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RESUMO

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € um importante patégeno,
isolado em infecgdes humanas, principalmente em pacientes hospitalizados e
representa um grave problema em varios paises do mundo, incluindo o Brasil. Esta
pesquisa apresentou como objetivos caracterizar molecularmente cepas de MRSA
em dois hospitais privados e trés publicos de Sao Luis-MA, comparar os perfis
gendmicos de MRSA existentes nos hospitais estudados, avaliar o perfil de
sensibilidade em relagdo aos antimicrobianos e correlaciona-lo com o perfil
gendmico. Foram estudadas 50 amostras de MRSA isoladas de hemoculturas no
periodo de maio de 2006 a junho de 2007. Para o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos utilizou-se o Método de Kirby-Bauer. A caracterizagdo genotipica foi
realizada por Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). A caracterizagcdo molecular
por PFGE permitiu a identificagdo de cinco perfis gendmicos distintos (A, B, C, D e
E). Os perfis gendmicos A e B apresentaram o maior numero de amostras de MRSA
e estdo disseminados em todos os hospitais estudados. O perfil genémico C
encontra-se presente somente nos hospitais da rede publica. No hospital 5 (H5)
estdo disseminados todos os perfis gendmicos identificados com uma maior
diversificagdo de clones na clinica médica. O dendrograma construido a partir dos
perfis genbmicos revelou a presenga de quatro clusters. Do total dos grupos, houve
maior freqiéncia de MRSA em hospitais publicos (76%) do que nos privados (24%).
As UTls destacaram-se com maior numero de casos de MRSA (58%). Quanto ao
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, todas as amostras demonstraram
sensibilidade a vancomicina e resisténcia multipla para as demais drogas testadas.
Verificou-se que 36 (72%) dos isolados de MRSA apresentaram o mesmo perfil de
sensibilidade com padrdes genéticos distintos e 14 (28%) apresentaram perfil de
sensibilidade diferente para alguns antibidticos tais como: rifampicina, tetraciclina,
Sulfametoxazol/Trimetoprim e ciprofloxacina. Os resultados obtidos nesta pesquisa
nos indicam que o estudo genético exerce um papel importante no delineamento das
infeccbes por S. aureus, considerando que sO6 o antibiograma nao forneceria
parametros suficientes para uma precisa relagao epidemioldgica entre as amostras
dos portadores de MRSA.

Palavras-chave: Caracterizagao molecular. Infecgao Hospitalar

Resisténcia a oxacilina, Staphylococcus aureus
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ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important pathogen
isolated from human infections, mainly from hospitalized patients. It represents a
serious problem in several countries, including Brazil. The purposes of this study
were to characterize, at molecular level, MRSA strains from two private and three
public hospitals in Sdo Luis-MA; to compare the genomic profiles of MRSA strains
existing in the studied hospitals; to evaluate the susceptibility profiles to
antimicrobials, and to correlate them with the genomic profiles. Fifty MRSA strains
isolated from blood cultures, from May 2006 to June 2007, were studied. The
antimicrobial susceptibility was determined by the Kirby-Bauer method and
genotyping was carried by pulsed field gel electrophoresis (PFGE). The molecular
characterization by PFGE allowed the identification of 5 distinct genomic profiles (A,
B, C, D, and E). The genomic profiles A and B were presented by the majority of
MRSA strains and were widespread in all hospitals included in this study. The
genomic profile C was found only in public hospitals. All genomic profiles were
disseminated in the hospital 5 (H5), with great clonal diversity in the Medical Ward
Unit. The dendrogram constructed with the genomic profiles revealed the presence
of four clusters. The frequency of MRSA was higher in public hospitais (76%) than in
the private ones (24%). The majority of the MRSA cases were detected in ICUs
(58%). Regarding the antimicrobial susceptibility profiles, all strains were susceptible
to vancomycin, but displayed resistance to multiple drugs. It was verified that 36
(72%) MRSA isolates presented the same susceptibility profile with distinct genetic
patterns and 14 (28%) displayed different susceptibility profiles for some antibiotics,
such as: rifampicin, tetracycline, sulfamethoxazole/trimethoprim, and ciprofloxacin.
The results obtained in this study indicate that the genetic analysis has an important
role in the delineation of S. aureus infections, since antibiogram by itself would not
provide enough parameters for a precise epidemiological relationship among strains
of MRSA carriers.

Keywords: Molecular characterization. Hospital Infection. Oxacillin resistance.

Staphylococcus aureus
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1 INTRODUGAO

O Staphylococcus aureus € uma bactéria associada a diversas
patologias incluindo infec¢cdes da pele e mucosas, bacteremia, endocardites,
infeccado do sistema nervoso central e trato geniturinario (O’NEILL, 2000).

O isolamento dos estafilococos resistentes as penicilinas foi
observado logo apo6s os primeiros experimentos com a introdugao da penicilina
G na clinica em 1941, registrando-se em 1944 e 1945 indices de resisténcia de
12 a 22%. Ao final da década de 1950, os estafilococos isolados em hospitais
americanos, mostravam-se resistentes as penicilinas, devido a producdo de
penicilinases inativadoras dessas drogas, codificadas por plasmidios
transmissiveis por transdug¢ao (TAVARES, 2000).



Staphylococcus aureus €&, talvez, o patdbgeno de maior
preocupacao devido a viruléncia intrinseca, a diversidade de infeccbes
potencialmente fatais e a sua capacidade de adaptacdo as diferentes
condi¢cdes ambientais. Devido a ampla utilizagdo de antimicrobianos no cenario
hospitalar e comunitario e a disseminagdo do patdégeno por pacientes
previamente colonizados, ao final da década de 1960, aproximadamente 80%
de todos os estafilococos isolados mostravam-se resistentes a penicilina.
Atualmente, mais de 90% dos isolados de estafilococos nosocomiais e
comunitarios sao produtores de penicilinase e resistentes a outras classes de
antibiéticos como macrolideos, estreptomicina e tetraciclinas (LOWY, 2003).

Para combater os estafilococos foram descobertas as penicilinas
antiestafilocécicas, como a meticilina ou oxacilina e seus derivados, e as
cefalosporinas da primeira e segunda geragédo. Na atualidade, estas bactérias
vém mostrando crescente resisténcia aos beta-lactdmicos em hospitais de
grande porte, com servicos de emergéncia aberto ao publico e centro de
referéncia para pacientes infectados. Nesses estafilococos, chamados MRSA
ou ORSA (Staphylococcus aureus meticilina resistente ou oxacilina resistente),
a resisténcia é resultado de genes cromossOmicos que codificam modificagdes
no receptor de agao dos beta-lactdmicos, as proteinas fixadoras de penicilinas
(penicilin binding proteins ou PBPs), havendo a produgdo de novas PBPs
(PBP2a ou PBP 2’) com pequena afinidade pelos beta-lactamicos (TAVARES,
2000).

A presenca da PBP2a faz com que a meticilina e os compostos
penicilina- penicilinase resistente (PRP) apresentem baixa afinidade pelo local
de ligacdo na bactéria, a parede celular, e deixem de ser efetivos. O grupo
PPR é composto pela oxacilina, meticilina nafcilina, cloxacilina e dicloxacilina,
e constitui a classe de drogas de escolha para o tratamento de infecgdes por
S. aureus produtores de penicilinases (Beta-lactamase positivo) que nao
apresentam alteracdo de PBP2a (ROSSI, 2005).

O MRSA foi descrito pela primeira vez no Reino Unido em 1961,
quando se detectou a baixa afinidade das PBPs aos antibioticos (WILSON,
2006).

A resisténcia a meticilina € determinada pela aquisicdo de um

cassete estafilocécico cromossomal - mec (Staphylococcal Chromossome



Cassete mec—-SSCmec), um elemento genético movel de 20-60 Kb,
compreendendo o gene mecA e os elementos regulatérios de sua transcrigao,
gene mecl e mecRI (MATHEWS et al., 1987).

