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RESUMO

As infeccbes causadas pdtaphylococcus aureussistentes a meticilina (MRSA) séo
temidas em virtude da dificuldade de seu tratamertda elevada morbidade associada.
A PBP2a (penicillin binding protein 2a), enzimapassavel pela sintese da parede
celular em MRSA, apresenta baixissima afinidadebmba-lactamicos. Pelo fato de a
PBP2a estar localizada na superficie externa, enmesria acessivel ao sistema imune.
Durante as infec¢Oes causadas por MRSA, poucobseseao hospedeiro infectado ou
colonizado desenvolve anticorpos anti-PBP2a e $eessnos seriam protetores ou nao.
O presente projeto tem por finalidade avaliar as¢mea e niveis de anticorpos anti-
PBP2a em um grupo de 56 pacientes colonizados pREAMe investigar se estes
anticorpos seriam protetores ou ndo. Os resultgeosdos permitiram observar que
71% das amostras analisadas apresentaram anticangeBBP2a pelo teste ELISA.
Estas amostras foram submetidas a Western blotcpafamacdo, demonstrando que
46% das amostras possuiram anticorpos anti-PBR##& éstes resultados, as amostras
positivas foram submetidas a purificacdo para awali cinética de crescimento de
MRSA. Foi observado que houve ligeira reducdo dssa@mento bacteriano entre
amostras de soro com anticorpos MRSA comparadasasode soro com anticorpos
anti-MSSA (PBP2a negativos). Por conseguinte ava&a curva de crescimento de
MRSA em presenca de imunoglobulinas purificadasate de pacientes colonizados
por MRSA, (quantificacdo bacteriana). Observamaslgpuve uma reducao drastica do
crescimento bacteriano em presenca destas imundiglab. Os resultados obtidos
indicaram que: (i) pacientes colonizados por MR®&gm produzir anticorpos anti-
PBP2a e (i) estes anticorpos podem conferir pémtecontra MRSA. Estes dados
parecem indicar que uma potencial vacina anti-PBp@8deria ser efetiva para
prevencdo de infec¢cbes causadas por MRSA, comoétanara o emprego de
imunoterapia passiva para o tratamento de paciarfeztados por este patdgeno.
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ABSTRACT

Infections caused by methicillin-resistant Stapbgkecus aureus (MRSA) are feared
because of the difficulty of their treatment ane thigh associated morbidity. The
PBP2a (penicillin binding protein 2a), the enzyrasponsible for cell wall synthesis in
MRSA, presents low affinity for beta-lactams. Besmwf the PBP2a is located on the
external surface, it would be accessible to the umensystem. During the MRSA
infections, little is known whether the infectedamonized host can produce antibodies
anti-PBP2a and whether these antibodies would bgtive or not. This project aims
to assess the presence and levels of anti-PBP2ayioup of 56 patients colonized by
MRSA and investigate whether these antibodies wbelgrotective or not. The results
showed that 71% of the samples presented anti-PBIR2Bodies in ELISA. These
samples which were subjected to Western blot fofficoation, it was demonstrated
that 46% of the samples presented antibodies &RP2R. After these results, the
positive samples were subjected to purificatiomdeess the MRSA growth kinetics. It
was observed that there was a slight reductionactdnial growth between serum
samples with antibodies and MRSA compared to tlodshe serum with anti-MSSA
(PBP2a negative). Therefore, the curve of growthMi®SA was evaluated in the
presence of purified immunoglobulins from the seminpatients colonized by MRSA
(bacterial quantification). We observed that themes a drastic reduction in bacterial
growth in the presence of immunoglobulins, thus destrating that these antibodies
could have a protective action. These results atdit that: (i) MRSA colonized
patients can produce antibodies against PBP2a andhése antibodies can be
protective against MRSA. These data suggest tpatential vaccine anti-PBP2a could
be effective for prevention of infections causedMMRSA and for the use of passive
immunotherapy in the treatment of patients infedtgdhis pathogen.



1. INTRODUCAO

Devemos temer o surgimento de uma pandemia plémetamtra a qual néo
existem antimicrobianos capazes de controlar estdrq ?

Por um periodo extremamente curto - cerca de nmégale de existéncia, 0s
antibiéticos possuiram um periodo de efetividad&aexrdinario. Considerados na
época, a solucdo definitiva contra as doencas ditfeas bacterianas, centenas de
milhares de toneladas de antibioticos foram prathsie liberadas para o meio
ambiente, ou ingeridas pelo homem e pelos anindg®s este periodo inicial de
descobertas médicas e de euforia pela eficiéncia @stratégia terapéutica, sua ampla
utilizacédo é atualmente questionada, ao menos @ mManeiras: Pelo desenvolvimento
de resisténcias bacterianas e pela escassez dabelacde novos antibioticos pela
industria farmacéutica (Andremont, 2007).

Esta espécie de resposta das bactérias tem sidadeaprincipalmente pelo uso
indiscriminado dos antimicrobianos — em especiahéos de largo espectro de acao —
nao s6 no tratamento clinico das doencas infegios®s também na adicdo de
antimicrobianos aos alimentos que ingerimos catahaente.

A pressdo de selecdolevou ao surgimento de patdgenos causadores de
infeccBes de dificil tratamento, como Asinetobactespp. ePseudomonas aeruginosa
multirresistentes, as enterobactérias portadorabetie-lactamases de largo espectro
(ESBLs), os enterococos portadores de genes dstémsa a vancomicina e 0S
Staphylococcus aureusesistentes a meticilina, também conhecidos ddRSA
(methicillin resistanStaphylococcus aurels objeto de nosso estudo.

Com uma surpreendente capacidade de adaptacdd@amigente, em especial
a pressdo de selecdo exercida pelos antimicrobighosureusdesenvolveu uma
resisténcia crescente, desde a introducéo da ldeaica terapia médica em 1942 até os

farmacos mais recentes, como o0 Synercid (Drago, 8)20(or exemplo.



Os MRSA sao, em sua grande maioria, sensiveis sena@s glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina). Entretanto, a ide#{fao de cepas resistentes a
vancomicina — VRSA, isoladas em 2002 (Weigel, 2008} leva a crer sobre a
possibilidade de retornarmos a era pré-antibi@tioao real.

Desta forma, a busca por novas alternativas demeito das infeccoes
bacterianas € de suma importancia e o conhecintirganecanismos envolvidos na
patogénese bacteriana pode nos fornecer pistastanpes para o desenvolvimento de
novas formas de tratamento.

Uma grande parcela da populacdo apresenta-se zadianpor estafilococos com
cerca de 20% considerados portadores permanefit¥s éransitorios (Peacock, 2001).
Este fato possui duas consequéncias: A primeirasdsgria o risco destes portadores
desenvolverem infecgBes causadas por estas baci@nfeccdes endogenas) e a
segunda seria 0 risco destes portadores - em abpesi agentes de saude -
disseminarem estas bactérias (MRSA particularmesnige pacientes hospitalizados,
como demonstrado por (Seneta al., 2003), onde em uma triagem entre agentes de
saude de um hospital foram encontrados 3% de poesde cepas MRSA.

