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em Staphylococcus aureusisolados de casos clinicos e de portadores assin&itos em
um hospital do interior do Parana 2010. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em Enfermagem)
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RESUMO

Individuos sadios sdo colonizados gt&phylococcus aurewtesde a amamentacéo, podendo
albergar o micro-organismo na nasofaringe, supertiorporal e na vagina. A partir desses
sitios, podem ser veiculados para individuos sts@p, ocasionando infec¢oes. aureus
tem sido associado a etiologia das infeccbes ladams e comunitarias e a gravidade da
doenca depende da expressao de fatores de viauléndo perfil de resisténcia frente aos
antimicrobianos usualmente utilizados na pratidaicd. Este estudo teve como objetivo
avaliar o perfil fenotipico, genotipico e fatoresdruléncia de amostras &aphylococcus
aureus isolados de casos clinicos infeccdo hospitalaree pdrtadores assintoméaticos.
Utilizaram-se 147 amostras @eaureus,estocadas no Laboratorio da Universidade Estadual
de Maringa, sendo 68 procedentes de casos clideasfeccdo associadas aos cuidados em
saude e 79 de portadores assintomaticos. A susitiejatile aos antimicrobianos foi avaliada
pelo método de disco difusédo, conforme recomendagdeCL S|, sendo que para oxacilina e
vancomicina também se utilizou o teste de detergAimala concentragdo inibitéria minima
(CIM). O DNA foi extraido com Ctab e a técnica deaRdo em Cadeia da polimerase (PCR)
foi empregada para a realizagcdo da tipagem genéboa o oligonucleotideo RW3A,
identificacdo do genmecA deteccdo do gene para a produca®de e deteccao dos genes
icaA eicaD. Todas as amostras & aureusmostraram um amplo perfil de resisténcia aos
antimicrobianos usualmente empregados na rotingaliAtravés do teste de CIM observou-
se que das 68 amostras, clinicas 58 (85%) apreaentasisténcia a oxacilina e dessas 55
(95%) carreavam o germaecA.As 58 amostras de oxacilina resistentes identificadas pel
CIM 55 (98%) também se mostraram resistentes pékodo de disco difusdo. Entre as 79
amostras de portadores assintomaticos, 7 (9%) eapgegam resisténcia a oxacilina pelo
método de CIM, e dessas, 6 (86%) expressaram o ipend. Para as 7 amostras de
portadores resistentes a oxacilina, 6 (86%) aptasen resisténcia também pelo método de
disco difusdo. Entre as amostras isoladas de moesda resisténcia, foi de 100% para
penicilina e cefoxitina e 0% para linezolida, telmicina e teicoplamina. Para as amostras



clinicas a resisténcia foi de 100% para penicilicefoxitina e telitromicina; e 0% para
teicoplamina. Todas as amostras foram sensiveisar&owmicina pelos dois métodos
empregados. O geneVL foi identificado em apena%(14%) das 7 amostras oxacilina
resistentes isoladas de portadores assintoma@cgeneicaA eicaD concomitantemente foi
detectado em apenas 1 (14%) das 7 amostras ora@bistentes procedentes de portadores
assintomaticos e em 41(60%) das 68 amostras dirdicéipagem genética das 79 amostras
de portadores assintomaticos demonstrou que ebtdelds houve 100% de similaridade e
entre 23 o grau de similaridade foi superior a 80Rara as 68 amostras clinicas, verificou-se
qgue 19 apresentaram 100% de similaridade, 3 tivesamnilaridade préxima a 90%, 23 acima
de 84% e 19 em torno de 80% de similaridade.

Palavras-chave: Staphylococcus aureuthfeccdo hospitalar. Infeccdo comunitaria. Fatore
de viruléncia. Tipagem bacteriana.



PIEKARSKI, Aline Cristina Rissat®henotypic profile, genotype and virulence factoren
Staphylococcus aureus isolated from clinical casesnd asymptomatic carriers in a
hospital the interior of Parana. 2010. 66 f. Dissertation (Master’'s in Nursing)—Maad
State University, Maring4, 2010.

ABSTRACT

Healthy subjects are colonized by tB&aphylococcus aureusince breastfeeding and this
microorganism can be found in the nasopharynx, skid vagina. From these areas this
bacteria can be transmitted to susceptible subgeatsing them infections. Ti& aureushas
been associated to hospital and community infestiwhereas the severity of the disease
depends on the expression of virulence factors #me resistance profile towards
antimicrobial agents applied in clinical practicéhe aim of this study was to assess the
phenotypic and genotypic profile and the virulefametor of Staphylococcus aurelsamples
isolated from symptomatic and asymptomatic carriditserefore 147S. aureussamples
stored at the Maringa State University Laboratogrevused, where 68 were drawn from
infection associated with health care cases andiéf®@ drawn from asymptomatic carriers.
The susceptibility to antimicrobial agents was ased using the disc diffusion method as
recommended by the CLSI, and for the oxacillyn aadcomycin resistance the minimum
inhibitory concentration (MIC) determination tesasvalso used. The DNA was extracted
with Ctab and the Polymerase Chain Reaction (PE€Eh)nique was applied for the genetic
characterization with the RW3A oligonucleotide,ntiécation of themecAgene, detection of
the gene for the production 8VL and detection of theeaA andicaD genes All S. aureus
samples showed a wide range of resistance to tivaiarobial agents often used in clinical
practice. The MIC test results showed that from ®&8esymptomatic samples, 58 (85%)
presented oxacillyn resistance and 55 (95%) of tlvamied themecAgene For the 58
oxacillyn resistant samples identified by the Mkt 55 (98%) also displayed resistance
using the disc diffusion method. Among the 79 adymmatic carriers samples, seven (9%)
were oxacillyn resistant by the MIC test and si®%@ expressed thmecAgene For the
seven oxacillyn resistant samples from asymptome#iers, six (86%) also showed
resistance by the disc diffusion method. The samiglglated from asymptomatic carriers had

100% resistance for penicillyn and cefoxitin and G#& linezolid, telithromycin and



teicoplamin. The samples isolated from symptomadges had 100% resistance for penicillin,
cefoxitin and telithromycin and 0% to teicoplamiAll samples were sensitive for
vancomycin by both methods applied. TRéL gene was detected in only one (14%) of the
seven oxacyllin resistant samples isolated frommggmatic carriers. The&aA andicaD
genes were both detected in only one (14%) of élvers oxacillyn resistant samples isolated
from asymptomatic carriers and in 41 (60%) of 6@ glas isolated from symptomatic clinical
cases. The genetic characterizations of the 79 Ilsamgolated from asymptomatic cariers
showed that 15 of them shared a similarity ratel@®% and 23 showed a similarity rate
above 80%. From the 68 symptomatic clinical sam@d@gresented a similarity rate of 100%
and three shared a similarity rate above 90%, 28al84% and 19 shared a similarity rate

around 80%.

Keywords: Staphylococcus aureu€ross infection. Community infection. Virulenaetors.
Bacterial typing techniques.
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hospital del interior de Parana. 2010. 66 f. Disertacion (Maestria em Enfermeria),
Universidad Estadual de Maring&. Maringa, 2010.

RESUMEN

Individuos sanos son colonizados [®8iaphylococcus aureuwtesde el periodo de lactancia,
pudiendo albergar el microorganismo en la nasajarisuperficie corporal y en la vagina. A
partir de esos sitios pueden ser transmitidos padaviduos susceptibles ocasionando
infecciones.S. aureusha sido asociado a la etiologia de las infeccidmespitalarias y
comunitarias y la gravedad de la enfermedad depeleddéa expresion de factores de
virulencia y del perfil de resistencia frente a &gimicrobianos comumiente utilizados en la
practica clinica. El objetivo de este estudio fwale@ar el perfil fenotipico, genotipico y
factores de virulencia de muestras S&aphylococcus aureugislados de casos clinicos,
infeccion hospitalaria y de portadores asintométic®e utiliz6 147 muestras de S. aureus
estocadas en el Laboratorio de la Universidadeddatale Maringa siendo 68 procedentes de
casos clinicos de infecciones asociadas con eladaidle la salud y 79 de portadores
asintomaticos. La susceptibilidad a los antimicaabs fue evaluada por el método de disco
difusion, conforme recomendaciones del CLSI, sieqde para oxacilina y vancomicina
también se utilizo el test de determinacion deolacentracion inhibitoria minima (CIM). El
DNA fue extraido con Ctab y la técnica de ReaceinrCadena de la polimerase (PCR) fue
empleada para la realizacion tipaje genética catiggnucleotideo RW3A, identificacion del
genmecA deteccidn del gen para la producciorPdé. y deteccion de los gen&sA eicaD.
Todas las muestras d8. aureus mostraron un amplio perfil de resistencia a los
antimicrobianos usualmente empleados en la rutimaca. Através del test de CIM se
observé que de las 68 muestras clinicas 58 (85%sgeptaron resistencia a oxacilina y de
estas 55 (95%) (acarreaban) el gmecA Para las 58 muestras oxacilina resistentes
identificadas por el CIM 55 (98%) también se mastmaresistentes por el método de disco
difusion. Entre las 79 muestras de portadoresasiticos 7 (9%) presentaron resistencia a
la oxacilina por el método de CIM y de estas @4Bénanifestaron el gemecA Para las 7
muestras de portadores resistentes a oxacilin@%)(gresentaron resistencia también por el
método de disco difusion. Entre las muestras astidportadores a resistencia fue de 100%



para penicilina y cefoxitina y 0% para lenezoliteletromicina y teicoplamina. Para las
muestras clinicas la resistencia fue de 100% pameifina, cefoxitina y telitromicina; y 0%
para teicoplanina. Todas las muestras fueron dessébvancomicina por los dos métodos
empleados. El gerPVL fue identificado en sélo 1 (14%) de las 7 muestaacilina
resistentes aisladas de portadores asintomati¢agericaA e icaD concomitantemente fue
detectado en solo 1(14%) de las 7 muestras oxaaiisistentes procedentes de portadores
asintomaticos y en 41 (60%) de las 68 muestragalnEl tipaje genética de las 79 muestras
de portadores asintomaticos demostré que entre Elas hubo 100% de similitud y entre 23
el grado de similitud fue superior a 80%. Para@@smuestras clinicas se observo que 19
presentaron 100% de similitud, 3 tuvieron similifprdxima a 90%, 23 (a cima) de 84% y 19

alrededor de 80% de similitud.