Até o momento, foram descritos cinco tipos de SSCmec (L,ILIII, IV,
V), os quais podem estar associados a estruturas genéticas moveis como
transposons (in 554) e plasmidios, responsaveis pela resisténcia aos
antimicrobianos nao beta-lactamicos (HIRAMATSU, 2001);(ITO et al., 2003).

No Brasil, a presenca de MRSA com SSCmec tipo IV foi
documentada por Trindade e cols, no Hospital das Clinicas da Universidade de
Sao Paulo. Durante sete meses observaram que 13% (20/151) das bactérias
hospitalares por MRSA apresentaram suscetibilidade a varias classes de
antimicrobianos, onde, 95% destas possuiam SCCmec tipo IV, a tipificagao
molecular evidenciou pelo menos 4 tipos diferentes de perfis com predominio
de um perfil clonal (DANTAS, 2007).

A partir do inicio dos anos 90 esse agente se converteu em uma
das principais causas de infec¢gdes adquiridas em hospitais, com alta taxa de
prevaléncia em alguns paises, como Estados Unidos e sul da Europa e, menos
frequente no norte da Europa, com menos de 5% (WILSON, 2006).

A incidéncia de infecgao por esse microrganismo vem a cada dia
aumentando e estudos demonstram que o MRSA apresenta letalidade maior do
que os S. aureus sensiveis a oxacilina (ASENSIO et al., 1996).

Um estudo sobre a investigagdo da diversidade clonal do MRSA
no nordeste, realizado por Santos Filho e colaboradores (1996), verificaram
que a disseminacao do clone de MRSA encontrado em Jodo Pessoa, Paraiba é
similar aos descritos em outras cidades do Brasil.

Na ultima década, os microrganismos Gram-positivos, em
especial o S. aureus, emergiram como importantes agentes causadores de
infecgdo da corrente sanguinea (SALOMAO et al.,1993).

Dados recentes do Programa de Vigilancia Antimicrobiana Sentry
apontam que o S. aureus em infecgdo da corrente sanguinea assumiu o
primeiro lugar entre as bactérias isoladas nas hemoculturas, ndo sé em
hospitais brasileiros, como em outros centros da América Latina, representando
21,3% do total de bactérias isoladas (SADER, 2002).



As infecgbes por S. aureus acometem pacientes em todas as
faixas etarias, com maior frequéncia nos extremos de idade e pior prognostico
em pacientes acima de 50 anos (WATANAKUNAKOM, 1987).

Em 1971, 5% das cepas hospitalares de S. aureus enviadas ao
laboratério de referéncia no Reino Unido eram resistentes a meticilina, subindo
para 43% em 2002, sendo obrigatério a notificacdo de todos os casos de
bacteremia por MRSA, que ocorrem principalmente em pacientes idosos e em
geral provenientes de feridas cirurgicas ou de cateteres intravenosos. Durante
o periodo de 2001-2005, na Inglaterra (Reino Unido), foram reportados dez mil
casos anuais de bacteremias intra-hospitalares por S. aureus, sendo a maior
parte por MRSA (WILSON, 2006).

Segundo Conterno et al., em 1994, no Hospital Sdo Paulo, o
S.aureus foi um agente importante das bacteremias, principalmente
hospitalares com alta letalidade, variando 5% a 47%, dependendo das
unidades estudadas e do tratamento instituido.

As taxas gerais de infecgdo nas UTI Neonatais (UTIN) variam de
6 a 25%, sendo maior nos recém-nascidos (RN) pré-termos com peso menor
que 1500g. Dentre os agentes infecciosos mais prevalentes nas UTIN, os
estafilococos lideram as estatisticas, principalmente pelas longas
permanéncias do RN nestas unidades, que originam elevado risco de
bacteremia (GRAHAM, 2002)

No hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro (HUCFF), a maioria das amostras de MRSA
isoladas apresentavam perfil fenotipico de multirresisténcia com incidéncia de
0,89 casos por pacientes-dia/ano até 2004. Em 2005 a incidéncia de MRSA
aumentou para 1,5 casos por paciente-dia/ano (DANTAS, 2007).

A aquisicio de MRSA nosocomial esta frequentemente
relacionada com fatores de risco predisponentes que incluem: idade,
hospitalizagdo prolongada, uso de dispositivos como cateter venosos central,
internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI), procedimentos cirurgicos,
intertransferéncias de pacientes, proximidade dos pacientes
colonizados/infectados por MRSA e, universalmente, uso prévio de antibidticos,
especialmente os de amplo espectro como as cefalosporinas (BOYCE, 1992);
(SAFDAR; MARKI, 2002).



As infecgbes causadas pelo MRSA eram unica e exclusivamente
documentadas em hospitais. Entretanto, nos ultimos anos, as infeccbes
causadas por MRSA e adquiridas na comunidade tém sido documentadas de
modo crescente. Estas infecgbes vém ocorrendo em individuos saudaveis sem
nenhum fator de risco identificavel: estas cepas chamadas de associadas a
comunidade ou adquirida na comunidade (CA-MRSA), ndo séo
epidemiologicamente relacionadas as cepas de MRSA adquiridas em hospitais.
Os primeiros casos documentados de infecgdes por CA-MRSA ocorreram entre
aborigines australianos e nativos americanos no Canada, no inicio da década
de 90. Posteriormente, estas infecgdes se propagaram pelo mundo incluindo
diversos surtos, tanto nos Estados Unidos como em diversos outros paises
(LOPES, 2005).

Cepas MRSA  classicas apresentam-se frequentemente
resistentes a outros grupos de drogas indicadas para o tratamento dos
estafilococos, como clindamicina, eritromicina, tetraciclina e, menos
frequentemente a gentamicina e sulfametoxazol/trimetroprima (ROSSI et al.,
2005).

As iniciativas terapéuticas para pacientes com infeccdo por MRSA
sdo limitadas. Os (glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) sé&o
consideradas drogas classicas de escolha para o tratamento de infecgdes
provocadas por MRSA. Cepas de MRSA s&o sempre resistentes a todas as
cefalosporinas, inclusive as de quarta geragdo, assim como aos
cabapenémicos, independentemente do resultado obtido no antibiograma
(ROSSI et al., 2005).

A vancomicina atua ligando-se especificamente ao dipeptideo D-
alanil-D-alalina do pentapeptideo precursor do peptidoglicano, na interface da
membrana citoplasmatica/parede celular, impedindo a transferéncia de
unidades recém sintetizadas para a matriz parietal em crescimento inibindo
assim a formagdo dos polimeros de peptidoglicano da parede celular
(CRISANTO,2003).

Embora seja uma droga ativa contra microrganismos Gram-
positivos e alguns anaerobios, a vancomicina € especificamente indicada como
uma opg¢ao para o tratamento de infeccbes estafilocdcicas sistémicas em

pacientes alérgicos as penicilinas ou para as infecgdes por estafilococos



resistentes a meticilina (TAVARES, 2001). E também indicada para o
tratamento de pneumonias, osteomielites, septicemias, endocardites
estafilococicas € meningoencefalites como alternativa as penicilinas e as
cefalosporinas (ALBANESE, 2000).

A teicoplanina diferencia-se da vancomicina principalmente por
sua farmacocinética ser mais favoravel, apresentando meia vida sérica mais
longa, permitindo assim sua administragdo em dose uUnica diaria. Ainda
apresenta menor toxidade que a vancomicina, podendo ser administrada por
via intramuscular (TAVARES, 2001).

Com o uso continuo de vancomicina em infecgdes hospitalares
por MRSA, vem sendo observado a perda gradual de sua eficacia por
desenvolvimento de resisténcia, tornando-se necessario introduzir novas
terapias alternativas para o tratamento de infecgbes por gram-positivos
multirresistentes (CRISANTO, 2003).

Em 1997 foi descrito, pelo professor Hiramatsu, da Universidade
de Jutendo, Japao, um caso de uma cepa MRSA resistente a vancomicina
isolada de uma ferida cirurgica de um garoto de 4 meses (OLIVEIRA;
MAMIZUKA,2001; VELAQUEZ, 2002). Em 2000 foram encontradas, no Brasil,
as primeiras cepas de S. aureus com susceptibilidade intermediaria a
vancomicina (VISA) nos estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo e Porto Alegre
( OLIVEIRA;MAMIZUKA, 2001).

