquelas relacionadas a cuidados
associados a saude (FLUIT et al., 2001). Um estudo desenvolvido por nosso grupo com
amostras de Staphylococcus isoladas de bacteriemias, em um hospital tercidrio do Rio
de Janeiro, durante 2001 e 2002, detectou 52% de amostras resistentes a oxacilina,
sendo 26% de S. aureus e 81,6% de SCN (NUNES et al., 2007). Dados semelhantes
foram encontrados no presente estudo, no qual 82% das amostras de SCN foram
resistentes a esse antimicrobiano, com destaque para as espécies S. epidermidis (84%) e
S.  haemolyticus (100%). Ja as taxas de resisténcia a penicilina, eritromicina,
gentamicina e sulfametoxazol/trimetoprima foram similares entre as duas espécies.
Como ja tem sido descrito, esses patdogenos apresentam maior resisténcia e, entre os
Staphylococcus, sdo as espécies que se destacam em relacdo a esta caracteristica,
principalmente a espécie S. haemolyticus (BIAVASCO et al, 2000; RAPONI et al,
2005; CASTRO et al., 2006).

Quando comparado ao S. aureus, os SCN resistentes a oxacilina podem ser até
seis vezes mais resistentes (DIEKEMA et al., 2001; COUTO et al., 2007). Em UTINs, a
resisténcia em SCN pode atingir taxas elevadas, alcangando até¢ 92% (VILARI et al.,
2000). Hira e colaboradores (2007) observaram taxas de resisténcia a oxacilina de 87%
para amostras de SCN isoladas de neonatos, durante o ano de 2003. Szewczyk,
Piotrowski & Rozalska (2000) isolaram amostras de neonatos e ambiente, € observaram
taxas de resisténcia de 79% e 83%, respectivamente. O estabelecimento de amostras de
SCN resistentes a oxacilina no ambiente hospitalar tem se tornado preocupante uma vez
que essas amostras, predominantemente envolvidas em IRAs, podem acumular
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, potencialmente transmissivel ao S.

aureus € a outros microrganismos (MIRAGAIA et al., 2002).
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A deteccdo da resisténcia a oxacilina ¢ um aspecto extremamente importante,
visto que a observacdo precoce e precisa desta resisténcia pode auxiliar no
estabelecimento de uma antibioticoterapia correta no combate a infeccdo. Diversos
trabalhos, comparando metodologias para a detec¢do fenotipica de resisténcia a
oxacilina tém sido realizados. Grande parte deles aponta o disco de cefoxitina
(NOWAK, et al., 2006; JAIN, AGARWAL & VERMA, 2008) e/ou a triagem em agar,
contendo 4pug/mL de oxacilina (FERREIRA et al., 2003) como as metodologias mais
adequadas para detectar amostras de SCN que possuem o gene mecA. No presente
estudo, foram utilizadas essas duas técnicas para detectar amostras resistentes a
oxacilina, além da determinagdo da CMI e do teste de difusao com disco de oxacilina.
Utilizando a técnica de PCR para detec¢dao do gene mecA como técnica padrao, os testes
mostraram 100% de concordancia na analise das 84 amostras, incluindo cinco amostras
de S. epidermidis heterorresistentes que apresentaram crescimento ndo confluente em
agar triagem e valores baixos de CMI. Em nosso estudo, também foi observada uma alta
correlagdo entre resisténcia a beta-lactamicos e multirresisténcia antimicrobiana, como
ja tem sido relatado (GROHS, 2008).