Palabras-cllave:Staphylococcus aureusinfeccion hospitalaria. Infeccion comunitaria.
Factores de virulencia. Técnica de tipificaciontbaana.
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1 INTRODUCAO

Infeccbes hospitalares, segundo o Ministério dad&asdo aquelas adquiridas apos a
admissdo de um paciente em um hospital, quer sdasi@m durante a internacdo ou apos a
alta, quando puderem ser relacionadas com o pededbospitalizacdo ou procedimentos
meédicos (BRASIL, 1998, 2004a). De acordo com Feteare Ribeiro Filho (2000), a infeccéo
hospitalar € o envolvimento e a interacdo de fataemplexos, relacionados ao micro-
organismo e ao hospedeiro, que violam o equili@anicrobiota normal e as proprias defesas
do hospedeiro. Ainda conforme os referidos aut@egrincipais causas da infec¢do hospitalar
tém origem no desequilibrio ecologico entre as codades microbianas que habitam as
superficies epiteliais e das mucosas dos seres nosma 0S mecanismos de defesa
antiinfecciosos, decorrentes de procedimentos mease do uso indiscriminado de
antimicrobianos.

A Organizacdo Mundial de Saude considera entre 920% um indice de infeccao
hospitalar médio aceitavel (ASSOCIACAO PAULISTA IESTUDOS E CONTROLE DE
INFECAO HOSPITALAR, 2005). Em consonancia com o idiério da Saude, nos EUA e na
Europa, a taxa média de infeccdo hospitalar € 8e&,ho Brasil, € de cerca de 15%. Salienta-
se, entretanto, que esse indice varia significairde, jA que esta diretamente relacionado com
o grau de atendimento e complexidade de cada hRO{PEERNANDES, 2000b; BRASIL,
2004b).

Entre os grupos de patdgenos envolvidos na etlatis infecgbes hospitalares
destacam-se mais aquele constituido pelas bacthiasicrobiota humana normal, as quais
podem causar infeccdo em individuos com estadweldomprometido (SNYDMAN, 2002).

Individuos sadios séo colonizados intermitentemeuteStaphylococcuspp desde a
amamentacdo, podendo albergar o micro-organismoasafaringe, superficie corporal e na
vagina. A partir desses sitios podem contaminaela @ membranas mucosas de pacientes,
objetos inanimados por contato direto ou por aetpsecasionando infeccbes letais
determinadas pelos fatores de viruléncia e resistémos antimicrobianos (BRASIL, 2004b;
KRAMER; SCHWEBKE; KAMPF, 2006).

O génerdStaphylococcupossui pelo menos 42 espécies, sendo que tré&sastamaior
importancia clinica: &taphylococcus saprophyticascomum em infeccdes do trato urinario

em mulheres, oStaphylococcus epidermidigsta geralmente associado a dispositivos e
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aparelhos implantados e Staphylococcus aureugue ocasionalesde infecgbes cutaneas e
alimentares até infec¢des graves e fatais (JAWBMENICK; ADELBERG, 1998).

Staphylococcus auredem como caracteristica marcante sua elevada ocaréntre as
infeccdes associadas aos cuidados de saude desidgn \&ersatilidade em adquirir resisténcia,
especialmente as drogas beta-lactamicas (EL-FARHRMANN, 2001; BRASIL, 2004a). A
oxacilina é uma droga pertencente ao grupo befaaco utilizada para tratar infecgdo causada
por Staphylococcus aureysodutor de penicilinase. A resisténcia a essaadéogm marcador
de resisténcia que se estende a todos os betailemsamilizados na terapéutica (FERNANDES
et al.,2000; SILVA; RAVANELLO, 2003; ALMEIDA, 2004).

O aumento das infec¢des associado aos cuidadoside porS. aureugesistentes a
oxacilina (ORSA) foi acompanhado pelo crescimeraoresisténcia a varios antibioticos,
como o0s aminoglicosideos, quinolonas, macrolideesaciclinas (RIBEIRO; BOYCE;
ZANCANARO, 2005), contudo a preocupacédo atual seentra na identificacdo precoce de
ORSA com resisténcia a vancomicina. A vancomicinaurda das Ultimas drogas
desenvolvidas para o tratamento de infec¢cdes p&ARERREIRA, 2003).

A partir do conhecimento da sequéncia do DNA genémdiosS. aureuddentificou- se
um elemento denominadoStaphylococcal Cassete Chromosome mec (SCOCmec
(KATAYAMA; ITO; HIRAMATSU, 2000; TAYLOR; HEINRICHS, 2002; TEIXEIRAEt al.,
2008). Esse elemento € composto por 7 subunidaedicas (I a VII) denominadas genes
mec,0s quais determinam a resisténcia a meticilinalbracem amostras d8taphylococcus
sp(DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008).

O Staphylococcus aurewspresenta varios fatores de viruléncia que cordgnbypara a
producdo de doencas, entre 0s quais se destacaps@a; presenca de proteina A na parede
celular, constituicdo da parede celular, producé&oedzimas, presenca de hemolisinas e
producao de toxinas. A viruléncia, que é multifeipré regulada por genes que, por sua vez,
podem ter a sua expressdo ativada ou inibida. Gueshente sdo descobertas novas
propriedades patogénicas peculiares Sdaphylococcus aureudKONEMAN et al, 2001;
SCHAECHTER; EISENSTEIN; ENGLEBRG, 2002; O'RIORDARNEE, 2004).

A capacidade de Staphylococcus aurewes/adir-se do sistema imune do hospedeiro é
associada a existéncia de fatores de viruléncidi&RVILLE et al, 2002). Diversos genes
codificam fatores de viruléncia, tais como entexinta, toxina da sindrome do choque tdxico
(tsst-1), toxinas esfoliativas, leucocidinas e @imds associadas a superficie como, por
exemplo, a proteina de ligacdo ao colageno (crageneicaAD, um dos responsaveis pela
producao do biofilme (PROJABL al, 1997; CAFISCet al, 2004).
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Donlan e Costerton (2002) afirmam que biofilme éaucomunidade de micro-
organismos sésseis caracterizada por células cagesem a um substrato, interface ou umas as
outras, embebidas em matriz ou polimero extraaelglae exibem um fendtipo alterado a
respeito de crescimento, expressao génica e prodigcaroteinas.

Através de microscopia e estudos genéticos, ohseswajue 0sSS. aureusproduzem
biofilme em extensas multicamadas celulares env@to uma substancia amorfa denominada
Slime O biofiime tem sido considerado um dos principéagores de viruléncia de
Staphylococcusp (ARCIOLA et al, 2006). A producéo de biofilme se da pela presenc
expressdo de genes do opeioa e tem papel importante na patogénese da doenga e n
viruléncia das cepas envolvidas em infeccbes amdagia dispositivos médicos implantados
(DOBINSKY et al, 2003; FITZPATRICK; HUMPHREUS; O'GARA, 2005).

S. aureusmultirresistentes a antimicrobianos e carreandpontantes fatores de
viruléncia vém sendo isolados de infec¢cbes comuiaitddeixando assim de ser uma cepa
exclusiva do ambiente hospitalar. Um dos focosal@seccao foi diagnosticado no Uruguai
em 2002, havendo ainda relatos de casos em 1988stalia (VANDEENECHet al, 2003).

As principais diferencas entreSaureushospitalar (CH-MARSA) e &. aureuscomunitario
(CA-MARSA) esta na sensibilidade aos antimicrobggmmws fatores de viruléncia e no quadro
clinico da doenca (RIBACK; LAPLANTE, 2005). Aind& @cordo com o referido autor o CA-
MARSA pode carrear a toxina denominada leucocidieaPanton — Valentine e outras
enterotoxinas, sendo a leucocidina responsavel ge#druicdo dos leucoOcitos e necrose
tecidual.

A caracterizacdo genotipica de patdgenos envolvitisetiologia das infeccdes
bacterianas € uma ferramenta importante para @ginica, além de propiciar dados para o
melhor conhecimento da epidemiologia e patogénesepbcessos infecciosos. A partir do
conhecimento do perfil genético dos isolados €ipekse fazer inferéncias sobre as relacdes
entre os diferentes clones, detectar o fluxo géait@car as rotas de dispersao da infeccao
(SOMMERAUSEREet al.,2003).

Existem véarias técnicas de tipagem genética, exgrquais se ressalta a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) desenvoleiddgry Mullis em 1983, a qual baseia-
se nos principios de replicagcdo do DWNAvivo. Essa técnica é realizada por meio de uma
reacdo bioquimican vitro que permite a amplificacdo de uma ou mais regi@esolécula de
DNA as quais, depois de amplificadas, podem seralimadas como uma banda discreta, por
meio de eletroforese em gel de agarose, coradolrometo de etideo (OLIVEIRA; DE

LENCASTRE, 2002). A técnica de PCR faz uso perfiers' complementares de sequéncias
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de DNA repetitivas altamente conservadas e presah multiplas cdpias nos genomas da
maioria das bactérias. Essas sequéncias parecamlagstlizadas em posi¢des intergénicas
distintas no interior do genoma (OLIVEIRA; LENCASER2002).

Considerando 0 exposto, surge a intencdo, enquami@meira, de estudar um
patégeno com importante perfil dentro do @mbitoidBeccdes. A pratica diaria de assisténcia
sempre indicava a diferenca clinica de tratameniie @acientes provenientes da comunidade
colonizada daqueles que passavam a ser contaminadpsdprio ambiente hospitalar. Por
fazer parte do quadro de funcionarios de unidagetepia intensiva (UTI) e também de
comissdes de controle de infeccdo hospitalar (CQibervava a evolucéo distinta dos casos
clinicos e terapéuticas utilizadas, surgindo dajrdate de aprofundar as pesquisas relativas a
esse micro-organismo.

A partir do estudo do perfil fenotipico e genot@ido Staphylococcus aureué
possivel contribuir com o conhecimento acerca di#s¢des envolvendo o patdégeno e sobre
seu perfil de sensibilidade aos antimicrobianos) lbemo identificar alguns de seus fatores
de viruléncia. Esses conhecimentos podem aux@gamplementacdo de medidas de controle
de infec¢bes, prevenindo a morbidade, a letalig@aote custos para o tratamento das infec¢des
associadas aos cuidados em saude bem como pafessar a importancia de se controlar as
infeccbes comunitdrias, as quais podem ser agesame processos infecciosos. Nesta
perspectiva, a presente pesquisa tem como justfBca@studar um micro-organismo que
ocupa lugar de destaque na etiologia das infectispitalares, apresentando grande
versatilidade na aquisicdo de resisténcia aos amtimanos e também varios genes que

codificam diferentes fatores de viruléncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil fenotipico e genotipico de amastdeStaphylococcus aureusolados
de casos clinicos e de portadores assintomaticasndeinstituicdo de saude do interior do

Parana.

2.2 Objetivos especificos

— lIdentificar o perfil de resisténcia as drogas aitiiabianas de amostras de
Staphylococcus aurelsolados de casos clinicos e de portadores asstitms.

— Verificar, através da técnica de Reacdo em CadeiRalimerase, a presenca do
genemecA

— ldentificar a presenca de genes codificadores terefa de viruléncia para
Leucocidina de Panton Valentine e producéo do lmefibacteriano em amostras
de Staphylococcus aureusolados de portadores assintomaticos e de casos
clinicos.