Em julho de 2002, foi isolado o primeiro caso documentado de
infeccdo causada por S. aureus com resisténcia completa a vancomicina
(VRSA) (MIC >32mcg/ml), a partir de um swab obtido no sitio de saida de um
cateter vascular em um morador de Michigan de 40 anos, portador de diabetes,
enfermidade vascular periférica e insuficiéncia renal crénica (CDC, 2002).

O isolamento de VRSA obtido a partir do sitio de saida do cateter foi
identificado inicialmente no laboratério de um hospital local, usando o teste de
MIC e analises moleculares. O isolado continha o gene vanA que pode ter sido
adquirido através da troca de material genético a partir do enterococo
resistente a vancomicina (CDC,2002).

A linezolida foi divulgada em 1996 por Brickner e cols cientistas
da companhia Upjohn (atualmente Pharmacia), EUA. Foi o primeiro membro

de outro grupo de novos antibidticos o das oxazolidinonas, demonstrando



atividade contra bactérias resistentes a outros antibioticos, como o MRSA, S.
pneumoniae resistente as penicilinas e enterococos resistentes a vancomicina
(PLOUFFE et al., 2000).

O mecanismo de agdo da linezolida consiste em inibir a sintese
protéica ao ligar-se a subunidade 50S do ribossomo, deformando o RNA
transportador e inibindo sua ligagdo ao ribossomo, impedindo assim o inicio da
formagao do complexo peptidico (DRESSER et al., 1998).

Um novo grupo de antimicrobianos utilizado contra MRSA e VISA
€ Ceftobiprole, uma cefalosporina com afinidade aumentada pela PBP2a
(MACHADO, 2005).

Um estudo realizado por Chambers (2005), em coelhos com
endocardites por MRSA e VISA, demonstrou que o ceftobiprole exerce uma
acao equivalente a vancomicina contra MRSA e superior a vancomicina nas
endocardites por VISA.

As estreptograminas ou sinergistinas constituem um grupo de
antibiéticos formados por substancias complexas, onde um dos componentes é
macrolideo. A quinupristina-dalfopristina tem acéo bacteriostatica, agindo por
inibicdo da sintese protéica ao se ligarem ao componente 50S do ribossoma. A
dalfopristina bloqueia a ligacdo dos aminoacidos ao peptideo em formacao e a
quinupristina impede o alongamento da cadeia peptidica, que € liberada
precocemente, sem ter ocorrido a formacgéo da proteina (TAVARES, 2001)

Quinupristina-dalfopristina € uma estreptogramina semi-sintética
injetavel, apresenta acao ativa contra uma ampla variedade de microrganismos
gram-positivos, incluindo cepas de MRSA, pneumococo resistente a penicilina
e a eritromicina e Vancomycin Resistant Enterococcus (VRE) (SOUZA et al.,
2005).

As glicilciclinas sao derivados das tetraciclinas que ampliam seu
espectro de acdo e as tornam menos sensiveis aos mecanismos de resisténcia
bacteriana. A tigeciclina, um dos antibiéticos desse grupo, foi langado nos EUA
em agosto de 2005 e disponibilizado no més de maio de 2006 no Brasil, em
langcamento conjunto para Ameérica Latina. Tem amplo espectro de acgao,
agindo contra estreptococos em geral (incluindo pneumococos e enterococos
multirresistentes), estafilococos (MRSA, VISA e VRSA), enterobactérias,

bacilos gram-negativos nao-fermentadores como Acinetobacter sp (inclusive



resistentes aos carbapenémicos). Em ensaios clinicos, a tigeciclina foi
equivalente ao imipenem no tratamento de infecgdes intra-abdominais graves e
a vancomincina mais aztreonam em infecgbes complicadas da pele e dos
tecidos moles. Tem boa penetracdo tecidual e sua meia-vida permite
administragdo a cada 12 horas, uso exclusivamente intravenoso (SADER,2005;
LOPES,2006).

O controle de infecgdes hospitalares (IH) € um assunto complexo
que exige a participacgao de clinicos, epidemiologistas e microbiologistas, sendo
estes responsaveis tanto pelo diagndstico das infecgbes hospitalares quanto
pela investigacdo microbiolégica dos surtos epidémicos. As informagdes
normalmente fornecidas pelo laboratério de microbiologia, tais como
identificacdo em nivel de espécie, padrao de sensibilidade a antimicrobianos e
bidtipo, podem ser suficientes para estabelecer uma relagdo entre diferentes
amostras em alguns casos (SADER, 2001).

Varios métodos de tipagem epidemioldgica tém sido utilizados na
avaliagcao de patogenos hospitalares. Existem métodos mais tradicionais (n&o-
moleculares) e os métodos mais avangados que empregam técnicas
moleculares. Os métodos tradicionais tais como, antibiograma, sorotipagem,
biotipagem e fagotipagem, tém sido utilizados freqientemente na avaliagao de
infeccbes hospitalares (SADER, 2001). Os meétodos de difusdo em disco,
macrodiluicdo e microdiluicdo sdo adequados para detectar linhagens de
MRSA, se forem seguidos de métodos padrdes. A difusdo em disco € um
método confiavel para detecgdo de MRSA (CLSI 2006; JOLLY, GOLDBERG,
1989). Oxacilina é a droga indicada para detectar a resisténcia do
Staphylococcus spp in vitro por ser a mais resistente a degradagdo e a mais
sensivel para detecg¢ao de heterorresisténcia (ROSSI, 2005).

Entre os métodos moleculares, destacam-se: a ribotipagem,
tipagem plasmidial, tipagem de bacteriofagos e técnicas baseadas em
Polimerase Chain Reaction (PCR) e Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE).
Este ultimo é considerado gold standard para tipagem de MRSA, devido a sua
melhor estabilidade e grande poder discriminatorio para as estirpes que
apresentam similaridade genética (PANNUTI, 1995; STRUELENS, 1992).

Devido ao alto poder discriminatério, a PFGE tem sido

recomendada por muitos pesquisadores como o método de escolha para a



tipagem de MRSA. A PFGE consiste basicamente de uma modificacédo da
eletroforese convencional com campo elétrico constante em que a direcdo da
corrente elétrica sofre alteragdes freqlentes, permitindo a resolugao de
moléculas grandes de DNA (BIRREN, 1993).

E um método utilizado para a genotipagem de estafilococos
sendo indicado para estudos com finalidade epidemiolégica e particularmente
util na investigacao de surtos hospitalares (CHANG et al., 2000)

Na PFGE as enzimas de restricdo reconhecem sitios pouco
frequentes, o que resulta em fragmentos de DNA grandes. O numero de
fragmentos varia de um isolado para outro. A combinagcdo desses fatores
possibilita a formacao de padrdes eletroforéticos de facil analise e comparagao
(SADER et al.,1995; BANNERMAN, 1995).

Com o auxilio da PFGE, foi verificada a existéncia de cinco clones
de MRSA disseminados internacionalmente. Esses cinco clones foram
designados como ibérico, brasileiro, huangaro, Nova lorque/Japonés e
pediatrico, de acordo com a area geografica onde foram primariamente
isolados. Estes clones sdo responsaveis, em conjunto pela maioria das
infeccdes por MRSA no mundo (OILIVEIRA,2002).

Levando-se em consideragédo a alta prevaléncia de bactérias
gram-positivas multirresistentes isoladas de hemoculturas e devido a auséncia
de registro na literatura maranhense a respeito dos clones de MRSA que

circulam nos hospitais, este trabalho tem como objetivos:



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar molecularmente cepas de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina e oxacilina isoladas de hemoculturas de trés hospitais
publicos e dois privados em Sao Luis — MA, no periodo de maio de 2006 a
junho de 2007

2.2 ESPECIFICOS



- Comparar os perfis gendmicos de cepas de MRSA isoladas de

hemoculturas nos hospitais estudados.