Devido a pressdo seletiva ocasionada pelo uso continuo de diversos
antimicrobianos, o SCCmec, cassete cromossomico no qual estd inserido o gene mec4,
foi agrupando cada vez mais determinantes de resisténcia a diversas classes de drogas
(ITO et al., 2001) Em decorréncia, também foram surgindo ao longo dos anos,
diferentes configuragdes de cassete, permitindo que o mesmo fosse classificado em
diferentes tipos (ZHANG et al, 2005, JANSEN et al, 2006; OLIVEIRA,
MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006; DESCLOUX, ROSSANO & PERRETEN,
2008). Contudo, poucos sao os relatos, na literatura, sobre a caracterizagdao dos tipos de
SCCmec em amostras de SCN (MOMBACH PINHEIRO MACHADO et al., 2007,
KONDO et al., 2007; IBRAHEM et al., 2009), contrastando com varios dados
relacionados a amostras ORSA (ITO et al., 2004; BOYLE-VAVRA et al., 2005;
GEROGIANNI et al., 2006; OLIVEIRA, MILHEREICO & DE LENCASTRE, 2006).

Nosso estudo revelou a predominancia de dois tipos de SCCmec, IV (15
amostras; 21,7%) e V (15; 21,7%), entre as 69 amostras de SCN resistentes a oxacilina.
A grande maioria das amostras foi ndo tipavel (40,8%). Entre as 15 amostras com
SCCmec tipo 1V analisadas, foram observadas taxas elevadas de susceptibilidade aos
antimicrobianos em geral, incluindo rifampicina, sulfametoxazol/trimetoprima,

ciprofloxacina, tetraciclina, mupirocina e teicoplanina. Esses resultados se assemelham
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aqueles descritos para amostras ORSA, que carreiam o SCCmec IV e tem se
apresentado sensiveis a grande parte das classes de antimicrobianos disponiveis (KILIC
et al., 2006; MORONEY et al., 2007). Essa susceptibilidade se justifica pelo tamanho
reduzido do cassete mec IV, que agrega um menor nimero de determinantes de
resisténcia (MA et al., 2002).

Os poucos estudos que analisaram amostras de SCN em relagdo ao seu cassete
de resisténcia relataram a predominancia do SCCmec tipo IV, com taxas de até 41%
(HANSSEN & SOLLID, 2007; MIRAGAIA et al., 2007, MOMBACH PINHEIRO
MACHADO et al., 2007; RUPPE et al., 2008; IBRAHEM et al., 2009). Em Paris, um
estudo observou que dentre as 96 amostras de SCN, 28 (29%) apresentavam o SCCmec
tipo IV, 25 (26%) o tipo V e 42 (43,7%) eram ndo tipaveis (RUPPE et al., 2008). Esse
mesmo trabalho mostrou que o complexo ccr2 e o mec classe B, tipico do SCCmec tipo
IV, eram predominantes em S. epidermidis, enquanto o ccrC e mec classe C (SCCmec
tipo V) foram detectados, principalmente, em S. haemolyticus, sugerindo que S.
epidermidis e S. haemolyticus sejam os principais reservatorios dos tipos IV e V,
respectivamente. Nossos achados estdo de acordo com os relatos anteriores, ja que todas
as amostras com SCCmec tipo IV foram da espécie S. epidermidis, enquanto 73,3%
daquelas com tipo V eram S. haemolyticus.

Apesar de todas amostras de S. haemolyticus carreadoras de SCCmec tipo V
terem sido resistentes a oxacilina, com valores intermediarios de CMI (1 a 64 pg/mL),
elas apresentaram altas taxas de susceptibilidade a ciprofloxacina, clindamicina,
cloranfenicol, mupirocina, rifampicina e sulfametoxazol/trimetoprima. Assim como
para amostras tipo IV, aquelas com SCCmec tipo V sdo consideradas de origem
comunitaria, e portanto com maior sensibilidade demonstrando que estd havendo uma
alteracdo na epidemiologia de infec¢des por SCN, que sdo essencialmente hospitalares
(BANNERMAN e PEACOCK, 2007). Katayama, Ito e Hiramatsu (2001) encontraram o
mec classe C, caracteristico do SCCmec tipo V, em 31 das 38 amostras de S.
haemolyticus analisadas. Uma justificativa para os niveis intermediarios de CMI para
oxacilina, encontrados no presente estudo, para essa espécie, pode estar associada com a
delecdo do mecl e mecR1, ap6s a inser¢do do IS431L, formando a estrutura designada
como mec classe C (KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 2001).