- Realizar a tipagem genética das amostras Sdeaureus empregando-se 0

oligonucleotideo RW3A.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 0 géneroStaphylococcus

De acordo conBergey’s Manual of Systematic BacteriolpgygénerdStaphylococcus
(do grego staphylé = cacho de uvas ecbccus” = semente ou grado) pertence a familia
Micrococcaceae Apresenta-se em forma de cocos Gram-positicosy 0,5 a 1,5 mm de
didmetro, formando cachos devido a sua divisdorecale maneira aleatéria e em diversos
planos. S&o imdveis, ndo esporuladas e suas coKavaelativamente grandes, com 1 a 2 mm
de diametro. As colbnias sdo opacas, convexa&mosas e suas cores variam do branco a
vérios tons de amarelo, dependendo da espécie (KA2NEet al, 2001).

As bactérias pertencentes a esse género sdo eatataanonuclease positivas, coagulase
positivas ou negativas, dependendo da espécie (BLOSMBE, 1991). Somente as espécks
aureus, S. delphini, S. intermedius, S. schlaitexgulanse algumas cepas & hyicusao coagulase
positiva. A maioria das espéciesStaphylococcué coagulase negativa (BAIRD-PARKER, 1990)

Os estafilococos sao mesobfilos, apresentando tetoparde crescimento na faixa de 4
°C a 46 °C, sendo a temperatura 6tima de 35 °C %34 sdo tolerantes a concentracfes de
10% a 20% de cloreto de sddio (FRAZIER; WESHOFR)(0 Apresentam capacidade de
crescer dentro de uma escala compreendida entt@ares de pH 4,0 e 9,8, sendo o pH 6timo
para crescimento compreendido entre 6,0 e 7,0 (FRANLANDGRAFF, 2000).

O género Staphylococcus abrange aproximadamente 42 espécies diferentes
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 208), sendo 20
associadas a uma ampla variedade de infeccOesrakercaportunista, em seres humanos e
animais (KONEMANet al., 2001). Em patologias humanas, as principais espé&rivolvidas
sao: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidernediStaphylococcus saprophyticus
(TRABULSI et al,, 2002).

3.2 Staphylococcus aureus

S. aureust o patdgeno humano mais importante entre oslesdds. E encontrado no

ambiente externo e em narinas anteriores de 20%d@¥w@dultos, enquanto que 60% dos



24

humanos podem ser colonizados temporariamente (BA&tl al., 2006). Outros sitios de
colonizag&o incluem pregas cutaneas, perineo saxilagina (KONEMANet al.,2001).

Esse patogeno representa a espécie geralmentezidave infeccdées humanas, tanto
de origem comunitaria quanto hospitalar, sendosegumentemente, a mais extensivamente
estudadaS. aureus responsavel por uma imensa quantidade de problerédicos, incluindo
infeccBes de pele e tecidos moles, infec¢des des sdirdrgicos, endocardites e bacteremias
adquiridas em hospitais. Um grande numero de idExga foi relatado por conta do
desenvolvimento de procedimentos médicos, inclumdso de proteses, imunossupressores e
cateteres (CASEY; LAMBERT; ELLIOTT, 2007).

Sé&o patégenos oportunistas e a maioria das cepdszphemolisinas, que sao enzimas
que lisam as hemacias. Sao desoxirribonuclease $@NA nuclease termoestavel positivos,
novobiocina sensiveis e fermentam manitol. Comuenasricontrados nas fossas nasais,
garganta, intestino, pele humana e em mucosascoam® bucal, nasal e auricular. As
infecgBes estafilocécicas podem ser causadas mvérizes do proprio individuo, de outros
doentes ou de portadores sadios que ocorrem ptatoatireto ou indireto e podem ocasionar
foliculite, furunculose, carbunculose e impetigaiagdo na pele (KONEMANMNet al, 2001;
TRABULSI et al.,2002; BERNARDCet al,, 2005).

Em individuos debilitados por doencas cronicasynii@s fisicos, queimaduras ou
Imunossupressad. aureuspode causar infeccdes mais graves. No caso deci@ecmais
profundas, destacam-se a osteomielite, bacteremémcardite, pneumonia, meningite e artrite
bacteriana (TRABULSEt al.,2002; SPICER, 2002).

3.3 A patogenicidade daS. aureus

A patogenicidade d8. aureus multifatorial e geralmente envolve um grande monce
proteinas extracelulares, como a producdo de kit@e e exoenzimas (VOJTOV; ROSS;
NOVICK, 2002). Algumas cepas produzem uma serig¢od@nas extracelulares e fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicidadentwo-organismo, garantindo o sucesso na
sua instalacdo, desenvolvimento e manutencéo mnthospedeiro (AKINEDENMet al, 2001,
DEGO; VAN DIJK; NEDERBRAGT, 2002; PALMQVISTet al, 2002; STEVENSet al,
2007).
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As exotoxinas sdo proteinas ou enzimas produzidamterior de algumas bactérias
Gram-positivas e liberadas na corrente sanguimean#ividuos infectados ou portadores, sao
decorrentes da multiplicacdo e metabolismo dos avcganismos. Classicamente sao
agrupadas em trés tipos, de acordo com seu modogade citotoxinas, que destroem as células
do hospedeiro ou afetam suas fun¢des; neurotoxgusinterferem na transmissao normal de
impulsos nervosos; e enterotoxinas, que afetangélatas que revestem o trato gastrintestinal.
As endotoxinas correspondem a porcao externa ded@arelular (lipopolissacarideos) das
bactérias Gram-negativas, que sao liberadas apawta bacteriana ou mesmo apoés a lise da
parede celular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

A interacdo do micro-organismo com o0 hospedeiroodemente dependente das
propriedades de sua superficie celular, especi@osanda presenca de exopolissacarideos na
sua camada mais externa, que parece desenvolvienportante papel na viruléncia. Algumas
cepas deS. aureussdo capazes de produzir essas camadas de examoiidea ou biofilme
(CHRISTENSENEet al, 1990; CUCARELLAet al, 2001; ARSLAN; OZKARDES, 2007) que
devem impedir a interacdo entre opsonizacédo e itagec(WILKINSON, 1983), além de
reduzirem a suscetibilidade a antibidticos, aunmdasignificativamente a capacidade de
colonizacéo dessas cepas (BASEL&AI, 1993).

Essa bactéria pode ocasionar doengas com mandestatinicas ou ser assintomatica,
originando os portadores assintomaticos quandoepi®sno organismo hospedeiro, nao
causando lesdes aparentes (CAVALCANEIIal, 2006). A transmissdo pode acontecer por
contato direto ou indireto, o que possibilita a taamnacdo do paciente por meio dos
profissionais de salde que dao assisténcia asoltrgpitalizados portadores, ou no manuseio
de objetos contaminados (ELLIOAt al, 2002; TAMMELIN et al, 2003). O portador da
bactéria tem papel essencial na epidemiologia egpatse da infeccdo, aparecendo como
importante fator de risco nas infeccbes hospitaJaj@ que a maioria dessas infeccdes é
proveniente de fontes exdgenas (VANDENBERGH; VERER) 1999; PERIet al, 2002).

Essas bactérias encontram-se na ponte entre o salisemo e a patogenicidade, portanto
desenvolvem interessantes estratégias para emé@entanimeras condicbes adversas.
Formacéo de biofilme, aquisicdo de resisténciatdiaticos diversos, bem como a enorme
flexibilidade do genoma estafilocécico, sdo prédisitps para a sobrevivéncia em ambientes
especificos. Estas sdo as principais razdes petas gs estafilococos tornaram-se importantes
patogenos nas infec¢cdes (BECKERal, 2007).

Considerados por longo tempo como contaminanteterneivos, emergiram como

capazes de causar varias infec¢cdes humanas, querfitemente conduzem a uma infecgéo
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persistente, principalmente apds cirurgia de intplgrtambém séo responsaveis por doencas
em pacientes imunocomprometidos (VANDENESCét al, 1995; COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999; ARCIOLA; BALDASSARI; MONANARI, 2002;
COSTERTON; MONTANARO; ARCIOLA, 2005). Algumas espEx produzem um muco
ou slime(polissacarideo extracelular) — biofilme — quengr a bactéria aderir as superficies,
sendo importante para a colonizagdo. A producacslidee é considerada um fator de
viruléncia (TENOVER; LANCASTER; HILL, 1988; VEENSTR et al, 1996; VUONG;
OTTO, 2002). Gslimepode reduzir também a resposta imune aos fagousitesierindo com

0s mecanismos de defesa do hospedeiro.

O biofilme confere ainda prote¢cdo aos micro-organs contra 0S mecanismos de
defesa imunes do hospedeiro e de agentes antinasioo®) ocorrendo diretamente pelo
bloqueio da penetracdo destes na célula bacteoanadiretamente por manté-la em um
inativo estado de repouso. Por essas razoes, agaomo biofilme é considerada o principal
fator de viruléncia e as mais importantes infecg@sadas por esses micro-organismos Sao
aquelas que envolvem corpos estranhos (MULDER; DNEEFE, 1998; CAFISCet al, 2004,
MICHELIM et al, 2005).

Outro fator importante de viruléncia, além da fogéw do biofilme, € a presenca da
Leucocidina de Panton Valentin®\(L), que € uma citotoxina que causa destruicdo dos
leucdcitos e necrose tecidual por meio da ac@ygita de duas proteinas denominadas “S” e
“F”. Essa toxina bicomposta (lukS— PV e lukF— P\¢jaepresente em menos de 5%Sle
aureus hospitalar e associa-se principalmente a lestepetle e mucosas e pneumonias
necrotizantes graves (LINAt al, 1999). Em amostras d& aureugesistentes a oxacilina de
origem comunitaria (CA-MARSA) essa toxina é maexgjfrente (DIEDEREN; KLUYTMANS,
2005).

3.4Infeccao hospitalar x infeccdo comunitaria

As infec¢Oes hospitalares, ou nosocomiais, saaghes adquiridas no hospital ndo
manifestas ou fora do periodo de incubacdo no atcadmissdo, a menos que estejam
relacionadas a internagcdes prévias ou procedimeémiasivos realizados no mesmo hospital.
(MARTINS, 2002).
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Elas surgiram juntamente com o0s hospitais. Mesneoha&endo registros, sabe-se que
era elevada a incidéncia de infec¢des adquiridaospitais devido as precarias condi¢des de
higiene e a elevada prevaléncia das doencas emia&€nma comunidade. Martins (2002)
informa que apenas na metade do século XIX a quests infeccbes hospitalares passa a ser
enfocada pelos profissionais da saude. Acresceretdgnaz Philipp Semmelweis preconizava a
higienizacdo das maos com agua clorada antes tlaagd® de partos, medida esta que
contribui para a reducdo da mortalidade materna febre puerperal. Essa higienizacao
possibilitou que a morbidade infantil passasse 2% para 3%, conforme registros da época.
No mesmo periodo na Inglaterra, algumas medidasctemo o isolamento de pacientes por
patologia, puderam comprovar a diminuicAo das dmengnfecciosas nosocomiais
(FERNANDES, 2000a, 2000b; BOARINI, 2003).