- Correlacionar os setores de cada hospital com hemoculturas
positivas para MRSA.

- Avaliar o perfil de sensibilidade em relagao aos antimicrobianos.

- Correlacionar o perfil de sensibilidade com o perfil genédmico.

3. MATERIAL E METODO
3.1 Area de estudo e selecdo das amostras

As amostras bacterianas foram selecionadas a partir do
isolamento de S. aureus resistente a oxacilina provenientes de hemoculturas
em trés hospitais publicos e dois privados, no periodo de maio de 2006 a junho
de 2007, em Sao Luis-MA.

Os hospitais da rede publica foram: H3, H4 e H5. O Hospital H3
(121 leitos) possui nivel de atengcdo ambulatorial e hospitalar de média
complexidade e internacdo, demanda espontdnea e apresenta setores
cirargicos, clinicos, UTI adulto. O Hospital H4 (148 leitos), € considerado de
urgéncia/emergéncia, funcionando 24 horas, com nivel de atengado ambulatorial

e hospitalar de média e alta complexidade, e internacdo, atendimento de



demanda esponténea e referenciada, especialidades cirurgicas, clinicas, UTI
adulto e Pediatria. O Hospital H5 (506 leitos), apresenta nivel de atengao
ambulatorial e hospitalar de demanda espontanea e referenciada, de média e
alta complexidade. Esta unidade é um complexo Hospitalar de Ensino
atendendo duas unidades, sendo uma Materno-Infantil, que juntas apresentam
especialidades cirurgicas, clinicas, UTIl adulto, UTlcardio, Pediatria,
UTlpediatrica, Utineonatal, obstétrica, hemodinamica. Os Hospitais H1(100
leitos) e H2 ( 55 Leitos) sao da rede privada, com nivel de atengdo ambulatorial
e de internacdo com Urgéncia/emergéncia de média complexidade,
apresentando especialidades: cirurgicas, clinicas, UTI adulto. Contudo, apenas
o Hospital H2 apresenta leitos de UTI neonatal. (BRASIL, 2007).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital
Universitario — Presidente Dutra (HUPD) com protocolo de numero 33104-
266/07.

3.2 Identificagao bacteriana

As amostras de sangue foram semeadas em frasco proprio de
hemocultura, utilizados no aparelho Bactec 90120 da marca BD®. Quando o
aparelho sinalizava positividade nos frascos de hemoculturas, os mesmos eram
retirados e repicados em placas de agar sangue incubadas a 35°C em estufa
bacteriologica por 24 horas.

A identificagdo do S. aureus foi realizada através da coloragao
de Gram onde analisou-se as caracteristicas morfo-tinturiais dos
microrganismos presentes nas amostras estudadas, provas da catalase e
coagulase (MURRAY, 1999).

Prova da catalase

A deteccdo desta enzima foi realizada como descrito por
MacFaddin, (2000). Sobre uma lamina limpa, foi depositada uma algada de
cultivo bacteriano puro e adicionamos uma gota de peroxido de hidrogénio
(H202.). Interpretacdo do teste: a formacdo de bolhas foi indicativa de prova

positiva e a auséncia da mesmas de prova negativa.



Prova da coagulase

A pesquisa da enzima coagulase foi realizada utilizando-se
plasma de coelho liofilizado em lamina. Nos casos de interpretacdo duvidosa o
teste foi feito em tubo. Inoculou-se uma algada da col6nia pura isolada em meio
de cultura ndo seletivo em 0,5 mL de plasma reconstituido e incubamos a
35°C. As leituras foram realizadas apoés 4 e 24 horas de incubacdo. A formagao

de coagulo foi indicativa de prova positiva.

3.3 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Para a execugdo do antibiograma empregamos o método de
difusdo do disco (Kirby-Bauer) de acordo com os critérios de interpretagao do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2006.

As drogas testadas foram clindamicina (2ug), ciprofloxacina
(5uQg), eritromicina (15ug), gentamicina (10ug), oxacilina (1ug) rifampicina
(5ug), sulfametoxazol-trimetropima (25ug), penicilina (10Ul), vancomicina

(30uq), tetraciclina (30ug).

3.4 Tipagem molecular

Este teste foi realizado no laboratorio de referéncia de
genotipagem da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de
Séao Paulo (USP), sob a coordenagao da professora Doutora Elsa Mamizuka.

As amostras bacterianas foram tipadas utilizando-se a técnica de
(PFGE), segundo Pfaller et al (1993).

3.4.1 Preparacgao dos plugs com o DNA bacteriano
As amostras bacterianas foram repicadas do caldo BHI ( Brain-

Heart-Infusion) para placas de agar sangue e em seguida incubadas em estufa

37°C por um noite.



Apods esse periodo, 2 a 4 colénias bacterianas foram transferidas
para tubo de caldo TSB (Triptycase-Soil-Broth) e incubadas a 37°C sob
agitacdo em shaker ajustado para velocidade de 180 rpm overnight.
Posteriormente, as amostras em caldo TSB foram centrifugadas (4000 rpm por
5 minutos) e o sobrenadante descartado. O sedimento foi lavado trés vezes
com solugédo salina (0,9%) e apdés a segunda lavagem a suspensdo foi
transferida para tubo de Eppendorf (1,5 ml de capacidade) previamente
pesado, e submetido ao processo de centrifugagao (6500 rpm por 1 min.). A
seguir, o sobrenadante foi retirado dos tubos de Eppendorf para serem
pesados. A diferenca entre o Eppendorf vazio e o cheio multiplicada por 1000
correspondeu a quantidade em pl de tampao 50mM de EDTA (pH 8,0)
adicionado.

O sedimento com o tampao foi homogeneizado em agitador de
tubo tipo vortex e foram adicionados no mesmo eppendorff 400ul de tampéao
EC, previamente aquecido a 50°C, 450ul de agarose (Low Melting) a 2% e 20ul
de lisostafina (1mg/mL).

Essa mistura foi rapidamente transferida para os blocos de
agarose e colocados na geladeira por 30 minutos.

Com o auxilio de uma palheta os blocos foram colocados em placa de

macrodilui¢ao contendo 2ml de tamp&o EC e incubados por 7 horas a 37°C.

3.4.2 Digestao do DNA bacteriano com enzima de restrigao Smal

Apds a incubagédo, os blocos foram lavados trés vezes com
tampao CHEF TE, com meia hora de intervalo entre uma lavagem e outra. Foi
retirado todo o tampédo CHEF TE e os blocos incubados com 2mL de tampao
ES e100ul de Proteinase K (20mg/mL) a 50°C por 16 horas. Decorrido esse
tempo, o tampao ES e a enzima proteinase K foram desprezados e os plugs
lavados cinco vezes sobre agitagdo com CHEF TE com intervalo de uma hora
para cada lavagem. Finalizada esta etapa, os plugs foram divididos ao meio e
uma banda do mesmo foi colocada em placa de microdiluicdo e depois
acrescentado 300ul de tampdo DNS. Os mesmos foram dispostos em agitador
de placas a temperatura ambiente por uma hora. Nesse periodo, foram

realizadas 4 lavagens com intervalo de uma hora.



Em seguida a solugdo Tampao DNS foi desprezada e adicionado
200ul de tampéo da enzima diluida (tampao sem enzima de restricdo — Mix 1) e
foi incubado por uma hora a 4°C (geladeira).
Foi retirado o tamp&o sem enzima de restricdo e adicionado 200ul do
Mix 2 (tamp&o da enzima + enzima de restricdo Smal) e incubado na geladeira
por 2 horas.
Depois das duas horas foi retirado da geladeira e colocado em
estufa 30°C por 12horas. Apds este periodo, a placa de microdiluicdo foi

retirada da estufa, bloqueada com 200ul de solugao tampao 1X TBE.