Apenas 13% das amostras de SCN apresentaram o SCCmec tipo I1I, um cassete
com multiplos genes de resisténcia (HIRAMATSU et al., 2001; ITO et al., 2001). Todas

as amostras foram identificadas como S. epidermidis e apresentaram resisténcia a varias
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classes de antimicrobianos, exceto a vancomicina e linezolida. A analise da CMI para
oxacilina nessas amostras mostrou um valor minimo de 64pg/mL. Esses resultados
estdo em concordancia com aqueles observados para amostras ORSA tipo III, avaliadas
em estudos anteriores (VIVONI ef al., 2006; AMORIM et al., 2007).

Ao contrario do encontrado em hospitais norte-americanos, nos quais amostras
ORSA carreando o SCCmec tipo II sdo prevalentes (MCDOUGAL et al., 2003; KILIC
et al, 2006; FOWLER et al., 2007) poucos estudos relatam o isolamento de amostras
com esse tipo de cassete mec no Brasil. Um estudo, conduzido por De Miranda e
colaboradores (2007), com 81 amostras isoladas de um hospital universitario do Rio de
Janeiro em 2005, apontou a presencga de apenas uma amostra carreando o SCCmec tipo
II. Recentemente, um estudo de nosso grupo detectou 15% de amostras ORSA tipo 1,
causando infecgdes em pacientes de dois hospitais gerais do Rio de Janeiro
(CABOCLO, 2008). Entre amostras de SCN, Mombach Pinheiro Machado e
colaboradores (2007), mostraram apenas 3% de amostras SCCmec tipo 1I, em um
hospital de Porto Alegre, RS. No presente estudo, foram observadas duas amostras de S.
epidermidis, isoladas no IMMFM, carreando o SCCmec tipo 1I. Estas apresentaram
resisténcia a apenas cinco antimicrobianos, além dos beta-lactamicos. E provavel que
esse tipo de amostra, esteja sendo introduzido nos hospitais brasileiros, assim como tem
sido descrito para amostras ORSA (TRINDADE et al., 2005).

Na Finlandia, Ibrahem e colaboradores (2009) determinaram o tipo de SCCmec
em 61 amostras hospitalares de SCN isoladas de “swab” nasal, pela técnica
desenvolvida por Oliveira e de Lencastre (2002) para S. aureus. Os autores observaram
que 90% dessas amostras ndo foram tipaveis quanto ao cassete SCCmec. Em
contrapartida, quando esses mesmos autores compararam com a técnica descrita por
Kondo e colaboradores (2007), somente 38% das amostras ndo foram tipaveis, e as
demais foram classificadas como SCCmec tipo IV (33%), tipo V (18%), tipo I (6%) e
tipo II (5%). Em nosso estudo, nos utilizamos a técnica de Kondo e colaboradores
(2007), e detectamos 40,8% de amostras ndo tipaveis, valor aproximado aquele
encontrado por Ibrahem e colaboradores (2009). Essas amostras apresentaram-se tao
resistentes quanto aquelas do tipo III, apesar da elevada variacdo na distribuigdo de CMI
para oxacilina, (na faixa de 0,5 a > 256ug/mL). Essas caracteristicas ja haviam sido
comentadas para esse tipo de amostra anteriormente (HANSSEN & SOLLID, 2007).

Em 28 (40%) das 69 amostras analisadas ndo foi possivel determinar o tipo de

SCCmec, pois estas apresentavam mais de um tipo de ccr ou auséncia de classe mec.
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Onze amostras, duas isoladas no HC-UFU e nove isoladas no IMMFM apresentaram
apenas o gene mecA. Sete amostras apresentaram combinacdes de trés ccr diferentes,
enquanto quatro apresentaram combinagdes de dois ccr diferentes. Uma amostra
apresentou um novo tipo de SCCmec, ainda sem nomenclatura (ccrl e classe mec A).
Vale ressaltar que estudos anteriores, utilizando a técnica de tipagem do SCCmec
empregado no presente estudo (KONDO et al., 2007) também observaram auséncia de
ccr, de classe mec, presenca de mais de um ccr, bem como a nova combinagdo ainda
ndo nomeada (ccrl e classe mecA), em amostras de SCN resistentes a oxacilina
(RUPPE et al., 2008; IBRAHEM et al., 2009).