Através do novoGuideline for Isolation Precautions: Preventing tisanission of
Infectious Agents in Healthcare Settin@SIEGEL, 2007), o termo infeccdo hospitalar é
substituido por infecgbes associadas aos cuidatiosagide (IACS), porque a transicdo da
realizacdo dos cuidados meédicos para outros servi® saude, como domicilios e
ambulatorios, criou a necessidade de rever asnemdacdes que pudessem ser aplicadas em
todos os ambientes e fez refletir sobre os padidesudanca desses cuidados, ja que existia,
entdo, a dificuldade na determinacéo do local gdimgrde exposi¢do a um determinado agente
infeccioso.

As infeccdes associadas aos cuidados de saudmpédantes porque produzem danos
a saude e aumentam o tempo de internacédo, a moebéda letalidade. Dessa forma, recursos
de diagndstico e tratamento representam uma anteaséante de disseminacdo de bactérias
multirresistentes (AVILA-FIGUERO/Aet al, 1999; RICHTMANN, 2002).

O problema da infeccéo atinge entre 5% e 15% dasmas hospitalizados e de 25% a
35% dos pacientes admitidos em UTI (EGGIMANN; SAXITTET, 2004). No Brasil, as
infeccdes hospitalares configuram-se como a queatssa de mortalidade, estdo entre os
principais problemas encontrados no ambito hospital provocam graves repercussdes
econdmicas e sociais (CORTESal, 2000; SANTOS, 2000).

O proprio ambiente hospitalar é considerado um dgareservatorio de patdgenos
virulentos e oportunistas e, assim, as infec¢descémdas aos cuidados de saude podem ser
adquiridas ndo apenas por pacientes que apresemson suscetibilidade, mas também de
forma menos frequente por funcionarios do prépospital (BRASIL, 2004b).

Até entdo estritamente nosocomial, e um dos pat&gerais importante em infeccdes

hospitalares nos ultimos 10 anos, infec¢des p@sdsactérias resistentes (MRSA) comecgaram
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a aparecer também na comunida8Staphylococcus aureuadquirido na comunidade (CA-
MRSA) é um patdgeno emergente que vem apresenfeemgleéncia crescente (FARI& al,
2005).

Embora as infeccbes comunitarias sejam geralmenémeas, doencas invasivas como
bacteremias, endocardites, osteomielites e pneasgaiforam descritas e surtos de infecgdo
hospitalar por cepas comunitérias também ja fodatados (BARTLETT, 2004).

Feuet al. (2003) postulam que a origem 8oaureuscomunitario ainda € indefinida, ha
hipoteses de aquisicdo do Dnardecpelas cepas previamente susceptiveis que ciroulasa
comunidade. Estudos recentes indicam que ha ssteertosnecAidentificados, os quais sao
designados de | a VII, sendo o elemeantxlVassociado ao CA — MRSA (DEURENBERG;
STOBBERINGH, 2008). Essa cepa é geralmente sensivedirios antibidticos. Pode ser
verificada a producdo de até 18 toxinas ndo eradasr no MARSA hospitalar, incluindo
Panton-Valentine Leucocidin®YL) (GORWITZ et al, 2006). Essa toxina foi identificada em
1984 com potencial lise de leucécitos, sendo acqifes polS. aureusPVL positivos mais
severas do que as infec¢bes poaureus’VL negativos (BOYLE-VAVRA; DAUM, 2007).

3.5Resisténcia antimicrobiana

Com o surgimento da bacteriologia, aderiu-se awcfpio de que, para cada doenca, um
agente etiolégico deveria ser identificado e comdbapor meio de vacinas ou produtos
quimicos. Foi Louis Pasteur (1822-1895) que, ens pesquisas, abriu o campo de estudo da
bacteriologia. Esse periodo histérico foi aindaactarizado pelas grandes conquistas da
citologia e microbiologia, um periodo em que aseoE;0es demonstravam que a resisténcia a
antibiéticos entre micro-organismos de uma mesnpallpgdo podia ocorrer. Outro estudioso,
Paul Ehrlich (1854-1915), elaborou as teorias sabmecanismo de acédo das drogas e a
ligacdo a receptores especificos nas células samsivprincipio da quimioterapia — que
desencadearam a era da pesquisa e da industricgdarmacéutica (FERNANDES, 2000a;
BOARINI, 2003).

Com o desenvolvimento da terapia antimicrobianataimbém conhecida pelo homem
a resisténcia microbiana. Em 1929, foi observadssigténcia natural de micro-organismos aos
antibiéticos em uma mesma colonia, sendo caraatiE&izomo resisténcia natural ou resisténcia

adquirida. Um exemplo foi em relacdo a producdarda enzima, a penicilinase, que inativava
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a penicilina. Em 1946, 5% dogaphylococcusram resistentes as penicilinas. Entre 1950 e
1959, ja havia relatos de resisténcia bacteriaadanvdo de 50% a 90% em varios hospitais. E
com o desenvolvimento dos estudos, a resisténcan@u praticamente todas as espécies
(TAVARES, 1996; FERNANDES, 2000c; MURRAYt al, 2004b; RICARDO, 2004). A
resisténcia a antimicrobianos também foi evidereciawh infecgbes estafilocdccicas de origem
comunitaria (RICARDO, 2004).

A resisténcia antimicrobiana é reflexo dos hald®siso dos antimicrobianos em cada
comunidade, sendo imprescindivel conhecer o padeigesisténcia em cada grupo de
pacientes atendidos em cada hospital (AUBRY-DAMQJURVALIN, 1999). Monitorar a
evolucdo da resisténcia & aureug muito importante, ndo so6 por esta ser uma ddérizec
mais frequentes na pratica médica, mas tambénuparapacidade de desenvolver resisténcia
aos antimicrobianos com diferentes matizes de szacefenotipica a um mesmo antibiotico
(TODA, 2003).

A resisténcia intrinseca dos estafilococos a ntieé¢oxacilina resulta de suas
protinas fixadoras de penicilinas (PABSs), presentegarede celular, as quais passam a ser
expressas por um gene cromossomico adquintegA que codifica as PBP2’ ou 2a, cuja
afinidade com os antibioticos betalactamicos € andtixa. Essa resisténcia dos estafilococos
aos antibidticos betalactamicos pode depender dgenslfatores ambientais, como pH,
temperatura e osmolaridade (RYFFEL; KAYSER; BERGEARCHI, 1992).

Alguns genes, denominados genes auxiliares ouefatessenciais ou genésm
(factor essential for methicilin resistanc@judam o genmecAa expressar um elevado nivel
deresisténcia aos betalactamicos. Foram identificatioisos desses gentsmn denominados
femA femB femG femD femEe femF(VANNUFFEL et al, 1995).0 gendemAé essencial
para a expressdo da resisténcia dos ORSA e pageasrmcaracteristica peculiar de.
aureus nao sendo encontrado em outras espécies ddaestafis.Os genesemAe mecAtém
sido detectados em cepasSleaureugesistentes aneticilina/oxacilina por meio de técnicas
moleculares, como a reagdo de polimeraseaeia (PCR). Essa técnica apresenta vantagens
em relacdo as outras, porque oferece eleefidacia e seguranca, além de ser um método
rapido e sensivel (OLIVEIRA; LENCASTRE002).

Em 1996, ocorreu o surgimento de estirpe$ daureusom reduzida sensibilidade a
vancomicina (CIM > 8-16 mcg/ml), inicialmente ngda, a seguir nos Estados Unidos da
América e agora em outros paises (MIMICA; MENDE®0?). Esses estafilococos,
chamados inicialmente de VISA e GISA (siglas emlésgindicandoS. aureuscom

resisténcia intermediaria a vancomicina ou aos ogéptideos), sdo denominados
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simplesmente VRSAS[ aureusvancomicina Resistente) e encontram-se em exparsao
hospitais japoneses (HIRAMATS&t al, 1997).

Estafilococos com resisténcia aos glicopeptideasanfo encontrados no Brasil.
Registrou-se o isolamento & aureusom resisténcia intermediaria a vancomicina no Rio
de Janeiro, em Sao Paulo e Porto Alegre, $tdphylococcusoagulase negativos resistentes
a vancomicina e a teicoplanina em Sao Paulo (SANTIOS7; MAMIZUKA; OLIVEIRA,
2000; SANTOS:t al, 2007).

Ainda pouco se sabe sobre a resisténcia adquiet®a $ aureusa vancomicina
(FRIDKIN et al, 2001). Acredita-se que esta possa estar relataona envolvimento do
geneVan, que determina resisténcia de enterococos a exga,drom a transmissao por meio
de plasmideos ou pelo espessamento da paredercelala a producdo de maiores
quantidades de peptideoglicanos (@U&al, 2006; SANTOS:t al, 2007).

A resisténcia microbiana é um fendmeno biolégiciimrad, mas se torna um problema
significante de saude publica ao ser ampliada y&eaes, por abuso e negligéncia nas acdes
desenvolvidas, e inclusive por sua subutilizac&pases em desenvolvimento. Em todos os
casos, 0 uso inadequado de antibidticos de ampkx&s resultara posteriormente em drogas
menos efetivas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

3.6 Testes antimicrobianos

De acordo com €linical and Laboratory Standards Institu{@009c), varios sdo os
testes realizados para verificacdo de resisténmsa diversos antimicrobianos, entre eles
destacam-se o teste de disco difusao e o testgaledfuicao.

Os testes de sensibilidade sdo indicados paraguwgraimicro-organismo causador de
um processo infeccioso que requeira terapia antmigna, sempre que sua sensibilidade néo
possa ser predita de maneira confiavel com basmlemificacdo do micro-organismo e
qguando se acredita que o organismo causador dsc@idfepertence a uma espécie capaz de
demonstrar resisténcia aos agentes antimicrobianomalmente usados (NCCLS, 2003;
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITZE9a).

Os testes de disco difusdo baseados apenas mangaesu auséncia de um halo de
inibicdo, e sem consideracdo do tamanho do halcsé@amceitaveis. SO0 podem ser obtidos

resultados confiaveis com testes de disco difus@® wpam o principio de metodologia
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padronizada e medidas do didmetro do halo de &obuprrelacionadas as concentracdes
inibitérias minimas (CIMs), com cepas reconhecidamesensiveis e resistentes a diversos
agentes antimicrobianos (NCCLS, 2003).

Diversos sdo os antimicrobianos preconizados pamalizacdo do Teste de Disco
difuséo, entre eles: oxacilinayl, cefoxitina 30ug, vancomicina 3@g, gentamicina 1Qg,
telitromicina 15ug, tetraciclina 3Qug, linezolide 30ug, penicilina G 1Qug, eritromicina 15
ug, clindamicina 2ig, Trimetropim/sulfametoxazol 4, doxicilina 30ug, rifampicina 5ug,
teicoplamina 3Qug, ofloxacina 5ug, esses preconizados pelo CLSI através de pro®eol
medidas do diametro do halo de inibicZLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE 2009c).