Por outro lado, pouco se sabe se a colonizaca& paureugou MRSA) seria
capaz de estimular o sistema imunoldgico a prodaricorpos, e se estes anticorpos
teriam ac&ao protetora contra este patégeno. Bgiateses, dificeis de serem abordadas
em razédo da dificuldade de se medir fatores ratacios com a intensidade e duracgéo
da exposicdo ao patdégeno, estado imunolégico dergaccolonizado entre outros,
foram investigadas no presente trabalho, tendo comdelo aPBP2a (penicillin
binding protein2a) — uma transpeptidase de baixissima afinidalds peta-lactamicos,
que proporciona resisténcia cruzada a todos osni@nbbianos pertencentes a esta

classe.

1.1. As Bactérias do Géner&taphylococcus- Caracteristicas Gerais

De acordo com Bergey’s Manual of Systematic Bacterioleg2008 a
classificagéo taxondmica d&aphylococcus auresegue a seguinte sequéncia: Filo:
Firmicutes, ClassdBacilli, Ordem:Bacillales,Familia: Staphylococcacea&énero:

StaphylococcugspécieS. aureus.



A primeira descricdo de bactérias do gén&taphylococcus(do grego
“staphylé = cacho de uvas, ecbco$ = gréo) foi realizada por Ogston em 1880, que
relatoucoccusem formato de cacho de uva, como a causa de undegraiimero de
doencas piogénicas (Baird-Parker, 1990).

As bactérias do génerdtaphylococcusao cocos Gram-positivos encontrados
como organismos comensais ou patdégenos bacteri@mbe para humanos como
animais. Sao imodveis, com diametro variando enfsea0l,5 um, ndo formadoras de
esporos podendo aparecer de forma isolada, em, ga@sias curtas ou em cachos
(Figura 1A-B). Sao formadoras de col6nias pigmemdacem geral ndo-capsuladas,
catalase e termonuclease positivas e coagulasévpssou negativas (Ravel, 1997;

Zecconi; Hahn, 2000). Em meio de Agar Sangue, alggolados produzeiffithemolise
(Konemaret al, 2001).

Fogsd B - A - “ g -
Figura 1: Morfologia (A) e caracteristica morfotiril pela técnica de coloragdo de Gram (B) de
microrganismos pertencentes ao gérgaphylococcuspp. Fonte: Science Photo Library (2009)

Somente as espécieStaphylococcus aureus, Staphylococcus delphini,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus schledagulanse alguns isolados de
Staphylococcus hyicussdo coagulase positivos. A maioria das espécies de
Staphylococcué coagulase negativa (Helt al, 1994).

Os seres humanos sao comumente colonizados$s paureusem superficies
externas da pele e trato respiratério superiorfiquésrmente nas fossas nasais.
Individuos saudaveis normalmente carreia@taphylococcus aureumas eles podem
sofrer infeccbes cutaneas limitadas e localizadeseg), tais como furdnculos e
abscessos. No entant®, aureug uma patdégeno oportunista, e dadas as circure$anc
podem causar infec¢cdes mais graves. Queimaduragdad cirdrgicas séo infec¢des



comumente causadas p8t aureus onde a producdo de certas toxinas pode, por
exemplo, originar a sindrome de choque toxico, daegrave que pode levar a morte
por faléncia multipla dos orgaos. Infeccbes causadalo S. aureusincluem,
pneumonia, mastite, infeccdes de pele (impetigmjite e furunculoses), osteomielite,
endocardite e bacteremi@. aureuspode também causar intoxicagdo alimentar, como
resultado da produgéo enterotoxina (Stapleton &orag002). A elevada viruléncia de
S. aureudoi relatada pela primeira vez depois de um esfuddicado em 1941, que
identificou 82% de mortalidade associada a pacienoten bacteremias causadas por

este microrganismo, em um hospital na cidade deoBd¥elasquez-Meza, 2005).

1.2 Staphylococcus aureurResistentes a Meticilina (MRSA)

1.2.1. Historico

Ao descobrir a penicilina em 1929, Fleming foi aygiro observador da
resisténcia natural de microrganismos aos antdusfidescrevendo que bactérias do
grupo coli-tiféide e aPseudomonas aeruginos@acillus pyocyaneysndo eram
inibidas pelo antibiético. A causa desta resist&neitural foi, pouco depois, descoberta
por Abraham e Chain, que, em 1940, um ano ant@sichira publicacdo sobre o uso
clinico da penicilina, demonstraram em extratosEdeherichia coli(E. col) uma
enzima capaz de destruir a acdo da penicilina, ah denominaram penicilinase. A
difusdo do uso clinico da penicilina trouxe o cammento do fato de que entre
microrganismos sensiveis ao antibidtico ocorrexemplares resistentes. Foi verificado
por Kirby, em 1944, que algurStaphylococcus aureusolados de material clinico
mostravam-se resistentes a penicilina devido aygé@ua de penicilinase. Em 1946, nos
Estados Unidos, cerca de 5% dos estafilococosdgslde pacientes ou portadores eram
resistentes a penicilina. Em 1949 esta resist@uriéa ser notada em 29% dos germes
isolados em hospitais norte-americanos; em 198Qiatb0% e em 1959 era de cerca de
80%. No Brasil, atualmente, acima de 80% dsaureusisolados de pacientes
hospitalizados e cerca de 70% dos isolados de rgasigla comunidade apresentam
resisténcia as penicilinas naturais e, por exterssamnpicilina e amoxicilina (Tavares,
2000).



Os Staphylococcus aureusempre representaram um desafio em relagdo ao
desenvolvimento de novos antimicrobianos e deseerarin resisténcia a todos o0s
agentes terapéuticos que foram desenvolvidos rimsogl 50 anos (Hiramatset al,
2001), a excecdao de novas drogas anti-MRSA. O nuiés/el exemplo desse fendmeno
ocorreu em 1961, onde se relatou o primeiro isatmelinico deS.aureugesistente
ao Celbenin (Meticilina) no Reino Unido, e tal resisténcia foi encontrada
aproximadamente um ano apos o lancamento da rreti¢llevons, 1961) e em outros
paises europeus e mais tarde no Japéo, Austmatitados Unidos.

Desde entdo, o MRSA foi cada vez mais notificadmaedécada de 1970
comecgou a causar graves infecgoes hospitalareo@mot mundo. (Hiramatset al.,

2001). Na Tabela 1 estéo citados os principaistegseamvolvend&®. aureus

Tabela 1: Principais eventos é&naureugHeimanet al.,2005)

Ano Evento

1880 Alexander Ogston indentificdWicrococcusem uma infec¢do purulenta.
1931 A associacao entre coloniza¢ao nasal e fulose i descoberta.