3.4.3 Preparagao do gel de Agarose e corrida do gel

Foi montado o molde do gel de agarose preparado para corrida
(Seaken Gold Agarose por PFGE) numa bancada reta e nivelada junto com o
pente na barra de acrilico. Apds solidificacdo do mesmo foi introduzido em
cada orificio os plugs com DNA e em seguida fechados com o restante da
agarose.

O gel foi colocado no equipamento de corrida eletroforética,
previamente programado. O equipamento usado foi CHEF MAPPER XA
SYSTEM da BIO-RAD.

PROGRAMACAO.

BLOCO 1 : tempo de corrida = 12h, voltagem = 6,0volts/cm; angulo = 120°C;
tempo de pulso inicial = 1s e final = 5s; temperatura = 14°C

BLOCO 2: tempo de corrida =12h, voltagem = 6,0volts/cm; angulo = 120°C;
tempo de pulso inicial = 15s e final = 30s; temperatura= 14°C.

A leitura do gel foi realizada no dia seguinte.

3.4.4 Critérios de interpretagao

Os perfis de DNA foram considerados idénticos quando as
bandas coincidiram e nas amostras que diferiram apenas por uma ou duas
bandas bem definidas foram consideradas semelhantes ou variantes

genotipicos de um mesmo clone.



A relagdo de similaridade entre dois isolados foi estimada com
base nos critérios de interpretacdo para os padrdes de fragmentos de bandas,
produzidos pela digestao do DNA cromossémico com a enzima Smal segundo
TENOVER et al. (1995).

Isolados iguais: dois isolados foram  considerados
geneticamente idénticos quando os padrées de fragmentos de restricao
presentes em ambos os isolados apresentaram o mesmo numero de bandas
com o mesmo peso molecular. A interpretagdo epidemiolégica desses
resultados € que os isolados foram considerados derivados de uma mesma
cepa.

Isolados intimamente relacionados: um isolado foi considerado
intimamente relacionado a cepa do surto quando seu padrao de bandas, obtido
pela PFGE, diferiu do padrao da cepa do surto em duas a trés bandas.

Isolados possivelmente relacionados: um isolado foi
considerado possivelmente relacionado a cepa do surto quando as
modificagdes consistiram em até dois eventos genéticos independentes, ou
seja, observou-se 4 a 6 bandas diferentes, diferengas estas explicaveis por
simples inser¢des ou dele¢cdes de DNA ou por ganho ou de perda de sitios de

restricao.

Isolados nao relacionados: um isolado é considerado néao
relacionado a cepa do surto quando o perfil do DNA cromossémico, obtido pela
PFGE, difere do perfil da cepa do surto em 3 ou mais eventos genéticos
independentes, o que correspondeu geralmente a diferengas de 7 ou mais
bandas discordantes.

A analise comparativa dos perfis de MRSA obtida por PFGE foi
inicialmente realizada visualmente e agrupados. A diferenca de bandas definiu
um perfil em relagdo ao outro. A construgdo do dendrograma, para verificagao
da relagao genética entre as cepas foi realizada com auxilio do programa SPSS
for Windows 10.0 (1999).



4. RESULTADOS

No periodo estudado foram isoladas 50 cepas de MRSA
provenientes de hemoculturas distribuidas nos seguintes hospitais: 08 (16%)
no Hospital 1 (privado), 04 (8%) no Hospital 2 (privado), 04 (8%) no Hospital 3
(publico), 10 (20%) no Hospital 4 (publico) e 24 (48%) no Hospital 5 (publico).
De acordo com os setores hospitalares, foi observado maior frequéncia de
MRSA nas UTls 29 (58%), sendo 19 (38%) na UTI geral e 8 (16%) na UTI
neonatal, seguido da Clinica Médica 15 (30%). O hospital 5, apresentou maior
numero de casos de MRSA 24 (48%), distribuidos na UTI 14 (58,33%), clinica
meédica 7 (29,17%), clinica cirurgica 2 (8,33%) e pediatria 1 (4,17%). Estes

dados podem ser visualizados na Tabela1.



No que diz respeito ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos,
todas as amostras bacterianas apresentaram sensibilidade a vancomicina e
resisténcia a clindamicina e eritromicina. Quarenta e nove isolados (98%)
demonstraram resisténcia a ciprofloxacina e sulfametoxazol/trimetoprima.
Quanto a rifampicina e tetraciclina houve um percentual de sensibilidade
diversificado em todos os hospitais (Tabela 2).

O estudo do DNA genémico por PFGE permitiu a caracterizacao
de cinco padrdes distintos de perfis cromossémicos de MRSA. Estes padrdes
foram designados com as letras maiusculas de A até E. Todos os padrdes
encontrados estado representados nas Figuras 1 e 2.

Os subtipos, ou seja, amostras com padrbes semelhantes, mas
nao idénticos, foram denominados com a mesma letra maiuscula, porém com
numero arabico apos a letra (A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2, E1, E2). Isolados
com padrdao de bandas que diferiram de 2 a 3 bandas foram considerados
intimamente relacionados (IR) (A1, B1, C1, D1, E1) e, isolados com padrao de
bandas que diferiram de 4 a 6 foram denominados de possivelmente
relacionados (PR) (A2, B2, C2, D2, E2).



Tabela 1: Distribuicdo de MRSA isolados de hemoculturas conforme os setores e os hospitais de origem no periodo de maio de 2006 a junho de 2007, em
Sao Luis-MA

H1 H2 H3 H4 H5 TOTAL
SETORES n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
ClinicaCirurgica 1 (12,95) 2 (20) 2 (8,3) 5
Clinica Médica 1 (12,5) 2 (50) 2 (50) 3 (30) 7 (29,2) 15
UTI geral 6 (75) 2 (50) 2 (50) 5 (50) 4 (16,6) 19
UTIneonatal 8 (33,3) 8
UTlpediadrica 1 (4,2 1
UTlcardio 1 (42 1
Pediatria 1 (4,2 1
Total/Amostras 8 (16) 4 (8) 4 (8) 10 (20) 24 (48) 50 (100)

n = numero de isolados; H1 e H2 (Hospitais privados); H3, H4 e H5 (Hospitais publicos)



Tabela 2: Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de 50 cepas de MRSA isoladas de hemoculturas de trés hospitais publicos e dois privados, no periodo de maio de 2006 a

junho de 2007, em S&o Luis-MA.

ANTIMICROBIANOS

UNIDADES HOSPITALARES

H1 H2 H3 H4 H5 Total
n=8 n=4 n=4 n=10 n= 24 n= 50
R R R R R
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Ciprofloxacina 8 (100) 4 (100) 4 (100) 10 (100) 23 (95,8) 49 (98)
Tetraciclina 6 (75) 2 (50) 3(75) 10 (100) 20 (83,4) 41 (82)
SMZ+TMP 7 (87,5) 4 (100) 4 (100) 10 (100) 24 (100) 49 (98)
Vancomicina 0 0 0 0 0 0
Rifampicina 5 (62,5) 3(75) 2 (50) 7 (70) 23 (95,8) 40 (80)
Clindamicina 8 (100) 4 (100) 4 (100) 10 (100) 24 (100) 50 (100)
Eritromicina 8 (100) 4 (100) 4 (100) 10 (100) 24 (100) 50 (100)

SMZ+TMP — Sulfametoxazol + Trimetoprim; H1 e H2 (Hospitais privados); H3, H4 e H5 (Hospitais publicos); R = resistente; S= sensivel; n = nimero de isolados
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Figura 1 — Perfis de DNA gendmico A, B e C apds digestdo com enzima Smal por PFGE de
cepas de MRSA isoladas de hemoculturas no aparelho CHEF-DRIlI da Bio Rad, e suas
categorias relacionadas de dois hospitais publicos e dois privados no periodo de maio de
2006 a junho de 2007, em Sao Luis-MA.