3.7 Estudos Genaotipicos

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) permiteoqidNA de uma regido
selecionada do genoma de um organismo seja amglfimilhares de vezes, selecionando
efetivamente esse DNA do restante do genoma (ALBER(Tal, 2004). Portanto, uma
sequéncia-alvo de DNA é identificada e amplificattaum ponto em que pode ser detectada
(KONEMAN et al, 2001). A amplificacéo de regides especificas tid\[# fundamental para
diversas técnicas moleculares (COBB; CLARKSON, 1994

As sequéncias nas bordas das regides selecionatasam ser conhecidas, de modo
gue dois oligonucleotideos iniciadorgsiners, geralmente de 20pb, se associem a molécula
de DNA-alvo possibilitando o inicio da sintese pBldA-polimerase na regido desejada
(BROWN, 1999).

A PCR ¢é realizada utilizando-se um “suporte quentalitomatizado e
computadorizado, denominado termociclagem. Para esacdo, sdo necessarios: DNA,
iniciador ou ‘primer’ de oligonucleotideos de cadeia simples, destwamicleotideos
(dNTPs), tampédo de reacdo, Mg@&m concentracdo adequada, uma DNA-polimerase
termoestavel Tag DNA polimerase”. Esses componentes sdo colocadosimnpequeno
recipiente e depositados no termociclador (KONEM&Ni, 2001). O recipiente contendo a
amostra € submetido a uma elevada temperatura]jmgertea 94°C, para provocar 0
rompimento das pontes de hidrogénio entre ambasadeias de DNA, causando a

desnaturacdo da molécula. A temperatura é diminaii@-65°C, quando entdo psmers
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tém a oportunidade de se anelarem as suas seqiénaiplementares no DNA gendmico.
Finalmente, a temperatura é colocada em torno 8@, T@mperatura ideal para que a DNA-
polimerase utilizada na reacédo atue, dirigindordesé de novas cadeias (FARAH, 1997).
Repetindo-se esses trés tipos de passos, desdatuaamglamento e sintese, por cerca de 30
ciclos permite-se a amplificagdo do DNA molde demf@ exponencial (FARAH, 1997,
ZAHA et al, 2003; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Del Vecchio et al. (1995) propalam que o oligonucleotideo RW3A é udas
alternativas para a realizacao da tipagem gengticeep-PCR, na qual a sequéncia repetitiva
do primer é complementar a do DNA e apds amplificacdo esthe ser visualizada como
bandas por meio de eletroforese em gel e coramnéeéa de luz ultravioleta, o que vem a ser
importante do ponto de vista epidemiologico params®ecer geneticamente diferentes tipos

de cepas dispersas no ambiente hospitalar ou a0 (&t al, 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1Tipo e local de estudo

Estudo quantitativo de prevaléncia, realizado nookatorio de Microbiologia Basica
da Universidade Estadual de Maringa, no periodarmt® de 2008 a setembro de 2009.

4.2 Amostras bacterianas de estudo

Para este estudo, foram utilizadas 147 amosttasag®s no banco de bactérias do
Laboratério de Microbiologia Basica da Universidadtadual de Maringa, das quais 68 eram
provenientes de casos clinicos de infeccdo e fhdadores assintométicos. As amostras de
portadores assintomaticos s&do provenientes de nedagcém-nascidos no Hospital
Universitario de Maringéa no periodo de fevereimbéal de 2007 e as demais procedentes de
casos clinicos foram isoladas durante os anos@#&@008.

Das 68 amostras de casos clinicos, 1 amostra doiepiente de raspado de pele, 1
amostra de secrecdo de fistula, 4 amostras de;8eade escara, 7 amostras de secrecdo de
abcesso, 8 amostras de ponta de cateteres, 8 asndsthemograma, 7 amostras de cultura de
urina, 11 amostras de secrecao traqueal, 12 armodé&rasecrecdo de sitio cirdrgico e 9
amostras de secrecéo gastrica.

Entre as amostras de portadores assintomatica$el88 foram isoladas de maes e 49
de recém-nascidos. As amostrasSdewureusnaternas foram isoladas do mamilo no periodo
pré-parto. Para os recém-nascidos, o isolamentiesalos vestibulos nasais imediatamente
apos o nascimento, 48 horas apos ou quando negativol5 dias de nascido.

Para a realizacdo deste estudo, foram respeitadpsneipios éticos da pesquisa com
seres humanos. A totalidade das amostras utiliZadasbmetida a avaliacdo do Comité de
Etica da Universidade Estadual de Maringa. As arassiertencentes ao grupo de infec¢bes
ralacionadas aos cuidados de saude obtiveram @egpaM® 002/05 e as amostras dos
portadores assintomaticos o parecer N° 381/2006.
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4 .3 Procedimentos laboratoriais

Reativacdo das amostras estocadas, semeaduraéstdane confirmacdo da
identificacdo deS. aureuspor meio deteste de Coloragcao de Gram, teste para pesquisa da
coagulase, susceptibilidade aos antimicrobianade tde discodifuséo, extracdo de DNA,
Reacdo em Cadeia de Polimerase e eletroforese.

4.3.1 Reativagéo das amostras e Coloragédo de Gram

As amostras estocadas no banco de bactérias faativadas em caldo nutriente
enriquecido com cloreto de sddio 6,5%, por 24 haa7°C, de acordo com as normas
estabelecidas por Dias Filho (2001). Apos a regdivas amostras em caldo, foram semeadas
em placa de Agar manitol salgado com e sem oxagiém uma concentracdo degfml, e
incubados por 48 horas a 37°C. Pelo menos duasiasl@uspeitas de pertencerens.a
aureusforam entdo repicadas em TSB (caldo de sojadagéiina) e incubadas por 24 horas a
37°C. AplGs esse periodo, foram novamente plaqueatasigar Mueller HintonBecton
Dicksinson and Company, BD Diagnostic Systems,) U8/ mais 48 horas para verificacao
da pureza por meio da técnica de Coloracdo de @réartura em microscopia de imerséo
(BRASIL, 2004a). As estirpes identificadas comoasoGram-positivos foram submetidas ao
teste para pesquisa da coagulase, conforme metpapi@posta por Konemaat al. (2001).

4.3.2 Teste da coagulase em tubo

Apoés Coloracdo de Gram e leitura em microscomaedirpes identificadas como
cocos Gram-positivos foram adicionadas a um tubdetmlo plasma de coelho liofilizado
(Coagulo-Plasma LB, Laborclin Produtos para LaliwmatlLtda, Pinhais Parana, Brasil),
incubado em estante em temperatura 35 + 1°C, g éidas 30 minutos, 4 horas e 24 horas
respectivamente. Durante a incubacao, observoudesenacédo de coagulo, a qual é indicativa

de prova positiva par&taphylococcus aureugsa qual a coagulase extracelular reage com
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uma substancia presente no plasma denominadar diateeacédo da coagulase, constituindo
um complexo que reage com o fibrinogénio, formafidona (KONEMAM et al, 2001;
BRASIL, 2004a; MURRAYet al, 2004c).

Em todas as fases da semeadura, identificacdona¢éo de coagulo foram utilizadas
amostras de controle & aureusdda American Type Culture Collection (ATCC), sendoa
sensivel (ATCC 25923) e uma resistente a oxadiiNi&CC 43300).

4.3.3 Testes de susceptibilidade antimicrobiana

4.3.3.1Determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima (QIM

Para determinar a CIM foi realizado o método dearAdiluicdo para oxacilina e
vancomicina. As placas de Agar Mueller-Hinton forareparadas de acordo com o numero
de diluicdes necessarias, sendo utilizada paraaeiloya uma concentragdo que variou entre
0,06 ug/ml a 64ug/ml e para a vancomicina a concentragéo de 06l a 16ug/ml.

As concentragcdes das solugbes-estoque foram addsula partir da maior
concentracdo testada para o antimicrobiano, dan®lde agar Mueller-Hinton utilizado nas
placas de Petri e do volume final da solucédo-estodu quantidade em miligramas do
antimicrobiano necesséaria para preparar as soluffbesalculada usando-se a seguinte

féormula:

Peso (mg) = Vol. do Solvente (mL) X Conc. da Sadstoque (mg/mL)
Poténcia do antibidtice@/mL)

Apébs o preparo, as solugbes-estoque foram esseldi por filtracdo em membrana
Millipore® de 0,22um de diametro e estocada. A diluicdo do antimiemobifoi realizada
utilizando-se agua esteéril. A solucdo-estoque fprimeira diluicdo a ser utilizada, e a partir
dela foram feitas diluicbes 1:2 até atingir a meocmmcentracdo. As concentracdes testadas
abrangeram os cortes descritos nas tabelas do ot 7-A08 do CLSICLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITY2HO09Db), de §g/ml a 0,06ug/ml. A solugéo inicial
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com concentracdo igual a @g/ml foi obtida a partir de uma solugdo-estoque com
concentracéo igual a 16@@/ml, utilizando-se o diluente adequado.

Para o preparo dos meios, foi utilizado agar Muéli@ton diluido e em quantidade
suficiente para todas as diluicbes dos antimicrasasegundo especificacdes do fabricante.
Posteriormente esse material foi distribuido emosubas quantidades de 19 ml, sendo
esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 wsnetdepois resfriados em banho-maria
até atingirem a temperatura de aproximadamente. #?Ccada tubo foi adicionado 1 ml do
antimicrobiano, totalizando um volume de 20 ml,@ss@rio para atingir a espessura de 4-5
ml de meio na placa. O tubo foi homogeneizado gao distribuido em placas de Petri.

Para o preparo do inéculo, foi usada uma suspeates&oncentracdo referente ao tubo
0,5 de MacFarland (1,5 x 4QJFC/mL). Foram distribuidos 200l de cada suspenséao
bacteriana em placas de Elisa de 96 pocos. Conxiboade um aplicador de 28 pinos, as
amostras foram inolucadas inicialmente em placdrgolen sem antimicrobiano, para se
observar a viabilidade das amostras, e na sequémmialadas nas demais placas, com
concentracdo crescente do antimicrobiano. No filakérie de diluicdo, os isolados foram
inoculados em uma placa-controle sem antimicrobipaoa se avaliar a contaminacéo e o
carreamento significativo da droga durante o primeedto. Apés 30 minutos de secagem, as
placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. UtHsm como controle de qualidade para
esses testes a cepa $leaureusATCC 29213 e ATCC 43300. A leitura foi realizada®
limites foram comparados com aqueles aceitaveipgstos peloClinical and Laboratory
Standards Institut€2009b).