Diferengas nas prevaléncias de diferentes tipos de SCCmec observadas entre os dois
hospitais avaliados, tais como: auséncia de amostras SCCmec tipo II no HC-UFU,
prevaléncia do SCCmec tipo V (38%) nas amostras do HC-UFU e das ndo tipaveis
(50%) no IMMFM, podem ser justificadas pelos diferentes periodos avaliados (2001-
2002 e 2006-2008) e pela localizag¢do geografica. Além disso, considera-se que os dados
obtidos sao, em geral, um reflexo da populagdo estudada.

A técnica de PFGE, empregada para andlise de gendtipos microbianos, tem sido
bastante utilizada para estudos epidemioldgicos em geral, apesar de ser mais usada no
estudo de surtos hospitalares (KREDIET et al., 2004; MILISAVLIEVIV et al., 2005;
SAIDA et al., 2006). A utilizagdo de outras técnicas moleculares, como MLST,
associadas ao PFGE tem mostrado que praticamente 70% das amostras de ORSA,
isoladas de diversas localidades, pertencem a cinco genotipos epidémicos principais,
demonstrando serem estas linhagens de sucesso, pela capacidade de persistirem e
disseminarem inter e intracontinentes (OLIVEIRA, TOMASZ & DE LENCASTRE,
2002). Entre os SCN, a caracterizacdo molecular de amostras hospitalares de S.
epidermidis e S. haemolyticus (SAIDA et al., 2006; MILISAVLIEVIV et al., 2005),
através de PFGE, tem revelado consideravel diversidade genética (LINA, 1992;
BOGADO et al., 2002; NUNES et al.,, 2005), embora a presenca de gendtipos
prevalentes entre amostras ORSE venha sendo observada, principalmente em UTINs
(VILLARI et al., 2000; RAIMUNDO et al., 2002; KREDIET et al., 2004; FOKA et al.,
2006),

No presente estudo, 67 amostras de SCN foram analisadas por PFGE para
determinagdo dos genétipos prevalentes, entre elas todas as 43 amostras de S.
epidermidis resistentes a oxacilina (ORSE) e as 18 amostras de S. haemolyticus

resistentes a oxacilina (ORSH). Adicionalmente, também foram analisadas quatro
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amostras de S. epidermidis sensiveis e duas de S. hominis (uma resistente e outra
sensivel), isoladas de secre¢do ocular no HC-UFU. As quatro amostras de S.
epidermidis sensiveis a oxacilina apresentaram o mesmo perfil de fragmentacdo no
PFGE e fenotipo de resisténcia induzida a clindamicina, porém ndo foram relacionadas
com outras duas amostras de ORSE, também isoladas de secre¢do ocular. As amostras
de S. hominis, isoladas de secre¢do ocular, também ndo apresentaram relagdo
genotipica. A presenca de quatro amostras de S. epidermidis com o mesmo gendtipo, e
isoladas no mesmo periodo (01/2001-11/2001) no HC-UFU, demonstra que houve um
surto naquela UTIN, provavelmente envolvendo profissionais de satide na transmissao
dessas cepas. Surtos em UTINs por Staphylococcus tém sido descritos na literatura,
envolvendo tanto amostras de S. aureus (LIN et al., 2007) quanto de SCN ( SAIDA et
al., 2006; MILISAVLIEVIV et al., 2005)