Canaleta 1: marcador de peso molecular Size Range: 50-1000Kb
(Ladder-New England- Biolabs )

Canaleta 2: ATCC - Cepa padrao de Staphylococcus aureus

Canaletas 5 e 8: perfis iguais (A) — UTIs (H1- privado e H5 publico)

Canaleta 11: (A2) PR com A — UTI (H5 publico)

Canaletas 9 e 12: (B2) PR com B —ambas da UTI (H5 publico)

Canaleta 3 : perfil B — UTI (H1 privado)

Canaleta 6 : (B1) IR com B - CM (H3 - publico)

Canaleta 7 : (B2) PR com B, UTI (H2 — privado)

Canaleta 10: perfil genémico (C) — CM (H5- publico).

IR= intimamente relacionado diferentes; PR = possivelmente relacionados

Padrao de dimens&o molecular: 48,5Kb
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Figura 2 — Perfis de DNA gendmico A, C, D e E apos digestdo com enzima Smal por PFGE de

cepas de MRSA isoladas de hemocultura no aparelho CHEF-DRIl da Bio Rad, e suas
categorias relacionadas de trés hospitais publicos e um privado no periodo de maio de 2006 a
junho de 2007, em S&o Luis-MA.

Canaleta 1: marcador de peso molecular Size Range: 50-1000Kb
(Ladder-New England- Biolabs )

Canaletas 2,4 : (E2 e E1) PR e IR respectivamente com perfil (E) — CM e UTIN

(H5-publico)

Canaletas 12 e15: (C2) PR com perfil C - CC(H3 — publico),UTI- (H4- publico)

Canaleta 13: (C1) IR com perfil C — UTI (H4- pubico)

Canaletas 7 e 10 : (D2) PR com perfil D- CC (H1- privado), UTI (H3 - publico)-

Canaleta 8: perfil D - CM — (H1-privado)

Canaleta 9: (D1) IR com perfil D- CM (H3- publico)

Canaletas 3,5 e 6: A2 PR com perfil A — Ped (H5- publico), UTI (H1- privado).

Padrao de dimensao molecular: 48,5Kb



Considerando os tipos e subtipos clonais encontrados neste estudo
destacam-se: A 3 (6%), B 1(2%), A1 8(16%), A2 9(18%), B1 7(14%), B2
11(22%), C 1(2%), C1 1(2%), C2 2(4%), D 1(2%), D1 1(2%), D2 2(4%), E
1(2%), E1 1(2%), E2 1(2%).

Dentre as unidades hospitalares, observou-se que o Hospital 5
apresentou uma maior diversificagao de clones (A1, A2, B2, C, E2) (Tabela 3).

Os hospitais da rede publica (H3, H4 e H5) apresentaram perfis
gendémicos comuns quando comparados com os da rede privada ( H1 e H2),
sendo que, o padrdo clonal C foi encontrado somente nos hospitais da rede
publica (Tabela 3).

Um dendrograma construido a partir de todos os perfis
encontrados revelou a presenca de 04 clusters, sendo que os dois primeiros
estdo mais correlacionados entre si e distantes do terceiro e quarto cluster
(Figura 3). No primeiro e segundo cluster houve predominio dos padrdes A e B
juntamente com os seus subtipos. No primeiro cluster encontramos 8(50%)
amostras do perfil A e 5(31,25%) amostras do perfil B e no segundo cluster
encontramos um total de 13(%) amostras, sendo que 6(46,15%) pertencem ao
perfil A e 4 (30,8%) ao perfil B.

Evidenciou-se que o primeiro cluster apresentou amostras de MRSA
provenientes de todos os hospitais estudados. No segundo cluster
encontramos amostras isoladas do H4 e H5 ambos de rede publica. No terceiro
cluster observamos 8 amostras do H5 (publico) e 1 amostra do H3 (publico).
Com excecao do hospital H3, os demais hospitais também séo observados no
quarto cluster.

Os clones A e B estdo disseminados em todos os clusters. O
clone C encontra-se no segundo e terceiro cluster, enquanto o D no primeiro e
quarto cluster e o perfil E observado no primeiro, terceiro e quarto cluster
(Figura 3).
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Tabela 3: Perfis genémicos de MRSA provenientes de hemoculturas identificados de dois hospitais privados e trés publicos em Sao Luis-MA no

periodo de maio de 2006 a junho de 2007.

H1 H 2 H3 H4 H5
SETORES
ClinicaCirurgica
D2 C2 A1, B1, B2
Clinica Médica
D A2 B1, D1 B1, B2 A1, A2, B2, C, E2
UTI geral
A, B,B1, A2, E, E2 B1, B2 A E B1,C1,D A, A2, B1
UTIneonatal
A1, B1, B2, E1
UTlpediadrica
A
UTlcardio
A1
Pediatria




H1 e H2 (Hospitais privados); H3, H4 e H5 (Hospitais publicos); A1, B1, C1, D1, E1(IR); A2, B2, C2, D2, E2 (PR);
IR= Intimamente relacionado(diferenca de 2 a 3 bandas; PR= possivelmente relacionados (diferenga de 4 a 6 bandas)
A, B, C, D, E = padrées gendmicos distintos.
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Figura 3: Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Dice
ilustrando a relagdo das cepas de MRSA isoladas de hemocultura por PFGE em dois
hospitais privados e trés publicos no periodo de maio de 2006 a junho de 2007, em Sao
Luis-MA.




Analisando-se a Tabela 4, verifica-se que 36 (72%) de isolados
de MRSA apresentam o mesmo perfil de sensibilidade com padrdées genéticos
distintos. Por outro lado, alguns subtipos (A1, A2, B1, B2, C2, D e D2)
apresentaram 2 a 4 perfis diferentes de sensibilidade para os seguintes
antibidticos: rifampicina,  tetraciclina, Sulfametoxazol/Trimetoprim e

ciprofloxacina.



Tabela 4 : Relagao de perfis de resisténcia aos antimicrobianos e tipagem molecular por PFGE
de 50 amostras de MRSA isolados de hemoculturas de dois hospitais privados e trés publicos
no periodo de maio 2006 a junho de 2007, em Sao Luis-MA.

PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

HOSPITAIS CIP__CLI ERI_RIF__OXA PEN STX VAN TET PFGE
R R R R R R R S R B
R R R R R R R s R A
R R R R R R R S R B1
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D2
D
R R R R R R R S R B2
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CIP = ciprofloxacina; CLI = clindamicina; ERI = eritromicina; RIF = rifampicina; OXA = oxacilina;
PEN = penicilina; STX = Sulfametoxazol + Trimetoprim; VAN = vancomicina; TET = tetraciclina;
R = resitente; S= sensivel.

5 DISCUSSAO

O MRSA representa atualmente um dos agentes multirresistentes
de maior importdncia em varios paises do mundo, incluindo o Brasil. Sao
importantes agentes causadores de infeccdo da corrente sanguinea, sendo
responsavel por elevada morbidade e mortalidade, constituindo um problema
constante para as instituicbes de saude, principalmente em UTls
(MOREIRA,1998).

Neste trabalho, foram avaliadas 50 amostras de MRSA isoladas
de hemoculturas. Os nossos dados mostram que o setor hospitalar com maior
incidéncia de MRSA encontra-se na UTI geral com 21 (42%) e UTIN com 8
(16%) casos (Tabela 1). Em um estudo realizado no Hospital Universitario de
Minas Gerais foi observado que 66 (11,4%) dos pacientes adquiriram infec¢ao
por bactérias multirresistentes entre elas, o MRSA nas UTIs (OLIVEIRA, et
al,2006). Emilio Bouza (2004) verificou que 40% das infecgbes por MRSA

ocorreram no setor de cuidados intensivos do Hospital Gregério Marafion,



Espanha. Dados apresentados em 2004 pelo National Nosocomial Infection
Surveillance System (NNISS), mostraram que mais de 50% das infecgdes
causadas por S. aureus em UTls sao por MRSA.

Este setor € considerado como um nucleo de emergéncia e
disseminagado de bactérias multirresistentes, devido a algumas caracteristicas
peculiares, tais como: unidade restrita/fechada, com alta freqiéncia de contato
profissional-paciente; maior possibilidade de transmissdo cruzada de
patogenos; alta pressédo seletiva por antibidticos de largo espectro; maior
possibilidade de contaminac&o do meio-ambiente (MURTHY,2001).