4.3.3.2Teste de disco difusdo

Para realizar o teste de disco difusao, foramzatlias as normas recomendadas pelo
CLSI (2009b). Inicialmente preparou-se uma suspebséteriana com turvacao equivalente
a escala 0,5 de MacFarland, a qual foi inoculadauperficie do meio de agar Mueller-
Hinton. Os antimicrobianos utilizados foram: ox@al 1 ng, cefoxitina 30ug, vancomicina
30 ug, gentamicina 1Qg, telitromicina 15ug, tetraciclina 3Qug, linezolide 3Qug, penicilina
G 10 pg, eritromicina 15ug, clindamicina 2pg, Trimetropim /sulfametoxazol 7qg,
doxicilina 30ug, rifampicina 5ug, teicoplamina 3@g, ofloxacina fug.

Os discos referentes a cada antimicrobiano forapogidos sobre esse meio com

uma pinca estéril. As placas foram incubadas a 3h%@nte 24 horas. O controle de
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qualidade dos discos de antimicrobianos e do meicultura foi realizado para cada lote

através da cepd. aureusATCC 25923, e os didmetros dos halos obtidos faramparados
aos descritos na Tabela 2C, M2-A9,@mical and Laboratory Standards Institut2009b).

4.4Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

4.4.1 Extracdo de DNA

A obtencdo do DNA se deu por meio de técnica raddizempregando-se CTAB

(Brometo de cetiltrimetilamo6nio), conforme metodpéproposta por Doyle e Doyle (1987).

Onde o protocolo tem como fases:

Apds amostra semeada e crescida em agar MuelerH@53C por 24-48 horas),
realizou-se a raspagem de uma quantidade de mastaidna da placa. Essa
massa de células foi entdo lavada com gD@e tampdo TRIS-EDTA (TE),
centrifugada a 8000 rpm. Depois de centrifugadspmzou-se o sobrenadante

O pellet formado no fundo deppendorffoi entdo suspendido em 6Q0 de
CTAB e 40ul de Cloroformio/alcool isoamilico (CIA) e incubadam banho-
maria a 65°C por 30 minutos. Apos esse tempo, @dici-se 80Qul de CIA e
agitou-se gentilmente por inversdo, por cinco velmsndo para centrifugar a
12000 rpm por cinco minutos.

Recuperou-se entdo o sobrenadante, transferindara putro eppendorf;
adicionou-se parte igual de isopropanol geladoasheio em “overnight” a -20°C
Apo6s o periodo de “overnight” centrifugou-se a 181@Pm por 20 minutos, em
centrifuga refrigerada em -4°C. Acabada a cenw@fdg, eliminou-se o
sobrenadante.

Acrescentou-se 500 de etanol a 70% gelado e retornou-se para aiftegdrpor
mais 20 minutos.

Terminada a centrifugacdo, eliminou-se o sobreradanolocaram-se 0s
eppendorfspara secagem e quando secos, acrescentou-seul208 TE e

armazenou-se 0 DNA extraido em freezer.



38

A presenca do DNA gendmico foi detectada em gehgbrose a 1,5%, adicionado

Brometo de Etideo e corrida eletroforética reabizpdr 40 minutos a 100 volts.

4.4.2 Tipagem genética

O perfil genotipico das amostras & aureusde casos clinicos e de portadores
assintomaticos foi realizado empregando-se o dligeotideo RW3A de acordo com a
metodologia descrita por Van Belket al. (1995) e reproduzida por Reinosbal. (2007),
com algumas modificacdes.

A reacdo de amplificacdo foi calculada parauRsendo que 9,3pl de agua estéril,
2,5ul de tampé&o 10X buffer, 18 de primer a 50 mm, 0,4u de Taq polimerase (5U), 2,25
ul de DMSO a 2,5%, 3,al de Dntp (10 mM), 3,qul de MgClI (50 mM) e 3,Qu de DNA
diluido e conservado em TE. O oligonucleotideo izalo tem a sequéncia 5'-
TCGCTAAAACAACGACACC-3". A amplificacdo se deu emrngociclador programado
com 1 ciclo de desnaturacéo a 94°C por 5 minutzgjido de 40 ciclos de 1 minuto a 93°C,
1 minuto e 30 segundos a 37°C e 1 minuto a 72i@aéZando com extensédo de 8 minutos a
72°C.

O produto de amplificacdo foi analisado apds carmin gel de agarose a 1,5%,
corado com brometo de etideo e utilizado Ladderpgldara separacdo e quantificacdo das
bandas. A andlise dos padrdes dos padrdes de baradagenotipagem foi realizada
visualmente e o programa NT SYS foi empregado paravaliar o grau de proximidade das
amostras atraveés da confeccdo do dendograma.

Para organizagdo e posterior analise dos dados fsaen primeiramente colocados
em tabela simples do programa Excel. Essa tabekntao transferida para o programa NT
SYS onde se configurou o dendograma.

A analise dos dendogramas se deu visualmente enetapas distintas. A primeira
etapa da analise foi realizada pela por esta psstpria, a segunda etapa realizada por outra
pesquisadora e na terceira etapa foram cruzadafeasacdes das duas primeiras etapas para
verificar a homogenidade dos dados obtidos poryiesdores diferentes no que diz respeito a

similaridade das amostras estudadas.
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4.4.3 Deteccéo do gemeecA

Para a deteccdo do genmecA utilizou-se a metodologia proposta por

Siripommongcolchaiet al. (2002), com algumas alteragbes, sendo descraguars

- Primer utilizado: MRS1- TAGAAATGACTGAACGTC
MRS2- TTGCGATCAATGATCCGT

Para solucdo de amplificacdo foram utilizados oguisées reagentes em suas
respectivas quantidades: 12/1 de agua Milli Q estéril, 2,nL de tampédo (10 mM Tris HCI
[pH8.8]), 1,5uL de cloreto de magnésio (1,5 mM), 16 de dNTP (25QuM), 2 uL de cada
primer, 3,0uL de DNA (amostra) e 0,dL de Taq polimerase (5 W, para um volume final
de 25pL.

As amplificacdes se deram em termociclador comgaiste ciclagem: 95°C por 10
min., 30 ciclos de: 95°C por 30 seg., 52°C pore®f),2°C por 1 min., e por fim, 72°C por 10
min.

A visualizacdo do produto de amplificacdo se debsamrrida em gel de agarose a
1,5% marcado com brometo de etideo. A corridaléb0 minutos a 100 watts e posterior
visualizagao e fotografia em luz ultravioleta. Opicom de cada amostra foi de 154 pares de
base (pb). Como controle positivo foi utilizadaepaS. aureusATCC 33591 por expressar o

gene.

4.4.4 Deteccédo do gene para a producéo da Leucadaidi Panton Valentin®YL)

Para deteccao do geR¥/L,foi utilizada metodologia proposta por Lirg al. (1999)

e reproduzida por Steveasal. (2007), na qual ogrimersforam:

-luk-PV-1, 5’-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3
- luk-PV-2 5’-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC-3..

Para a amplificacdo com volume final dei@%oram utilizados os seguintes reagentes

em suas respectivas quantidades: 12,te agua Milli Q estéril, 2,5L de tampéo (10 mM
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Tris HCI [pH8.8]), 1,5uL de cloreto de magnésio (1,5 mM), L5de dNTP (25QuM), 2 uL
de cadagrimer, 3,0uL de DNA (amostra) e 0,4L de Tag polimerase (5 ).

A amplificacdo se deu em termociclador com a séguaiclagem: 1 ciclo de 5
minutos a 95°C, 30 ciclos de 30 segundos a 950Ge8undos a 53°C e 2 minutos a 72°C, e
1 ciclo de extenséo final de 10 minutos a 72°C.

A visualizacdo do produto amplificado se deu apisda em gel de agarose a 1,5%,
marcado com brometo de etideo. A corrida foi dentiutos a 100 watts e posterior
visualizacdo em fotografia de luz ultravioleta. @péicom que indicava a presenca do gene

possuia 433 pares de bases (pb). Como controlivpo$di utilizada a amostra MR108.

4.4.5 Deteccéo dos geneaA e icaD

Para deteccao dos genesA eicaD utilizou-se metodologia proposta por Rhedel.

(2001), em querimersforam:

-icaA f: 5-ACACTTGCTGGCGCAGTCAA-3
-icaA r: 5-TCTGGAACCAACATCCAACA-3
-icaD. f: 5-ATGGTCAAGCCAGACAGAG-3
-icaD. r: 5-AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA-3’

A amplificacdo foi realizada separadamente, emmeimde oprimersicaA e icaD.
A reacdo foi realizada em um volume final dep2%itilizando-se 0s seguintes reagentes em
suas respectivas quantidadestA(f/r)- icaD (f/r) 12,1uL de agua Milli Q estéril, 2,nL de
tampao (10 mM Tris HCI [pH8.8]), 144 de cloreto de magnésio (1,5 mM), 15de dNTP
(250 uM), 2 uL de cadaprimer, 3,0 uL de DNA (amostra) e 04 de Tag polimerase (5
U/ul). A ciclagem foi realizada conforme segue: 1a@idé 5 minutos a 94°C, 50 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 55.5°C e 30 segam®3€, e 1 ciclo final de extensédo de 1
minuto a 72°C. A visualizagdo do produto de amgiffio ocorreu apds corrida em gel de
agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo. Adadioi de 60 minutos a 100 watts e
posterior visualizacdo e fotografia em luz ultréeia. O amplicom de cada amostra foi de

188 pares de bases (pb) par&ca@A e de 198pb para iwaD. Como controle positivo foi
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utilizada a amostra clinica 103 da Universidadeadisal de Londrina por ser conhecida na
literatura e expressar os dois genes.
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5 RESULTADOS

5.1 Susceptibilidade a oxacilina pelo método de determacdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados do teste de susceptibilidade antitvieona a oxacilina realizado através
do método de determinacédo da Concentracao Inibiddimima (CIM) das 79 amostras 8e
aureusisoladas de portadores assintomaticos mostraran? @%) apresentaram resisténcia
com CIM variando entre dg/ml a 8ug/ml. Entre as 68 amostras de casos clinicos, @)8
foram resistentes a oxacilina, com CIM variandoreefug/ml e 64ig/ml. Entre as 58
amostras resistentes a oxacilina, 49 (84%) aprasentCIM igual ou superior a g&g/ml; 3
apresentaram CIM igual a 3@&/ml, 2 apresentaram CIM igual a f§/ml, 1 apresentou CIM
igual a 8ug/ml e 3 tiveram CIM igual a gg/ml.

Comparando-se teste de disco difuséo e o de CIM para a oxagibbservou-se que
1 amostra se comportou como resistente pelo CiMnsigel pelo disco difusdo. Para as
amostras clinicas, ao serem comparados os doiglo®{€IM e discodifuséo), verificou-se
gue 3 amostras que se comportaram como resistggite€IM foram sensiveis pelo método

do disco.