Ap0s andlise das 11 amostras de ORSE isoladas no HC-UFU, foram detectados trés
gendtipos entre 10 delas, enquanto entre as sete amostras de ORSH, foram encontrados
somente dois gendtipos, indicando uma possivel contaminagdo cruzada entre os
pacientes. Observamos, inclusive, que os tipos de SCCmec foram coincidentes dentro
do mesmo genotipo. Milisavljeviv e colaboradores (2005), ao analisarem 173 amostras
de S. epidemidis isoladas de duas UTINs e das maos da equipe de saude nessas unidades
(61 e 112 amostras, respectivamente), detectaram 57 genotipos. Contudo, os autores
encontraram um gendtipo comum entre as amostras isoladas de pacientes e de
profissionais de saude. Tabe e colaboradores (1998) identificaram um genétipo
prevalente entre amostras multirresistentes de ORSH isoladas de pacientes e da equipe
médica de UTIN no Japao, sugerindo que a equipe médica poderia ser responsavel pela
disseminagdao do mesmo no ambiente hospitalar.

Diversidade gendmica maior foi observada entre as amostras de SCN isoladas no
IMMFM, embora mais de 50% (18) das amostras ORSE tenham sido incluidas em cinco
genotipos (E, F, G, H, I), entre os 18 identificados. Entre as amostras de ORSH, foram
detectados cinco gendtipos, porém 63% das amostras pertenciam somente a 2 gendtipos
(c e d). Esses achados indicam uma possivel contaminacdo cruzada entre os pacientes,
tanto em relagdo as amostras ORSE quanto em relagdo as ORSH. Nos EUA, Foka e
colaboradores (2006) analisaram 132 amostras de SCN resistentes a oxacilina, isoladas
de neonatos pré-termo e observaram a presenca de um genotipo prevalente de S.
epidermidis e outro de S. haemolyticus, sendo encontrado em 67% das amostras ORSE

e 62,5% das ORSH. Nunes e colaboradores (2005), ao avaliarem a diversidade clonal de
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69 amostras de ORSE e ORSH, isoladas de nove hospitais brasileiros, observaram 16
gendtipos para ORSE, sendo que 52% das amostras pertenciam a apenas dois genotipos.
As amostras ORSH foram divididas em 15 gendtipos, mostrando uma maior diversidade
genOmica entre elas. Miragaia e colaboradores (2007) ap6s classificar 217 amostras de
S. epidermidis em 74 STs, concluiram que a alta diversidade gendmica nesta espécie
pode estar relacionada a necessidade em se adaptar a diferentes ambientes, ja que seu
“habitat” ¢ amplo e o contato com outras amostras e outras espécies ¢ freqiiente,
contribuindo para o aumento nas taxas de recombinacao e aquisicdo de SCCmec.

Os resultados desse estudo demonstram, assim como ja descrito para amostras de S.
aureus, a existéncia de um grande nimero de amostras de SCN ndo multirresistentes,
apresentando SCCmec dos tipos IV e V em infeccdes associadas a cuidados da saude.
Cabe lembrar que esses tipos de cassetes sdo encontrados em amostras comunitarias de
Staphylococcus, mas estavam presentes em 43,5% de nossas amostras hospitalares
resistentes a oxacilina, demonstrando uma altera¢do na epidemiologia de infec¢des por
SCN. Outro aspecto relevante ¢ que nas duas UTINs estudadas muitos pacientes
apresentavam baixa idade gestacional e baixo peso ao nascer, tendo sido verificado que
63% dos neonatos apresentavam peso ao nascer < 2500g. Esses fatores de risco sdo
importantes para aquisi¢cao de IRAS, o que pode comprometer o controle e a prevengao
destas infecgdes, ja que também foi evidenciada, em ambas as institui¢des, a
disseminagdo de amostras com o mesmo gendtipo. Portanto, avaliagdes continuadas de
amostras de Staphylococcus, isoladas especialmente de neonatos, investigando aspectos
moleculares da resisténcia a oxacilina e caracteristicas gendmicas sao de relevancia em

Nnosso meio.