Os pacientes hospitalizados em UTls sdo submetidos
frequentemente a processos invasivos (quebra da barreira tecidual), incluindo
cirurgias, utilizagdo de medicamentos que debilitam a barreira quimica natural
do individuo como antiacidos ou alteram a resposta imune como os corticoides
e ainda a insercdo de tubos, sondas e cateteres impedindo a eliminacao de
microrganismos pelo mecanismos fisioldgicos (FRIDKIN,1999).

Evidenciamos um numero consideravel de isolados de MRSA na
UTIN nesta pesquisa (Tabela 1). Rossi e colaboradores (2005), em uma
revisdo de literatura sobre o perfil das infeccbes estafilocdcicas nas UTINS,
relataram que as taxas gerais de infecgao variam de 6 a 25%, sendo maior nos
recém-nascidos (RN) pré-termos com peso menor que 15009, principalmente
nos menores que 1000g. Estes pacientes tém suas fung¢des imunes celulares e
humorais diminuidas, bem como a barreira fisica constituida pela pele ainda
imatura, tornando as bactérias colonizadoras potencialmente invasoras.
Pessoa e colaboradores (2004) realizaram uma pesquisa em trés cidades do
Brasil com sete Unidades Neonatais em 4.878 recém-nascidos, e verificaram
que 22% desses pacientes adquiriram um episédio de infec¢do, sendo os RN
de baixo peso mais acometidos.

Outros fatores de risco também estdo associados a aquisi¢ao de
IH em recém-nascidos como: antibioticoterapia de largo espectro, quebra da
barreira anatdmica a infeccbes: cateter intravenoso, sondas urinarias,
intubacao endotraqueal (BOUSSO et al,1995).

Verificamos que a Clinica Médica também apresentou um numero

significativo de casos de MRSA em alguns dos hospitais estudados 15 (30%)



(Tabela 1). As investigagdes relacionadas a ocorréncia de IH muitas vezes se
restringem a unidades de cuidados intensivos, fazendo com que o
conhecimento do problema em outras unidades, como a de internagéo clinica
seja desconhecida. Oliveira e colaboradores no ano de 2006, verificaram que
94,7% dos pacientes estudados foram admitidos para tratamento clinico, a
maioria dos mesmos (71,1%) procederam da unidade de pronto-atendimento
da propria instituicdo. Os autores destacaram a importancia no contexto da
vigilancia epidemiologica de estudos relacionados ao diagndstico das IH em
unidades clinicas, onde observaram uma elevada ocorréncia de IH em unidade
considerada nao-critica inicialmente, com risco ainda mais elevado para
pacientes cuja internacgao foi superior a dez dias.

O Hospital 5, instituicdo de ensino de grande porte e da rede
publica apresentou os maiores indices de MRSA 24 (48%). Para alguns
pesquisadores as taxas de IH variam de acordo com o tipo de vigilancia
empregada, bem como, com o porte e categoria de cada hospital. Sao,
geralmente, mais altas nos hospitais de grande porte e nos de ensino. Estes
hospitais normalmente internam pacientes mais graves, sao geralmente
hospitais de referéncia na regido onde se localizam e o tempo de permanéncia
dos pacientes € mais prolongado tendo o risco de adquirir IH (GREENE,1983;
HALEY,1985). E importante ressaltar que nos hospitais de ensino, ha um
numero elevado de pessoas, exercendo diversas atividades, desde
funcionarios da instituicdo, até estudantes de diferentes niveis e cursos,
gerando crescimento de fluxo de entrada e permanéncia de pessoas no
hospital (PEREIRA,1996).

Existem ainda alguns fatores que relacionam os hospitais de
ensino a serem mais vulneraveis a IH. O tipo de clientela que procura esses
hospitais sdo pacientes de classe econémica mais baixa, que além da doenca
especifica, traz ainda deficiéncias decorrente do seu estado nutricional e
higiénico (PEREIRA,;1996). Convém lembrar que este hospital apresenta maior
numero de leitos quando comparado com os demais hospitais estudados,
assim como, € o Unico de referéncia no estado do Maranhdo e recebe

pacientes tanto do interior como de outros hospitais da capital.



Com relagao ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos, nosso
estudo apresentou indices elevados de resisténcia a diversas drogas testadas
e 100% de sensibilidade para vancomicina, confirmando que este
antimicrobiano ainda constitui a opg¢ao de escolha para o tratamento de MRSA.
Varios autores sdo unanimes em apontar a vancomicina como a alternativa
mais adequada para o tratamento de MRSA. Este antibidtico é especificamente
indicado para o tratamento de infecgcbes estafilocécicas sistémicas em
pacientes alérgicos as penicilinas e com MRSA. (HIRAMATSU, 1998;
ALBANESE,2000; WOODE,1996). Conforme ja foi observado, a resisténcia a
oxacilina vem sempre acompanhada da resisténcia por diversos outros
antibioticos (LEE et al., 1996; JORGENSEN et al., 1996).

A resisténcia de estirpes S. aureus hospitalares aos
antimicrobianos € um problema antigo especialmente em relagdo a oxacilina.
Nos dias correntes a quase totalidade das cepas hospitalares séo resistente a
oxacilina ou meticilina (MRSA ou ORSA). O uso excessivo de agentes
antimicrobianos e a baixa conformidade com os protocolos/medidas de controle
de infecgéo tém sido identificados como principais fatores para emergéncia de
resisténcia bacteriana (OLIVEIRA,2006).

O conhecimento dos microrganismos, com 0s seus respectivos
padroes de susceptibilidade, € importante instrumento de orientacdo para a
terapéutica antimicrobiana empirica inicial. Diagnéstico tardio e tratamento
inicial inadequados ja foram associados ao pior prognéstico (GUILARDE, et al,
2007).

A presenca de alguns genes de resisténcia que estas bactérias
podem ter talvez explicasse o elevado percentual de resisténcia as drogas
testadas. A aquisicdo de certos tipos de SCCmec, além de introduzir o
determinante de resisténcia a meticilina/oxacilina, também introduz outros
determinantes de resisténcia presente em plasmidios, sequéncia de insercio e
transposons no genoma do S. aureus, permitindo assim a disseminagédo de
clones mais bem adaptados a pressao seletiva exercida por antimicrobianos no
ambiente hospitalar (ITO et al, 2003; TRINDADE et al, 2004).

A caracterizagcdo molecular das amostras isoladas de

hemoculturas, nos permitiu identificar a distribuicdo clonal de 5 padrbes



gendmicos distintos (A, B, C, D, E) em varios setores dentro dos hospitais
analisados. Optamos pelo método de PFGE, tendo em vista o mesmo ser
considerado em diversos estudos descritos na literatura como um método
confiavel para a tipagem de MRSA. Além disto, esta técnica tem se mostrado
capaz de produzir fragmentos distintos para cepas ndo correlacionadas
epidemiologicamente (MONTESINOS et al, 2002).

Observamos que os clones A 20 (40%) e B 19 (38%) e suas
categorias geneticamente relacionadas estiveram presente em todos os
hospitais (Tabela 3). E provavel que varios fatores tenham contribuido para que
estes clones de MRSA estejam circulando nestes hospitais. Entre eles,
podemos mencionar a capacidade de colonizagao, multiplicagdo e invasédo da
bactéria na mucosa do hospedeiro, assim como, a capacidade de
sobrevivéncia em ambientes hospitalares podem levar a disseminagcdo dos
mesmos. Da mesma maneira, outros procedimentos podem facilitar a
distribuicdo destes clones, tais como: a superlotagdo nos hospitais,
transferéncia de pacientes entre os hospitais e algumas vezes em diferentes
cidades, a falta de controle no uso abusivo de antibiéticos de largo espectro
(PANNUTI et al,1995; WEY,1995; SADER et al,1993).