5.2 Susceptibilidade antimicrobiana pelo método de discdifusdo

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobigrensliado através do método de disco
difusdo, foi semelhante para a maioria das amosteaS. aureus,com excecédo para a
telitromicina e linezolide. Entre as amostras chsj observou-se um percentual de resisténcia
de 100% para telitromicina e 37% para linezolidaguanto que entre as amostras
procedentes de portadores assintomaticos essenpgicde resisténcia foi zero. As amostras
de S. aureusapresentaram 100% de resisténcia a penicilinafexet@a e um perfil de
susceptibilidade semelhante, entre si, para asidainagas ensaiadas. Todas as amostras de
S. aureudoram sensiveis a vancomicina tanto pelo métod€Ité como de disco difusao.

Os resultados do teste de susceptibilidade, poo disusdo, aos antimicrobianos usualmente

recomendados pelo CLSI, das amostraS.daureusao mostrados na Tabela 1.
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Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
Amostras de Portadores Amostras de casos clinicos ge
Antibiotico Assintomaticos Infeccédo Hospitalar
* ok % X[k %

Penicilina G 717 100 68/68 100
Oxacilina 6/7 86 55/68 80
Cefoxetina 77 100 68/68 100
Eritromicina 6/7 86 52/68 76,4
Clindamicina 417 57 53/68 78
Trimetropim/Sulfametoxazol 5/7 71,4 45/68 66
Vancomicina o/7 0 0/68 0
Telitromicina o/7 0 68/68 100
Linezolida 0/7 0 25/68 37
Tetraciclina 417 57 52/68 76,4
Doxicilina 5/7 71,4 47/68 69
Rifampicina 6/7 86 53/68 77,9
Teicoplamina 017 0 0/68 0
Ofloxacina 417 57 45/68 66
Gentamicina 417 57 46/68 67

* Numerador = amostras resistentes

** Denominador = total de amostras

% Resisténcia em percentual

Tabela 1 — Perfil de susceptibilidade aos antioiemos das amostras &aphylococcus aureus
isolados de portadores assintomaticos e de casa@osliavaliadas através do método de
disco difusao.

5.3 Deteccdo do geneecA

A presenca do germmecAfoi identificada em 6 (86%) das 7 amostrasSdeaureus
resistentes a oxacilina procedentes de portad&mse as amostras clinicas, o gene foi

identificado em 55 (95%) das 58 amostras avaliadas.
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5.4Deteccédo do gene para a producéo de Leucocidina Banton Valentine PVL)

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (P& Rplicada para as 7 amostras de
S. aureusesistentes a oxacilina (CIM) isoladas de portaslerem apenas 1(14%) se detectou
a presenca do gene para a producao da toxina. &n@® amostras clinicas, nenhuma carreou

0 gene.

5.5Deteccédo dos genasaA eicaD

Empregando-se a técnica de PCR para deteccdo desigeA e icaDentre as 7
amostras d&. aureusoxacilina resistentes (CIM) isoladas de portadavbservou-se que em
apenas 1 (14%) amostra houve a identificacdo dgen2s. Isoladamente os genesA e
icaD nédo foram identificados em nenhuma das amostrdase Bs 68 amostras procedentes de
casos clinicos oxacilina resistentes (CIM), em@&%4) foi detectada a presenca dos 2 genes.
Isoladamente os gen&saA e icaD, respectivamente, foram detectados em 12 (18%) e
(10%) das 68 amostras. Apenas 8 (11%) amostragadimdo expressaram nenhum dos

genes.

5.6 Tipagem genética

Os resultados da tipagem genética das amostres. deireusrealizada por PCR,
utilizando o primer RW3A, foram inseridos no programa Numerical Taxopo8ystem
(Exeter Software), que gerou dendrogramas demdinssado perfil genético de cada
amostra, possibilitando a comparacéo. Entre agvittaas de portadores assintomaticos, 15
tiveram 100% de similaridade e 23 amostras tinhaau gle similaridade superior a 80%.
Entre as demais, o grau de similaridade varioleefifo e 70%.

Para as 68 amostras de casos clinicos, em 19 ohssev100% de similaridade; 3

tiveram similaridade de aproximadamente 90%; 2@rdém similaridade de 84%; e 19



45

amostras apresentaram similaridade em torno de 80%o.resultados da analise de
similaridade entre as amostrasSleaureuséo ilustrados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 — Resultados da analise de similaridadeainostras d8. aureudsoladas de portadores
assintomaticos realizado através do programa Noaldraxonomy System (NTSYS).
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Figura 2 — Resultados da analise de similaridadeadnostras clinicas & aureugealizado através
do programa Numerical Taxonomy System (NTSYS).
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6 DISCUSSAO

A frequéncia de isolamento dé&taphylococcus aureusnultirresistentes aos
antimicrobianos usualmente empregados na rotin&caliem aumentado consideravelmente
nas ultimas décadas (SANT@Eal, 2007). Questionamentos vém sendo feitos sobeala r
capacidade do arsenal terapéutico disponivel atrdénno combate aos micro-organismos
multirresistentes, entre eles $saureus

O espectro dessa resisténcia € amplo, atingindai@rian das drogas pertencentes aos
diferentes grupos incluindo as penicilinas, amimogideos, macrolideos, tetraciclinas,
cloranfenicol e fluoquinolonaMANDELL; BENNETT; DOLIN, 2005; SANTOS et al,
2007). Neste estudo, as amostras @& aureus avaliadas apresentaram perfil de
multirresisténcia independente da fonte de isolameDonsiderando que parte das amostras
foram isoladas de portadores assintomaticos, cerssik esse fato bastante preocupante. Fica
evidenciada a circulacdo d8. aureusmultirresistente entre as diferentes camadas da
populacao, incluindo recém-nascidos com pouco tmetam 0 mundo exterior.

A oxacilina é uma droga pertencente ao grupo dtadmamicos que foi introduzida
na terapia na década de 1960; entretanto, precotemeorreu 0 aparecimento de resisténcia
(SANTOS et al, 2007) Alguns autoregeforcam o risco que 0S. aureusoxa-resistentes
representam para os pacientes internados e ressaltaportancia da identificacdo e controle
dessa estirpe entre individuos sadios, pois naiddge um percentual importante dessas
cepas tem sido encontrado na comunidade (CHAMBER®]1; NEVESet al, 2007).
Atualmente, nos testes de sensibilidade antimiar@bipareS. aureuso CLSI recomenda a
inclusdo da oxacilina, porque se trata de um marcatke resisténcia para outros
antimicrobianos. O CLSI também recomenda que peaaeilina e vancomicina, além do teste
de disco difusdo, seja realizado o teste de deteg&o da concentragdo inibitoria minima
(CIM) para confirmacéo dos resultadoSL{NICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE 2009b).

Em relacdo a oxacilina, estudos realizados entigepala America Latina (México,
Argentina e Brasil) mostraram incidéncia média er26,5% e 31,3% de MARSA como
agente etiologico de infecgdo comunitaria (MENDE S, 2003; FOWLERIJUNIOR et al,
2001) Para grupos de amostras isoladas de portadoratoasdticos a literatura tem acusado
taxas de 10% pai®. aureusde acordo com estudos publicados em 2003 (EGEXRROS,
2003). Outro estudo é o de Waegal. (2004), o qual encontrou uma positividade de 8,3%
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para S. aureusresistentes a oxacilina, embora a populacdo efauflzsse composta por
profissionais da saude. Ja& Menegoto e Picolé (2@@y3traram uma taxa de 7,5% de CA-
MARSA.

As amostras deste estudo foram inicialmente awadiaglanto a susceptibilidade a
oxacilina e a vancomicina, por meio do método dearAdifusdo para determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) e posterioriteerealizado o antibiograma pelo método
de disco difusdo, em conformidade com a recomewndag&linical and Standards Institute
(2009a).

Entre as 79 amostras de portadores assintomarfi¢@8p) apresentaram resisténcia a
oxacilina pelo método de CIM e dessas uma néo rooodi pelo método de disco difusédo. O
percentual de resisténcia de aproximadamente 9%n¥ativel com dados da literatura
citados anteriormente (WANEt al, 2004; MENEGOTO; PICOLE, 2007).

Para o grupo das 68 amostras clinicas submetidtestoda CIM observou-se que 58
(86%) foram resistentes a oxacilina e 55 desse)8&0nfirmaram o resultado pelo método
de disco difusdo. Comparando-se esses dados catesagia literatura, verifica-se que houve
um aumento na taxa de prevaléncia nesta pesquoisaggtudos realizados por Tiemarssha
al. em 2004 mostraram uma prevaléncia de 40% de éesiata oxacilina em isolados de
infeccOes relacionadas ao cuidado em salde no ksites Europeu. indices de 31% entre
isolados de pacientes com infec¢gBes de pele eoteambles em hospitais da América Latina
(GALES et al, 2000), chegando a aproximadamente 65% em UTI'$hiafpitais norte-
americanos (KLEVEN&t al, 2006).

Houve diferenca entre os métodos utilizados patecd@o de resisténcia a oxacilina,
nos quais se observou que 4 amostras foram coadateresistentes pelo método de CIM e
negativas pelo discodifusao. A provavel causa aa identificacdo pelo método de disco
pode ser a proximidade do ponto de corte paraisté&msia, pois as 4 amostras apresentaram
CIM de 2ug/ml, o que é préximo ao ponto de corte degdnl preconizado pelo CLSI. Fica
entdo evidenciada a necessidade de se comparaisanétodos e correlaciona-los de acordo
com o que preconiza®@linical and Laboratory Standards Intitu{8009b).

Por meio do método do disco difusdo verificou-se @s amostras de ORSA
apresentaram elevados percentuais de multipla@esia aos antimicrobianos testados. Entre
as amostras clinicas, a resisténcia foi de 100% panicilina, cefoxetina e telitromicina, e
para as amostras de portadores assintomaticossténes foi de 100% para penicilina e
cefoxetina. Essa multirresisténcia, incluindo astéacia a oxacilina, pode trazer dificuldades

no que diz respeito a terapia empregada no tratandeninfecgbes causadas por esse micro-
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organismo, cuja prevaléncia vem aumentando em todoundo (OKUMA et al, 2002;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 200@utro fato preocupante
€ que dados da literatura e também os obtidos msstelo demonstram que o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana de amostras ORS#Aridem hospitalar tem sido semelhante
aqueles de isolados de CA-ORSA adquiridos na catadei (HEROLDet al, 1998; SKIEST

et al, 2007).

As amostras clinicas estudadas foram 100% sensammeas a teicoplamina e
vancomicina e tiveram baixo perfil de resisténciding@zolida (37%). JA as amostras de
portadores assintomaticos foram 100% sensiveiscaptamina, vancomicina, linezolida e
telitromicina. Esses achados sao corroborados pimos estudos, os quais revelam que as
opcOes terapéuticas para o tratamento das infeagiesadas poH. aureusresistentes a
oxacilina diminuem a cada dia, limitando-se ao daovancomicina, da teicoplamina e da
linezolida, embora j& existam relatos de resisg&acesses antimicrobianos em alguns casos
isolados (SAIID-SALIM; MATHEMA,; KREISWIRTH, 2003; ANTOS et al, 2007).