1934 Popularizacdo da identificacdoSlaureugpelo teste de coagulase.

1944 Introducao da fogotipagem.

1947 Reportada resisténcia 8@ureusa penicilina.

1952 Associacao entre colonizacdo nasal e infeqgeBBomesma cepa.

1961 Reportada resisténcia 8@ureusx Meticilina

1991 Eletroforese em campo pulsado foi utilizada g@notipagem d8.aureus.
1994 Identificacdo dos MSCRAMMSs.

2000 Multilocus sequencing typirfgi desenvolvido para estudar a clonalidad&daireus
2001 Descoberto genoma 8aaureus.

2001 80% dos$.aureussolados de bacteremias sdo de origem enddgena.
2001 Aumento da infeccdo comunitaria por MRSA

2002 Reportada resisténcia a vancomicina

1.2.2. MRSA e a resisténcia a Vancomicina (VISA /RSA/ VSSA)

Como a vancomicina € o antimicrobiano de primeseola para o
tratamento de infeccbes por MRSA, o monitoramergorasisténcia a este farmaco
necessita ser realizado. O surgimento de c&taphylococcusoagulase negativa,
resistentes a vancomicina, foi o primeiro indicatide que esta bactéria estaria
realizando mais um passo na escala de resistéogiardibioticos, provavelmente em

decorréncia de seu uso abusivo na terapia médacag$et al, 2007).



Ainda n&o existe consenso sobre a terminologia gstedilococos com reduzida
suscetibilidade a vancomicina, ja que os termos ARBVRSA, VISA e GISA tém
sido utilizados, muitas vezes, para descrever aassleS. aureuscom as mesmas
caracteristicas. O termo VRSA, 8uaureusesistente a vancomicina, sugere a falha da
vancomicina em erradicar a infecgdo p8oaureusquando administrada em doses
clinicas apropriadas. Nos EUA, este termo é redernvaosS. aureuscujo MIC
(crescimento inibitdrio minimo) da vancomicina 82 mg/L, mas em outros lugares do
mundo, como no Japdo, é empregado Swoaureuscujo MIC da vancomicina & 8
mg/L (Tenover, 1999). Segundo a descricdo de C(0@), pacientes infectados com
S. aureugesistente a vancomicina contém o gene de resiatéanA de resisténcia a
vancomicina, primeiramente identificados Emterococcus

O “Center for Disease Control and Prevention” (GD&stabeleceu como
sensivel (VSSA), intermediario (VISA), e resiste&SA) aqueles estafilococos cujo
crescimento é inibido por concentragfes de vandoaic4 mg/L, 8 a 16 mg/L, & 32

mg/L, respectivamente_(http://www.cdc.gov/ncidodydfar_visavrsa FAQ.html#2m

21/012009). Os termos VISA, oWB. aureus com resisténcia intermediaria a
vancomicina, e GISA, 0&. aureuscom resisténcia intermediaria aos glicopeptideos,
foram derivados deste critério. O termo GISA parew@@s acurado uma vez que a
maioria dos casos ja relatados eram intermediantemesistentes tanto a vancomicina
como a teicoplanina; porém, o termo VISA é mais wo@nte utilizado (Tenover,
1999).

SegundoRodriguez & Vesga (2005), o mecanismo de resisiépara VISA
esta diretamente ligado ao espessamento da parguptideoglicano.

Na Franca, o “Comité de [I'Antibiogramme de la $¢&i Francaise de
Microbiologie” publicou “breakpoints” similares aosstabelecidos pelo NCCLS.
Contudo, usando os critérios interpretativos daitidr Society for Antimicrobial 25
Chemotherapy”S. aureusinibidos por concentragfes inibitdrias minimas Qylida
vancomicina< 4 mg/L sdo considerados sensiveis (VSSA) e por MIE mg/L da
vancomicina sdo descritos como resistentes a vaog@m(VRSA) (Tenoveret al,
2001).

Além disso, a expressao “heteroresistant VRSA” REW) tem sido usada para
determinalS. aureugjue contém uma subpopulacéo capaz de cresceraease agar
contendo 4 mg/L de vancomicina em 48 horas, e gMéCda vancomicina para esta

subpopulacdo seja, pelo menos, 8 mg/L (Hiramatswal, 1997). Outros autores



consideram h-VRSA aquelé&s aureusque apresentam um MIC da vancomicind
mg/L através do método do E-test utilizando um meimicionalmente rico (BHI) e um
in6culo bacteriano concentrado (Bobin-Dubraixal, 2001; Walsh , 2001; Wootton,
2001).

1.2.3. Mecanismo de Ac¢ao dos beta-lactamicos

Os B-lactamicos normalmente ligam-se as PBPs localzadaparede celular,
resultando na interrupcao do sintese do peptid=oglie morte da bactéria. Quando os
B-lactdmicos ndo conseguem fazer a ligacdo a PBPgmtese do peptideoglicano da
parede celular pode ser continuada (Deurengeat),2006).

1.2.4. Mecanismo de Resisténcia a Meticilina

A resisténcia a oxacilina e&taphylococcus aureus determinada, na
grande maioria das vezes, pela presenca de umagatizado no cromossomo, 0 gene
med\. Este gene é responsavel pela sintese da prdigadara de penicilina 2a, ou 2’
(PBP2a ou PBPZ2’), que substitui as outras proteiigeioras de penicilina na
membrana na presenca do antibiotico 3-lactamiassyp baixa afinidade ndo so6 para a
oxacilina como para os outros antimicrobianos bettimicos. A sintese da parede
celular do peptideoglicano € capaz de continuadsdeita em cepas MRSA com a
atividade de transpeptidase da PBP2a, uma vezqjderaais PBPs estdo bloqueadas
pelo antibidtico.

O genemed é regulado pelo repressmied e da tradugdo do sinal deedl,
localizado na transmembrana da bactéria, os géaislisergentemente transcritos. No
entanto, na auséncia do antibiotjstactamico,med reprime a transcricdo de ambos;
me@d e medIl-med. Na presenca d@-lactamico, a proteindec | clivada pelo
dominio metalo-protease, localizado na parte lEtopatica déiedRl, e torna-se ativa.
As metalo-proteases clivamed localizada na regido ativa deecA o que permite
transcricdo dene® e subsequente producédo de PBP2a ( Deuremerg 2006). Uma
representacdo do sistemm&d@, mecR mecl encontra-se na Figura 2.

O geneme® faz parte de uma ilha gendmica de resisténciameda
staphylococcal cassette chromosome mec (B€C podendo essas ilhas conter

também outros genes de resisténcia a outros amiomnos. Enquanto os HA-MRSA



(hospital-acquired MRSA) carregam S&€Ec dos tipos | a lll, os CA-MRSA
(community-acquired MRSA) estdo mais associadogipos IV e V. Os tipos IV e V
sdo elementos genéticos menores e com mais malaligae os outros. Esses tipos
carregam menos genes determinantes de resisténgizedos tipos Il e lll. Por isso, 0s
CA-MRSA caracteristicamente tendem a ser menosimagistentes que os HA-
MRSA, mantendo em geral sensibilidade a clindamaicimor exemplo (Mimica &
Mendes, 2007).

Menos freqlientemente, os estafilococos podem aypegsem nivel baixo de
resisténcia a oxacilina e a meticilina devido adpr@o de uma PBP estruturalmente
modificada ou pela superproducédo de beta-lactansesnativam estes antibioticos
(Tavares, 2000)

A . Promotor MecR1-mecl
Regiado reguladora .
Ty
_E s 10 —»
| mecA | | mecR1 \mec!
- =T 35 :
| S |
Promotor mecA
Figura 2: Representacdo esquematica da regido icamtif por med@A-medR-med.