Identificamos a presenca de perfis de sensibilidade diferentes
pertencendo ao mesmo padrdo gendmico (Tabela 4). Isto pode ser explicado
pelo fato de que o Staphylococcus aureus desenvolve mecanismos de
resisténcia por mutagcbes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de
bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes. A aquisicao de genes
de resisténcia frequentemente envolve a inativagado ou a destruicdo da droga,
sendo transmitida por plasmidios e transposons (BERNARD,2004; SANTOS,
2007).

O Hospital 5 (H5), apresentou uma maior diversificagao de perfis
gendmicos, especialmente na Clinica Médica e UTIN. Pereira (1996) e Moreira
(1998), relatam que o tempo de permanéncia em hospitais de ensino
costumam ser maior que em outras instituicbes, por serem centros de
referéncias e receberem pacientes com maior gravidade, o que aumenta a
chance de adquirir IH e que as maiores taxas de infeccdo hospitalar sao

observadas em pacientes nos servigos de oncologia, cirurgia e UTls.



Varios estudos mostram a disseminacao clonal de cepas SARO
inter hospitalar e relatam que quando uma cepa endémica é introduzida no
hospital, torna-se dificil de ser erradicada, resultando no aumento da incidéncia
de infecgdes nosocomiais por SARO (BOYCE, 1996; SALMENLINA et al.,
2001; WANG et al.,, 2002; SAMY et al.,, 2003; MCDOUGAL et al.,, 2003;
HUANG et al., 2004). E importante a definichio do comportamento
epidemioldgico dos microrganismos de transmissao hospitalar no que se refere
a disseminacdo de um mesmo clone, sendo que essa informacao pode
direcionar medidas de controle da disseminagdo destes microrganismos nas
diferentes unidades de um hospital.

De acordo com critérios estabelecidos por Tenover et al (1995)
para interpretagcdo dos perfis gendmicos e determinagdo da relagdo genética
das cepas bacterianas, os nossos resultados sugerem que os perfis IR e PR
provavelmente sejam parte dos mesmos clones que se disseminaram nao so
entre os setores de cada hospital como também entre os hospitais.

Este é o primeiro trabalho no nosso estado que identifica os perfis
gendmicos de MRSA que circulam em alguns hospitais publicos e da rede
privada. Esta pesquisa evidencia a importancia das técnicas de tipagem
molecular em surtos hospitalares.

O encontro de isolados de MRSA com perfis idénticos e
semelhantes entre os setores hospitalares e nos diversos hospitais nos sugere
que esteja ocorrendo uma transmissao destas cepas entre os pacientes,
apontando a necessidade enérgica de implantacdo de medidas de controle
(SADER et al, 1995).

Os resultados obtidos nesta pesquisa nos indicam que o estudo
genético exerce um papel importante no delineamento das infecgbes por S.
aureus, considerando que s6 o antibiograma nao forneceria parametros
suficientes para uma precisa relagdo epidemioldgica entra as amostras dos
portadores de MRSA.



6 CONCLUSAO

a)

b)

d)

A caracterizagdo molecular por PFGE das amostras de MRSA isoladas
de hemoculturas, nos permitiu identificar cinco perfis genédmicos distintos
(A,B,C,D,E)

O perfil gendbmico C, esta presente somente nos hospitais de rede
publica;

Considerando os setores hospitalares estudados, a Unidade de Terapia
Intensiva apresentou maior niumero de casos de MRSA, com predominio
dos perfis genbmicos A e B;

O dendrograma constituido a partir dos perfis genémicos identificados
revelou a existéncia de quatro clusters, sendo os dois primeiros
geneticamente mais proximos entre si quando comparados com o

terceiro e quarto.



e) Detectamos altos indices de resisténcia aos antimicrobianos para todas
as amostras de MRSA isoladas do sangue, no entanto, alguns isolados
mostraram-se sensiveis para ciprofloxacina,
sulfametoxazol/trimetropima, rifampicina e tetraciclina. Todas as
amostras foram sensiveis para vancomicina.

f) O estudo genético exerce um papel importante no delineamento das
infeccbes por S. aureus, considerando que s6 o antibiograma nao
forneceria parametros suficientes para uma precisa relagao

epidemioldgica entre as amostras dos portadores de MRSA.
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ANEXO |
(Meios de cultura, solugoes e reagentes)

Os meios de cultura, obtidos sob forma desidratada foram preparados de

acordo com as recomendacgdes dos fabricantes.

REAGENTES PARA PFGE:

Solucoes estoques:

A) EDTA0,5M,pH 7,0

186,129 de EDTA para 1 L de agua Milli-Q. Acertar pH 7,0. Autoclavar
B) EDTA 0,5 M, pH8,0

186,12g de EDTA para 1L de agua Milli-Q . Acertar o pH para 8,0.
Autoclavar.

C) EDTA 625 mM, pH 9,3
232,65g de EDTA para 1L de agua Milli-Q. Acertar o pH para 9,3.
Autoclavar.

D) EDTA 50 mM, pH8,0
18,61g de EDTA para 1L de agua Milli-Q. Acertat o pH para 8,0.
Autoclavar.

E) Tris base 1M, pH7,0
121,149 de trisma base para 1L de agua Milli-Q. Acertar pH para 7,0.
Autoclavar.



F) Tris base 1M, pH 8,0
121,149 de trisma base para 1L de agua Milli-Q. Acertar pH para 8,0.

Autoclavar.
G) Cloreto de magnésio 1M

9,25g de cloreto de magnésio para 100mL de &agua deionizada.
Autoclavar.

H) N-lauril sarcosil 5%
5g de N-lauril sarcosil para 100mL de agua deionizada. N&o autoclavar.

Solucoes de uso:

1)Agarose 2%
Reagente V/massa
Agarose low melting 5g
Agua destilada 250mL

2)Tampao TBE 10x

Pesar os reagentes e dissolver-los em 2000mL de agua destilada.

Reagente massa
EDTA 14,89

Trisma base 484,49
Acido Borico 247,29
Agua destilada gsp 4L

3) Tampao TBE 0,5x

Reagente volume

TBE 10x 2,5mL
Agua destilada 47,5mL



4) Tampao DNS
Adicionar os volumes em baldo volumétrico, completar o volume para

250mL. Autoclaver e armazenar a temperatura ambiente.

Reagente volume
Trisma base 1M, pH8,0 5,0mL
Cloreto de magnésio 1M 250uL
Agua destilada gsp 250mL

5) Tampéao EC
Pesar os reagentes solidos, dissolver com 200mL de agua destilada.
Deixar a solugdo em repouso para que ocorra dissolugao total dos
reagentes. Em baldo volumétrico adicionar os reagentes dissolvidos aos
volumes de solucbes estoque e completar o volume para 500mL. Filtrar

membrana filtrante.

Reagente volume
EDTA 0,5M, pH7,0 5,0mL
EDTA 0,5M, pH8,0 5,0mL
Trisma base 1M, pH 7,0 1,5mL
Trisma base 1M pH 8,0 1,5mL
NaCl 29,22¢g
N-lauril sarcosil 2,5mL

Brij 58 2,5mL
Deoxicolato de sodio 19

Agua destilada qsq 500ml

6) Tampéao ES

Adicionar os volumes em frasco de vidro e filtrar membrana filtrante.

Reagente volume
EDTA 625mM, pH 9,3 40mL
N-lauril sarcosil 5% 10mL

7) Tampao CHEF TE 1x

Adicionar em baldao volumétrico e autoclavar.



Reagente volume

EDTA 0,5 M, pH7,0 5,0 mL
EDTA 0,5M, pH 8,0 5,0mL
Trisma base 1M, pH 7,0 2,5mL
Trisma base 1M, pH 8,0 2,5mL
Agua destilada gsp 50mL

8) Proteinase K 20mg/mL
100mg dissolver com 10mM Tris HCI pH7,5, 20mM de CaCl e 50% de
glicerol

9) Lisostafina
Adicionar 1mL de agua Milli-Q estéril ao p6 de lisostafina.






Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Artes
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Baixar livros de Biologia Geral
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Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao
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Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica
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Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia
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Baixar livros de Geografia
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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