A totalidade de amostras deste estudo foi senaavelancomicina tanto pelo método
de CIM cquanto de disco difusdo. Cetlal. (2006) pontuam que essa droga permaneceu até
recentemente como sendo a Ultima escolha em cadORBA. O aparecimento, em 1996, de
S. aureusvancomicina intermediario (VISA) com um MIC de 8 /indespertou grande
preocupagacentre pesquisadores de todo o mundo, os quais rmpzacam a vigilancia
epidemioldgica. VISA esta se tornando prevalecentevarios paises, como Japao (@UI
al., 2006), Estados Unidos (SMITHt al, 1999), Brasil(OLIVEIRA et al, 2001),
Alemanha (REIPERt al, 2003) e China (LLet al, 2005). Entretanto, essa disseminagao
ainda ndo se configurou em nosso meio, estandotaestcasos isolados (SANTGS al,
2007).

A resisténcia aos antimicrobianos er%. aureus pode ser codificada
cromossomicamente ou mediada por plasmidios. Faagrm dos mecanismos de resisténcia
a oxacilina a hiperproducdo de betalactamases semga de uma proteina ligadora de
penicilina (PBPprotein binding penicilih alterada denominada PBP2a e modificacbes na
capacidade de ligacdo das PBPs. Essa proteinaadate codificada por um gene
cromossOmico denominadmecA, que é responsavel pela resisténcia intrinseca dos
estafilococos a oxacilina e a todos os antibiéticesalactamicos (CHAMBERS, 1997). O
determinante génico da proteina PBP2A é o geeeA que é constituido por cerca de 2000
pares de nucleotideos. Esse gene néo € nati®o alereuse assim, sO as estirpes resistentes

0 possuem (DE LENCASTREt al, 1994). Para confirmagdo dessa resisténcia gersgica
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utiliza a técnica de PCR, que possibilita de maneipida e eficiente o carreamento do gene
(KLUYTMANS; VAN BELKUM; VERBRUGH, 1997).

Todas as amostras identificadas como resistentesacilina pelo método de CIM
foram avaliadas quanto a presenca do geeeA Observou-se que 6 (86%) das 7 amostras
isoladas de portadores e 55 (95%) das 58 oriungasmsbs clinicos carreavam o gerize
acordo com ltcet al. (2003), os mecanismos de aquisicao de resist&mei&. aureussao
classificados em duas categorias: mutacdo de gengssomico bacteriano e aquisicdo de
gene de resisténcia de outros micro-organismos tpmra genética, havendo ainda a
resisténcia mediada por outros mecanismos, coramedio de permeabilidade de membrana,
alteracdo do sitio de a¢éo do antimicrobiano, bodebafluxo e mecanismo enzimatiésses
achados justificam que determinada amostra pogsaeaqar resisténcia e ndo carrear o gene
mecA Estudos relativos a resisténcia a oxacilina poordeimétodos fenotipicos como disco
difusdo ou agardiluicdo e genotipicos, tais corpeeaenca do gerecA,tém demonstrado
resultados contraditorios e por isso € valida amamdacdo da importancia de se confirmar
essa resisténcia por meio de técnicas laboratoespecializadas (KOTILAINENet al,
1995).

Os S. aureusproduzem diversos fatores de viruléncia. Muitossdesfatores estao
ligados a sua parede celular e sdo geralmenteion@dlos como produtos ou fatores de
superficie ou somaticos. Tais fatores sdo impatargrincipalmente na interagdo do micro-
organismo com o hospedeiro durante o processmlimie colonizacdo (adesdo e invasao),
nos mecanismos de evasdo (fuga) as defesas dodeospe na modulacdo da resposta
imune. Além disso, esses micro-organismos podemetsecuma ampla variedade de
proteinas conhecidas como exoproteinas. Estasuaovez, podem funcionar, por exemplo,
como agressinas (causando danos aos tecidos es@gdwspedeiro), evasinas (evadindo a
acdo das células de defesa do hospedeiro) ou madulmodulando a resposta imune
(SALYERS; WHITT, 2002).

Um dos fatores de viruléncia de grande importanmeéaica produzido por algurss
aureusé a Leucocidina de Panton Valentiri®V(), a qual é uma potente citotoxina com
capacidade de lisar tanto as células brancas dusammo de mediar a necrose tecidual em
diferente tecidos e 6rgaos, incluindo aqui os &gétais, como os pulmdes. (LINAt al,
1999). Alguns estudos também relataram que infec@@isadas por CA-MRSA séao,
geralmente, associadas com a formacdo de abscagsustdneos, e, mais raramente, com
pneumonia necrosante (VANDENES@Hal, 2003; ZETOLAet al, 2006).
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Para identificacdo desse fator de viruléncia aitécrle reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi aplicada para as 7 amostre. deireugesistentes a oxacilina (CIM)
isoladas de portadores e em apenas 1 (14%) sdaletepresenca do gene para a producao
da toxina. Entre as 68 amostras clinicas, nenhamaau o gene. Mas esse dado de apenas
14% passa a ter extrema significancia quando senabsjue, para que exista a transmissao é
necessario apenas uma gene, e este, se carredd@godaminar toda uma populacgéo.

Uma hipétese levantada por alguns pesquisadoresjystificar a presenca do gene
PVL em amostras de origem comunitaria é o fato daasc€A-MRSA possuirem a ilha
SCCmectipo IV, a qual, por ter um tamanho menor que hasilencontradas nas cepas
hospitalares CCmectipo I-lll), teria maior mobilidade e, assim, maigecilidade de
transferéncia entre diversas cepasSdaureusie background genéticos diferentes, através de
plasmideos e bacteriofagos (DAUAM al, 2002, GELATTIet al, 2009). As amostras deste
estudo nao foram avaliadas quanto ao tipo de ganeaclo.

Véarios estudos mostram qugtaphylococcus sproduzem biofilme em extensas
multicamadas celulares envoltos em uma substameafa denominadalime O biofilme
também tem sido considerado um dos principais datate viruléncia dessas bactérias
(ZIEBUHR et al, 1997; ARCIOLAet al, 2006).

A adesina polissacaridea intercelular (PIA) medemdesdo bacteriana e permite o
crescimento do biofilme. Esta é sinterizanm vitro pela enzimaN-acetilglicosaminil
transferase, a qual € codificada pelo gene lkn@r€elullar adhesioh e € composto pelos
genesicaA, icaD, icaB, icaC e icaRGERKEet al, 1998; GOTZ, 2002). Recentemente, 0
desenvolvimento de métodos moleculares tem pelndiigcidar a base genética da producéo
de slime pelo operonica. Técnicas baseadas na PCR permitem a deteccageahes
(ARCIOLA; BALDASSARI; MONTANARO, 2001b; CHAIEB; MAHDOUANI,
BAKHROUF, 2005).

Desta maneira, utilizando a técnica de PCR, as taasogue se portaram como
resistentes a oxacilina pelo CIM foram submetidaet&ccdo dos gen&sA eicaD, sendo
observado que das 7 amostras de portadores asatiosn 1 (14%) carreou ambos os genes.
Das 68 amostras de casos clinicos de infeccao thtaspi41(60%) carreavam 0S genes
concomitantemente, 12 (18%) apenas o geaA e 7 (10%) apenas o geitaD. Ainda 8
amostras clinicas (11%) ndo apresentaram o gene.

Gotz (2002) afirma que a enzirhkacetilglicosamil transferase6 tem sua atividade
aumentada quando ocorre a co-expresg@AD, e somente quando eles aparecem

concomitantemente a cadeia de PIA é sintetizaddenun haver a producdo do biofilme.
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Outro fator importante que cabe ser ressaltadobdamevidenciado neste estudo, é que o
biofilme é de caracteristica nosocomial (MARIA-LIAR et al, 2002).

Tenover et al. (1995) postulam ser importante definir, do pomte vista
epidemiolégico, a origem dos organismos envolviaas etiologia de uma doenca. A
adequada identificacdo do patégeno € um requisitispensavel para deteccdo do
reservatorio e fonte de infec¢do, e também paraitaran sua dispersdo dentro e entre a
populacdo estudada. O conhecimento do perfil epalégico-molecular das doencas
causadas pd@. aureugpodera auxiliar na elaboracao de estratégias deob®mais eficientes
para a reducao da infeccdo, uma vez que, a pagipdrfis moleculares, podem-se inferir
relacbes genéticas entre os diferentes clonesctdete fluxo génico e tragar rotas de
dispersio da infeccdo (LANGE al, 1999; SOMMERAUSER al, 2003).

Neste estudo, a técnica de PCR com o oligonuckEmti@W3A possibilitou a
identificacdo de 2 perfis genéticos distintos ense2 grupos de amostras estudadas. Para as
mostras de portadores assintomaticos encontromaepopulagdo mista, ou seja, 38 amostras
(48%) apresentaram similaridade superior a 80% amastras (52%) variaram seu perfil
entre 40% a 70% de similaridade. Ja para o grupantsstras clinicas foi identificada uma
populacdo mais homogénea, sendo que 54 amostfdg &desentaram similaridade superior
a 80%, o que remete a existéncia de clones delatrambiente hospitalatm clone é
definido como um conjunto de amostras bacteriareagetgamente relacionadas que sao
indistintas umas das outras por métodos de tipagelacular, ou amostras tdo similares que
se presume serem derivadas de um ancestral comlNOVYER et al, 1995;
SOMMERAUSEREet al, 2003).
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7 CONCLUSAO

— Os dois grupos de amostras S&aphylococcus aureunostraram diferencas no
perfil fenotipico e genotipico.

- A taxa de resisténcia a oxacilina foi de 9% peldoaé de Agar diluicdo (CIM) e
de 7,5% pelo método de discodifusédo para o grupmmdadores assintomaticos.

— Para o grupo de amostras clinicas, a resisténictbef85% pelo método de CIM e
de 81% pelo método de discodifusao.

— Houve discordéancia na identificacdo de resistéa@aacilina pelos dois métodos
utilizados.

- A totalidade de amostras d8. aureusdeste estudo apresentou 100% de
resisténcia a penicilina e cefoxetina e um pesilsdisceptibilidade semelhante,
entre si, para as demais drogas ensaiadas.

— Todas as amostras avaliadas se mostraram senaiwgscomicina pelos dois
métodos adotados.

— A maioria das amostras oxacilino-resistentes caarmma genenecA(93,8%).

— O genePVL foi encontrado em 1 amostra de portador assintomat

— Os genescaA e icaD foram isolados concomitantemente em 41 amost@)6
de casos clinicos.

— A tipagem genética demonstrou um perfil mais homegénas amostras clinicas,
sendo que 54 delas (80%) apresentaram similarigiaplerior a 80%. J& para as
amostras de portadores assintomaticos obteve-§ié m&to com variagbes de

similaridade.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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