Setas indicam diregdes relativas a transcricd@dnssned e med®k1-med genes (Stapleton & Taylor, ,
2002).

Fatores externos que afetam resisténcia a meticilicluem, entre outros,
concentracdo de sal, pH, osmolaridade e temper@ulaithews, & Stewart ,1984).
Algumas dessas influéncias externas sao exploragadaboratorio clinico para
melhorar a deteccédo de cepas exibindo resistémt@adgénea a meticilina; amostras
sdo cultivados na presenca de elevadas concerdralgdeNaCl (2%) e em baixas
temperaturas (30-35°C). Ainda nao se sabe porqeenaentracdo de NaCl e a

temperatura afetam esta resisténcia (Stapletoragdof, 2002).

1.2.4.1. A PBP2a — Estrutura, Dominios, Centro Aty

A caracteristica principal do MRSA ¢é a resistériendos os beta-lactamicos.

Este fendbmeno é causado pela presenca de umanprtiggidora de penicilina (PBP)



adicional, a PBP2a, codificada pelo gane® (Ryffel, 1992). A PBP2a teve sua
estrutura elucidada por Strynadka e colaboradare2002 (Figura 4).
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Figura 3. Estrutura da SauPBP2a. O dominio bilabhla
terminal nPB esta representado em laranja, conbo M
terminal (extensdo N-terminal) em verde. O dominio
transpeptidase esta em azul, com a posicdo doocativn
indicado pelo anel nitrocefina, em vermelho. Osneletos
da estrutura secundéaria do dominio transpeptidassmf
marcados de acordo com o esquema de marcacaopesado
a R6PBP2x $treptococcus pneumon)ads regides N e C
terminal estdo marcadas com N e C, respectivamdénte.
esquerda da representacdo em fita, estd uma ref@acie
linear dos dominios da SauPBP2a, com o numero de
residuos mostrados entre parénteses ( Lim & Sikma
2002).

Esta enzima apresenta uma baixissima afinidades fta-lactamicos. Desta
forma, mesmo na presenca destas drogas, a bacbésague realizar as reacdes de
transpeptidagcdo, necessarias para a construcé@retterelular (peptideoglicano).
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1.2.4.2. Classificacéo da PBP2a

Existem quatro PBPs e®. aureusPBP1, PBP2, PBP3, e PBP4. As PBPs de
alto peso molecular tém dois dominios de proteumas, envolvida na transpeptidacéo e
as outras envolvidas na transglicosilacdo ou editels cadeia glicana (Stapleton &
Taylor, 2002).

A PBP2a é classificada como uma PBP multimodukssd I, sendo composta
por uma regiao de ligacdo a membrana citoplasmatinadominio ndo-transpeptidase,
com uma provavel acdo auxiliar na reagdo de tratisidgdo e um dominio
transpeptidase, responsavel pelas reacdes de dmitggdo da enzima (Goffin &
Ghuysen, 1998).

1.2.4.3. Identificacéo laboratorial de MRSA (CLSI)

Em laboratorios clinicos que realizam rotineirameemtdentificacdo de MRSA,
0 antimicrobiano indicado para testevitro é a cefoxitina. Uma cepa d& aureus
resistente a cefoxitina deve ser considerada eesesia todos op-lactamicos (CLSI,
2008).

Diversos métodos tem sido utilizados para a detededresisténcia a oxacilina
em Staphylococcus aureukssa deteccdo muitas vezes pode ser dificilcipghmente
devido ao fenbmeno da heteroresisténcia. Os métodis usados historicamente
baseiam-se em modificacbes na tentativa de aumantxpressao da resisténcia a

oxacilina. Tais modificagdes incluem:

* incubacgédo a 33-35°C ao invés de 37°C;
* incubacéo por 24 horas, ao invés de 16-18 horas;

» adicdo de cloreto de sédio ao meio de cultura.

Outros métodos de identificacdo da resisténcia ticiitea sdo a identificacao

do genemecApor reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ou dfidagiio da PBP2a.
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1.3.Staphylococcusp. e a expresséao de fatores de colonizagéo e i@ncia

1.3.1. Fases do crescimento bacteriano e express@&datores de colonizacédo e
viruléncia

As fases do crescimento bacteriano estdo desmgamidamente na seguinte
sequéncia:

Fase lag (Laténcia):Esta é a fase de ajuste e representa 0 perio@ssdo para
adaptacdo das células ao novo ambiente. As céielsta fase aumentam no volume
total em quase duas ou quatro vezes, mas nao s$#erdiv Tais células estédo

sintetizando DNA, novas proteinas e enzimas, qo@isépré-requisito para divisao.

Fase exponencial ou lognesta fase ocorre aintese de proteinas de superficie
responsaveis pela aderéncia, colonizacéo, escapestdma imunologica. As células
estdo se dividindo a uma taxa geométrica constatéeatingir um maximo de
crescimento. Os componentes celulares como RNAgip@as, peso seco e polimeros da
parede celular estdo também aumentando a umadastante. Como as células na fase
exponencial estdo se dividindo a uma taxa maxineg 830 muito menores em
diametro que as células na fase Lag. A fase deigresto exponencial normalmente
chega ao final devido & deplecédo de nutrienteneissg, diminuicdo de oxigénio em

cultura aerébia ou acumulo de produtos téxicos.

Fase estacionariadurante esta fase, ha rapido decréscimo na taxévid&o celular,
ocorrendo a sintese de toxinas, exoenzimas invas@flamacédo.Eventualmente, o
namero total de células em divisdo sera igual anemd de células mortas, resultando
na verdadeira populacdo celular estacionaria. Ag@émenecessaria para manter as
células na fase estacionaria € denominada enezgiadutencdo e é obtida a partir da
degradacéo de produtos de armazenamento celulasejay glicogénio, amido e
lipideos.

Fase de morte ou declinioguando as condi¢cdes se tornam fortemente impropaices

0 crescimento, as células se reproduzem mais lentane as células mortas aumentam
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em numero elevado. Nesta fase, o0 meio se encogfi@detite em nutrientes e rico em

toxinas produzidas pelos proprios microrganismadl@K & Surette, 2006).

Na Figura 4 estédo representadas as fases acimaakesemando como modelo

o S. aureusEntretanto, a figura reflete somente parte dtw e crescimento de uma

populacdo bacteriana (as fases lag e de decliniestdo assinaladas).

A regulacdo destas fases ocorre através do sisfrroeum Sensing, que sera

abordado posteriormente.