6 CONCLUSOES

e Dentre 84 amostras de SCN isoladas de neonatos, nos dois hospitais avaliados,
HC-UFU (2001- 2002) e IMMFM (2007-2008), oito espécies diferentes foram
identificadas, sendo S. epidermidis (61%) e S. haemolyticus (21%), as espécies

prevalentes, isoladas principalmente de sangue.
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Todos os testes utilizados para detecgdo de resisténcia a oxacilina foram
concordantes com a presenca do gene mecA, que foi detectado em 82% das
amostras de SCN isoladas. Doze (40%) amostras isoladas no HC-UFU e quatro
(7,4%) 1soladas no IMMFM apresentaram resisténcia a clindamicina induzida

por eritromicina (Teste D+).

A tipagem do SCCmec mostrou que pode estar ocorrendo uma mudanga no
perfil de resisténcia em amostras hospitalares de SCN, uma vez que 43,5%,
apresentaram os tipos IV e V, cassetes caracteristicos de amostras comunitarias,

apesar de grande parte das amostras (40,6%) ser ndo tipavel.

No HC-UFU, entre as amostras de S. epidermidis resistentes a oxacilina, foram
detectados apenas trés genotipos prevalentes, enquanto a amostras de S.
haemolyticus foram incluidas em dois genotipos. Adicionalmente, todas as
amostras do mesmo genotipo, em ambos 0s casos, apresentaram O mesmo
SCCmec e valores similares de CMI, confirmando a caracterizacdo das amostras

e sua transmissao cruzada na UTIN do hospital.

No IMMFM foi observada grande diversidade genomica entre as 54 amostras de
SCN. Para as 32 amostras de S. epidermidis resistentes foram observados 18
genotipos, embora mais de 50% delas pertencesse a apenas cinco genotipos (E,
F, G, H, 1). Entre as amostras de S. haemolyticus, 63% foi incluido em dois
genoétipos (¢ e d). Amostras do mesmo genotipo, em ambos 0s casos, também
apresentaram o mesmo tipo de SCCmec e valores similares de CMI, também

configurando transmissao cruzada nessa UTIN.

Baixo peso (< 2500g) considerado como um dos principais fatores de risco em

neonatos foi observado em 65% dos pacientes.
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Comité de Etica em Pesquisa

Parecer n? 239A/2007 Rio de Janeiro, 17 de dezembro de 2007.
Sr(a) Pesquisador(a),

Informamos a V.Sa. que o Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria Municipal de Saide - CEP SMS-RJ -, constituido nos Termos da
Resolugdo CNS n° 196/96 e, devidamente registrado na Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a documentagao
referente ao Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo discriminado:

PROTOCOLO DE PESQUISA N¢ 195/07

TITULO: Staphylococcus coagulase-negativos isolados de neonatos prematuros:
prevaléncia de espécies, susceptibilidade a oxacilina e diversidade clonal.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Milena Borgo Azevedo.

UNIDADE ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: Hospital Maternidade Fernando
Magalhaes.

DATA DA APRECIACAO: 17/12/2007.
PARECER: APROVADO

Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item
VII. 13.d., da Resolu¢ao CNS/MS N° 196/96).

Esclarecemos, ainda, com relacdo aos Protocolos, que o CEP/SMS
devera ser informado de fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo,
devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o projeto venha a ser
interrompido e/ou os resultados ndo sejam publicados.
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Salesla Felipe de Of’vel

Vice-Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa

ANEXO 2

FICHA DE DADOS DOS PACIENTES



Hospital:

Data: Paciente: Registro:
Local:

Sexo: Peso:

Tempo de hospitalizacao: Doenca Base:

Diagnostico Clinico:

Procedimento invasivos: SIM ( ) NAO ( )

Qual (is):

Presenca de cateter: SIM () NAO ( )

Qual:

Antimicrobianos: SIM () NAO ( )

Nome: Inicio: Término: Via:
Nome: Inicio: Término: Via:
Nome: Inicio: Término: Via:
Nome: Inicio: Término: Via:

Obito: SIM( ) NAO( )

Observagao:
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