Densidade bacteriana (log,

Toxinas

QQQ

Fase
estacionaria

A Coagulase
9 Proteing A

Proteina ligadora de
colageno

? Profeing ligadora de
fibrenectina
% Fator clumging

Fase
exponencial

Tempo ()

Figura 4. Relagéo entre curva de crescimento eeegfo dos fatores de
viruléncia emStaphylococcus aure($rabulsiet al, 2004)

As bactérias podem produzir um amplo repertériongéeabdlitos secundarios e

podem responder a uma ampla variedade de produfoscgs no seu ambiente. Nos

ultimos anos, determinados grupos de metabdlitosnsiérios tem sido caracterizados

pelo seu papel na regulacdo da expressdo dos genam sistema celular densidade-

dependente, e este comportamento tem sido coletvi@mreferido comajuorum

sensingou comunicacao intercelular de (Figura 5) (KefleGurette, 2006)
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1.3.2. Regulacao da Expressao dos Fatores de Coiagao e Viruléncia - Sistema
Quorum Sensing e Agr (gene regulador acessorio)

A regulacao da expressao dos fatores de viruléasgm como, a habilidade de
driblar o sistema imunoldgica do hospedeiro saoréat criticos durante um processo
infeccioso. Através do sistema daorum sensingas bactérias podem “sentir” qual o
melhor momento para expressar fatores de virul@ngarantir que o “ataque conjunto”
ao hospedeiro seja eficiente. O principio glmrum sensing simples: quando uma
Unica bactéria libera um autoindutor no ambienie, ®ncentragdo é muito baixa para
ser detectada; no entanto, quando um numero suficie bactérias esta presente, a
concentracdo de autoindutores alcanca um nivalisafe para fazer com que as células
respondam ao estimulo, ativando ou reprimindo asegelvo. Desta forma, este
sistema permite que as bactérias coordenem seuoc@mmgnto de acordo com as
condi¢cdes do ambiente. Isto inclui adaptacdo aodibidade de nutrientes, defesa
contra outros microrganismos que podem competo peismo nutriente ou ambiente,
protecdo contra componentes toxicos, expressaatdee$ de viruléncia, producédo de

antibiéticos, formacao de biofilmes e outros (Ttabet al, 2004).

Baixa densidade celular Alta densidade celular

@ Célula bacteriana Auto-indutor

Figura 5. Principio de funcionamento daorum sensingse ha poucas
bactérias em um ambiente (A), a concentracdo deiadtitores, muito
baixa, ndo é detectada, mas assim que a densidadgonal aumenta
(B), essa concentragdo atinge um certo ‘limite’as tmoléculas sdo
‘sentidas’ pelas bactérias presentes (Hardetah 1998)
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1.3.3. MSCRAMMSs

MSCRAMMSs (microbial surface components recogniziaghesive matrix
molecules) sdo elementos da superficie bacteriagponsaveis pela colonizacdo e

viruléncia em bactérias Gram positivas (Foster &kj 1998) .

Bactérias patogénicas que sdo essencialmente elutemes, tais como
Staphylococcus aureugpodendo aderir aos componentes da matriz exttacetio
hospedeiro para iniciar a colonizacdo. A aderéacrediada por proteinas de adeséo de
MSCRAMMSs, as quais, na maioria dos casos estaolamemente ligadas a parede
celular do peptideoglicano (Foster & Ho0k, 19983 Mgura 6, tem-se alguns exemplos
das principais proteinas MSCRAMMs @&taphylococcus aureu@Varraffini et al,
2006), que, como podemos observar sado produzidiseaxponencial de crescimento

bacteriano, conforme ilustrado anteriormente naréid.

(a) FNBPA LPXTG
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(b) Cna
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(c) CHA
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Figura 6: Organizacao estrutural de proteinas MSKINA.

(a) FnBPA, (b) CNA, (c) CIfA e (d) Spa &aphylococcus aureus' representa a seqiéncia sinal, "R"
representa os dipeptideos repetidos Ser-Asp, fvésenta o muro “wall spanning”, e "M" representa a
regido “membrane-spanning” e residuos carregadsgiyaomente. Wr é composto de octapeptideos
repetidos, e Wc é uma regido ndo-repetida. As Pesidos aminoacidos LPXTG e dos dominios A-, B-,
C-e D-s sao indicados na figura. Os asteriscosamdios dominios das ligagdes. (Foster & Hook, 1998

Vérias destas proteinas relacionadas vinculam mialecla matriz extracelular e
foram designadas como componentes da superficieolmana que reconhecem
moléculas de adesinas da matriz (MSCRAMMS). Estudosntes sugerem que estas
proteinas desempenham um papel importante na dapacidos staphylococci
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colonizarem tecidos (Patti, 1994)A insercdo das MSCRAMMS na parede celular dos

staphylococci € feita com o auxilio da enzisoatase como representado na Figura 7.
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Figura. 7. Representacéo da parede celular - pesteie superficie em bactérias gram-positivas.
Proteinas de superficie sdo primeiramente sintitizano citoplasma da bactéria como 0s precursores
(P1), contendo uma sequéncia N-terminal e uma @Hat. A sequéncia sinal se dirige a célula
exportadora do polipeptideo através do sistemaSap0s a translocacéo, é clivada pelo sinal pesgatid
O produto dessa reacao, o precursor P2 abriga sper@terminal, que é retido no interior da via
secretoria através do seu dominio C-terminal hidriob (cor negra) e carregados positivamente ndacau
(+). A sortase, uma transpeptidase de membranaadeoom sitio ativo de cisteina, cliva o elo entre
peptideo treonina (T) e da glicina (G) do motivoXais, gerando um acil intermediario (Al). O Lipidio
I, precursor da biossintese do peptideglicanaaep®nte de pentaglicina (GJyum grupo amino ataca o
acil intermediario, que liga a treonina C-termingbroteina da superficie do lipidio Il (precurs@) B
regenerando o sitio ativo da sortase. (Marraéftral, 2006).

1.4. Epidemiologia de MRSA

Na Ultima década o0s microganismos gram-positivos) especial o
Staphylococcus aureuemergiram como importantes agentes causadoliegededo na
corrente sangiinea. Estas infeccOes acometem feEcEn todas as faixas etarias, com
maior frequéncia nos extremos de idade e apresepi@anprognostico em pacientes
com idade acima de 50 anos. Entre as infeccOesithlasps, as sepses por
Staphylococcus auresfio responsaveis por elevada morbidade e modalig\oreira
et al.,1998).



16

1.4.1. Infeccdes hospitalares

As InfeccBes hospitalares (IH) ou nosocomiais (degg nosos = doenca;
komeion = hospital) sdo atualmente um problema rfapte de salde publica em
hospitais do mundo inteiro. Estas infeccOes podewarl ao prolongamento da
internacdo aumentando a morbidade e mortalidadensequentemente, a um elevado

custo econdmico.

Nos Estados Unidos as IH afetam mais de 2 milhéegagientes anualmente,
significando um custo de U$ 4,5 bilhdes (Gayne§719Segundo Astagneaat al
(1999), na Franca, cerca de 800.000 pacientes thbizpdos adquirem infeccao
hospitalar, significando um custo anual de aprogan@ente U$ 1 bilhdo. Resultados do
projeto SENIC (Study on the Efficacy of Nosoconirdkction Control) estimaram que
se as IH fossem controladas com eficAcia maximaa 30.000 Obitos poderiam ser

evitados por ano nos Estados Unidos (Astageéall, 1999).

Cerca de 5,7% dos pacientes norte-americanos hlizgitos desenvolvem uma
infeccdo hospitalar (Emori & Gaynes,1993), na Faaeste numero sobe para 9,3%
(Astagneauet al., 1999) enquanto que no Brasil, segundo dados faloecpela
Coordenacédo de Controle de Infec¢cdo HospitalaraBamento de Gestdo de Politicas
Estratégicas, Secretaria de Politicas de saudeidist®tio da Saude — BRASIL (Of.
44), a taxa de IH no pais é de 15,5%. O tempo méelilmternacdo é de 11,8 dias,
sendo 21,7 dias quando acometido por uma IH (Minstda Saude, 1999).

Entre as bactérias responséaveis por estas infec€@phylococcus aureus
juntamente comEscherichia coli sdo os germes mais freqientemente encontrados
(Astagneatet al., 1999; Emori & Gaynes, 1993; Pfaller, 1998; Resertial., 1998;
Wagneret al.,1997; Weinsteiret al.,1997).

As etapas das infec¢gbes causadasSpaureugpodem ser resumidas da seguinte
maneira: freqientemente neonatos, criancas e adptidem ser colonizados pSt
aureuse portar o microganismo nas fossas nasais, e gamak ocasifes, na pele e
vestuario. A partir destes locais, ®saureugpodem ser transmitidos a outras regides da
pele ou mucosas; se estas barreiras sdo quebradasmptrauma ou cirurgia, 8.
aureus que € um agente patogénico oportunista, podeamay local do ferimento.

Devido a sua grande versatilidade, esta bactérieagaz de provocar doencas
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generalizadas de amplo espectro, variando desdeciids cutdaneas menos graves a
infeccdes invasivas graves como: bacteremia, ibEscgo sistema nervoso central,

osteomielite, infeccbes do trato respiratorio, anim e sindrome do choque téxico

(Velasquez-Meza, 2005).

1.4.2. Infec¢des comunitarias por MRSA

Durante a década de 1990, MRSA emergiu como unsadiinfeccdo entre as
pessoas saudaveis na comunidade que nao havianméipltude fatores de risco para
HA-MRSA (Staphylococcus aureussistente a meticilina associado aos hospitais). O
Staphylococcus aureugsistente a meticilina associados a comunidg@A-MRSA)
sdo manisfestados mais comumente na pele, infededesidos moles, porém mais em
infecgBes invasivas, incluindo sepsis, sindromerasante, pneumonia, e fascite,
também podem ocorrer. Em um estudo de base popo@m Atlanta e Baltimore, a
incidéncia de infeccdo por CA-MRSA foi mais elevagdre as criangcas menores de 2
anos (Benoit et al, 2008).

Tabela 2: Tempo necessario para taxas de resst@oSiaphylococcus aureus
penicilina, vancomicina e meticilina atingirem 25%s hospitais e na comunidade
(Chambers200J).

Ano de Anos até Anos até taxa de| Anos até taxa de
- , introducéo primeiro 25% de 25% de
Antimicrobiano o O e
na pratica relato de resisténcia em resisténcia na

clinica resisténcia hospitais comunidade
Penicilina 1941 1-2 6 15-20
Vancomicina 1956 40 ? ?
Meticilina 1961 <1 25-30 45-60 (projecaq)

1.4.3. Prevaléncia de MRSA

Um estudo recente realizado nos EUA por Graham lgbomdores (2006),
apontou uma prevaléncia dg.aureuse MRSA na populacdo de 31,6 e 0,81%,
respectivamente.

Com base nestes dados, podemos estimar que existamde 93 milhdes de
portadores nasais & aureuse 2,5 milhdes de portadores de MRSA nos EUA. Ainda

com base nestes mesmos numeros, poderiamos egtimgiossam existir cerca de 2
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bilhbes de portadores d&. aureuse 53 milhdes de portadores de MRSA
respectivamente, no mundo inteiro.

Uma busca feita por Remonatto e colaboradores §2007site PubMed foi
observado um aumento significativo do nimero ddigagbes sobre CA-MRSA de

2000 a 2006, conforme demonstra a Figura 8.
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Figura 8: Numero de publicagdes PubMed, 2000 abootue
2006: CA-MRSA (Remonattet al, 2007)

Esta em curso um programa do Sistema Europeu dénig de Resisténcia
Antimicrobiana para documentar a resisténcia antobiana (Appelbaum, 2006). A
prevaléncia de MRSA e mudancas na prevaléncia agolalo tempo nos paises
participantes deste sistema s&o regularmente adatis registradas (Tiemersetal,
2004). Entre janeiro de 1999 e dezembro de 200Z580solados nosocomiais foram
coletados a partir de 495 hospitais de 26 paisggeraléncia do MRSA variou entre
menos de 1% no norte do Europa a mais de 40% ne seste Europa. Durante este
tempo, a incidéncia do MRSA aumentou significatieate em muitos paises, incluindo
Bélgica, Alemanha, Irlanda e do Reino Unido (FigByadestacando-se a necessidade
de um melhor procedimento de controle de infechés. Estados Unidos e nos paises
da Asia (incluindo Taiwan, Coréia e Australia)naidiéncia de isolados MRSA também
estd aumentando dramaticamente (Jones ME et &; R0f et al.,2004 e Hsuebt al,
2004). Hsueh e colaboradorgd04) relataram um aumento na prevaléncia de MRSA
isolados de 26% para 77% entre 1986 e 2001, emahaildurante o periodo 1999-
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2001, a prevaléncia do MRSA foi 64% em hospitaisideios da Coréia (Kinet al,
2004). Deste modo, MRSA representa atualmente whlgma crescente em escala
mundial (Appelbaum, 2006).

% MRSA
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Figura 9: Percentagem &taphylococcus aureussistentes a meticilina
isolados de 1999 a 2002 na Europa. (Tiemeestad, 2004).

Os dados obtidos em hospitais brasileiros tambémesaptam numeros
preocupantes. Além de elevadas taxas de prevaléesggecialmente em hospitais,
MRSA é considerado o principal patégeno causadaud®s epidémicos em hospitais
(Beretta, 2004). Em 1986, mais de 50% das cepaxowmsais deS.aureudsoladas em
pacientes de hospitais universitarios de Sao Raalo resistentes a meticilina (Pannuti,
1995). Em 1993, a incidéncia de MRSA no Hospitalifteico da Escola Paulista de
Medicina era de 79% (Pannuti, 1995).

Um estudo realizado em hospitais de Belo Horizapentou uma prevaléncia
de 71% de MRSA (Resenéeéal, 1998).

No Brasil, na atualidade, os estafilococos, tantd.oaureuscomo o S.
epidermidis mostram-se resistentes a penicilina G, ampicédiaanoxicilina em mais de
70% das cepas isoladas, seja em ambiente hospitatea comunidade, ndo sendo mais
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indicado o uso destes antimicrobianos para o textéonde infecgbes estafilococicas,
mesmo que benignas e mesmo que procedam do améigraenospitalar. Além disto,
estes germes vém mostrando elevado indice de émsta meticilina (portanto,
também a oxacilina e cefalosporinas) no meio halspitno Brasil, repetindo-se o
observado em outros paises. Relatos de hospitaislifementes regides brasileiras
encontram 30% a 100% & aureusesistentes a oxacilina. Esta situacdo da resistén
a oxacilina varia com a regido e, mesmo, o hospitalisado, devendo ser avaliada
localmente. A titulo de exemplo, na mesma époc&88jlha mesma cidade (Rio de
Janeiro), a resisténcia a oxacilina foi de 27%eeasr amostras d& aureussoladas no
Hospital Gaffrée e Guinle — Rio de Janeiro (senvi§erde Emergéncia), enquanto que
no Hospital Souza Aguiar — Rio de Janeiro (com uos dhaiores Servigos de
Emergéncia da cidade) atingiu 58%. No entantosasierorganismos ainda mantém
boa sensibilidade (acima de 80%) a oxacilina elagfarinas de primeira geracdo na
maioria das cepas isoladas do meio extra-hospitadaBrasil, possibilitando o uso
destes antimicrobianos nas infec¢cdes estafiloce@omunitarias (Tavares, 2000).

Um hospital de Recife, Pernambuco, revelou que 28inpacientes colonizados
por MRSA néo diferiram significantemente do grugoctlonizados por MSSA ou dos
pacientes nao colonizados pS8r aureus quanto ao sexo e a faixa etaria; todavia,
observou-se discreto predominio da colonizacadRBA no sexo feminino, quando
comparado ao masculino, e menor acometimento @ar eéspa de pacientes na faixa
etéria de 12 a 19 anos. Quanto a faixa etariabP24) eram adolescentes, 65 (28,1%)
tinham idade entre 20 a 39 anos e 154 (66,7%) masiginham 40 anos ou mais. Nao
houve associacdo significativa entre presencé.daureuse faixa etaria, porém se
observou reducdo do numero de portadores com o raonda idade, pois nos
adolescentes o percentual de portadores foi 58,3semaiores de 59 anos, 31,5%
(Tabela 3) (Cavalcanti, 2006). Dos pacientes aaddis, 30 (13%) estavam colonizados
por MRSA, 57 (24,8%) por MSSA e 144 (65,3%) n&oawstn colonizados.
Considerando apenas os portadoressdaureus houve 34,5% e 65,5% de MRSA e
MSSA, respectivamente (Tabela 4). De acordo com abivin do internamento, a
prevaléncia deéS. aureusnos pacientes internados nas UTIs por razdesatirfoi de
38,7%, semelhante aquela por razdes cirdrgica8¥36sem diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (Tabela 3). Em relagdonidade de internamento, a
freqiéncia de MRSA foi maior na UTI de doencasdttfgoarasitarias (15,4%), porém

nao diferiu estatisticamente das demais UTIs, asdeercentuais foram 11,1%, 13,3%
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e 13,2%, respectivamente na UTI coronariana, degia cardiaca e geral (Tabela 3).
Independente da cepa houve maior nUmero de poesdes. aureuentre os pacientes
provenientes de hospital (n=76, 53,9%) do que emieeles provenientes da
comunidade (n=11, 12,2%), diferenca essa estaims@ote significante (p < 0,001)
(Tabela 4) (Cavalcanti, 2006).

Tabela 3— Distribuicdo de sexo, faixa etéria, motivo de inganento, procedéncia e
unidade de internamento dos 23l1pacientes seguntmizagdo porS. aureus
importado para as UTls — Hospital Universitario @kle Cruz — Pernambuco - Brasil
Jan/Abr 2003 (Cavalcanti, 2006).

VARIAVEIS Staphylococcus aureus
colonizado ndo colonizado TOTAL
MRSA MSSA
n % n % n % n %
Sexo
masculino 14 109 32 248 83 64,3 129 55,8
feminino 16 15,7 25 245 61 50,8 102 44,2
Faixa etaria (anos)
12-19 01 83 06 50,0 05 a7 12 5.2
20-39 1 16,9 15 231 39 60,0 65 281
40 -59 11 136 20 24,7 50 61,7 81 351
60 o7 9.6 16 219 50 68,5 73 3.6
Motivo de internamento
clinico 15 14,2 26 245 65 61,3 106 459
cirdrgico 15 12,0 n 248 79 63,2 125 541
Procedéncia
Hospital 27 19,1 49 34,8 65 46,1 14 61,0
Comunidade 03 33 08 89 79 878 a0 39,0
Unidade de internamento
cirurgia cardiaca 13 133 26 26,5 59 60,2 a8 42,4
coronariana 06 11 13 241 35 64,8 54 234
doencas infecto-parasitarias 04 154 07 26,9 15 57.7 26 1.3
geral o7 132 11 208 a5 66,0 53 229
MOTA - Resultados de MRSA X nao colonizado MSSA X nao colonizado colonizado X ndo colonizado
testes estatisticos 7 p 7 P i P
Sexo 1.21 0,271 0,10 0,749 0,50 0,480
Faixa etaria 1.0 0,314 074 0,350 1,33 0,249
Motivo de internamento 0,24 0,627 0,00 0,951 0,09 0,769
Procedéncia 20,05 <0,001 27,73 <0,001 40,65 < 0,001

Unidade de internamento = 0,421

p[ shar UT| infscio-parasitiniaz X outraz UTI

De acordo com a Rede Nacional de Monitoramento ef@sEéncia Microbiana
em Servicos de Saude — RedeRM / ANVISA (2008)Staphylococcusepresentaram
47% de todas as notificacdes. A resisténcia a lmacioi verificada em 80% dos
Staphylococcuscoagulase negativo e em 61% dSs aureus nos 18 meses do
monitoramento. A consisténcia desse resultado @ifivzada testando-se o banco

separadamente para 0 grupo de hospitais que actifit mais de 10 isolados por ano e
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para aqueles que notificaram menos de 10 isoladopeniodo. Ambos os grupos
apresentaram média de resisténcia de 61% a oxacilin

Estudos de epidemioldgicos baseados em técnicasolbgia molecular — em
especial eletroforese de campo pulsado (pulsed-figél electrophoresis) tém
demonstrado a presenca de um tipo clonal predoteinBECMRSA —Brazilian
epidemic clone MRSA ou CEB - clone epidémico beasi) disseminado em hospitais
de todo o Brasil (Teixeirat al.,1995). Este clone parece possuir uma maior capaeid
de adesao proporcionada pela expressao de fateradeddo a superficies (Amaedl
al., 2005). O relato nos EUA de surtos causados por MR&Aomunidade levou a se
pensar que esta possibilidade tivesse ocorridoénRorestudos mais detalhados
mostraram que as infec¢cdes comunitarias estavanio ansadas por um patégeno com
caracteristicas diferentes da cepa hospitalar. B®, fas cepas comunitarias
apresentavam um perfil de sensibilidade diferentgrande parte delas possui a
leucocidina Panton-Valentine, a qual leva estascigiies a serem mais agressivas
(Vandenesclet al.,2003). Atualmente, teme-se que as cepas comusitégizham a se
instalar no ambiente hospitalar, o que poderiarlagadesenvolvimento de uma nova

cepa, tao resistente quanto a hospitalar e tassigaequanto a cepa comunitaria.

1.4.4. Colonizagao nasal

O S. aureust um organismo comensal presente no epitélio haneu sitio
ecoldgico primario € o vestibulo nasal, uma regiaterior no nariz (Van Belkum,
2006). O estado de portador nasal pode ser defoudwm persistente ou intermitente, e
h& ainda individuos nao-portadores. Alguns estagositam para uma taxa de 25% de
portadores nasais dg&aureus com o restante distribuindo-se entre nao-poresier

portadores intermitentes (Dall Antoreaal.,2005).

O S. aureuscoloniza primeiramente a pele e mucosa de humandes varias
espécies animais (Heima al., 2005). Embora varios sitios do corpo humano possam
ser colonizados, a infeccédo da narina anteriom@is freqliente sitio portador pa&3a
aureus Os sitios extra nasais que costumam abrigar cogaaismo podem incluir a
pele, perineo e faringe. Outros sitios portadoremas freqlentes incluem o trato

gastrointestinal, vagina, e axilas (Heinral.,2005).
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A colonizacdo nasal d&. aureusdesempenha um papel fundamental no
desenvolvimento de infec¢des por esta bactériaclaoamente demonstrado que este é
um importante fator de risco para o desenvolvimeetonfeccdo em certos subgrupos
de pacientes (por exemplo, os doentes submetidmsn@dialise, dialise peritoneal, e
cirurgia, e 0s pacientes com dispositivos intravses e infeccdo pelo HIV)
(Kluytmans et al, 1997).

As elevadas taxas de transmissdo em hospitaiseotqorque oS aureuse
MRSA, a partir das narinas, podem ser transferppropagados para outras areas do
corpo dos doentes, para o profissional de sauddeste ao paciente. A principal via de
transmissdo do MRSA dentro de um hospital pareceeeloente para doente, levada

pelas maos desses profissionais. Além disso, MR&& pxistir também contaminando
objetos, no ambiente, se propagando para 0s pesjeninuitas vezes, atraves das maos
dos profissionais de saudegyvineet al, 2001).
Na Figura 10, observam-se as diferentes taxasldeizacdo em sitios do corpo
na populacdo em geral e em portadores nasa% dereusNa maioria dos casos as

taxas sao maiores entre os portadores nasais (Hleinah, 2005).

Genaral population Sawreus nasal carriers

T Ay
I| EE__\_..NOE 7% II =@ Mose 1008
Meck 10%.—__ \‘J\af/'? Fharyro: fe =S 5
s fm-za% it TRV
it o s T I5-5i0%
/ ™

}, Skin chest -' Skin chest
// |: 15% / 45%
Auilla B | - \ Axilla 19% |

|
/ [ (| \ ki Skin

! J'| abckomen | 1 abdomen
Foreamn | ",,rt | 15% Forearm__ / /,-’11' | 40
20% 4‘-’.93J.l
\
|
[ | Hand I|

| 1 nc-u
| I”'Jh:3 ' | U"u
“ |
|| I'Ill'l\l‘af-’\erlneumz"% | I'N—Henneumbo-;
| i1 | Waginal 5% I
o B \\
R
e l. | [ \
I 1 Ill |II \

|II !I | |
| | |- Jlll
\ l |.| / _Anke 10% \ I|I | ,"’L_J. nkle 10%
| | |t
AT

Hand...
7

I

H_J,,e__ 3

Figura 10: Taxa de adultos portadoressdaureus(Heimanet al.,2005)
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Dentre os fatores que afetam o éxito da infecc&ocmmial deS. aureusestao
as caracteristicas fenotipicas e genotipicas dasscéatores do hospedeiro, esquemas
de tratamento antimicrobiano e medidas de conttateinfec¢gbes implementadas nas
instituicdes (Velasquez-Meza, 2005).

Weese (2006) relatou isolamento de MRSA da mucasalmou oral de 17,9%
do pessoal docente em um hospital veterinario,rswlye que o profissional Médico-

Veterinario pode estar em maior risco de coloniagg MRSA.

Como MRSA mostra-se mais comum em humanos, torrmaAdsiente que esta
situacao pode refletir em animais domésticos denagséio da populacdo. Esta é uma
situagdo inquietante, pois o potencial de ambaslaencas - humana e animal -
dificultam o controle deste patégeno. A investigagdé@ CA-MRSA em humanos deve
levar em consideracdo o envolvimento de animaisocfumte de infeccdo, pois estes
podem adquirir MRSA no ambiente doméstico e seatarpossiveis reservatorios da
infeccdo. Vigilancia e medidas de controle dascigdes devem avaliar 0os seres
humanos e seus animais e para limitar o impactMR8A em ambas as populacdes
(Weese, 2006).

A detecc¢édo da colonizacdo pdafhylococcus aureus vital para as estratégias
de intervencdo. Triagem de colonizacdo nasal do MR@lizando métodos de
diagndstico rapido ajudam bastante no combatefdaci&io endégena. Os componentes
da superficie microbiana séo importantes na efcdai colonizacdo. Muitas proteinas
de superficie estdo sendo investigadas perante femgdes moleculares e seus
potenciais para desenvolvimento de vacinas. (VdkuBge 2006).

Agentes de saude portadores podem estar envolndoslisseminacdo de
S.aureusentre pacientes. Senea al (2003), demonstraram a presenca de um mesmo
clone de MRSA, tipado por eletroforese em campgauld (PFGE) entre pacientes de
duas enfermarias distintas e agentes de saude erhospital de emergéncia. Foi
observado que portadores nasais tém uma probalalideés vezes maior de
desenvolver bacteremia p8r aureugWertheinet al.,2005), porém, entre 0s pacientes

nao-portadores a mortalidade € aumentada sigivaraente (Wertheiet al.,2004).

A partir destes dados, pode-se supor que uma €§wogirévia, no caso dos
portadores, poderia levar ao desenvolvimento deapbs protetores, o que levaria a
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quadros clinicos mais brandos em relacdo aquelgsnpes nao-portadores, que nao

teriam os anticorpos em questao.

O bom conhecimento destes mecanismos é fundanpamtab desenvolvimento
de estratégias vacinais que possam prevenir ocedagortador nasal, principalmente

entre agentes de saude.

1.5. Staphylococcus aureus o sistema imunolégica — Resposta Inata e Adaptadi

O peptideoglicano e o acido teicdico sédo constiésirda parede celular que,
além de conferir rigidez a parede celularSl@aureustambém sao fatores de viruléncia
em alguns microrganismos. Os primeiros ativam cemphto, inibem a quimiotaxia
das células inflamatérias e estimulam a producaandieorpos; o segundo tem fungéo
de aderéncia da bactéria as superficies mucoga®téina A é outro fator de viruléncia

por inibir a resposta imunoldgica (Koneman, 2001).

Em geral, a capacidade das bactérias para prodoeacas nos seres humanos &
causada por evasao do sistema imunoldgico do hespedue inclui a resisténcia a
antimicrobianos, destruindo leucdcitos fagocitarida medida em que os neutrofilos
ou granuldcitos constituem o maior niumero de leib®cnas pessoas, eles sdo o

principal mecanismo de defesa as infec¢coes$aureugDeleoet al.,2009).

Os neutrdéfilos sdo responsaveis pela adesao, tageciproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), secrecéo de citocsiasese de leucotrienos, degranulacao
e atividade bactericida. O contato célula-célutaaeréncia também de neutrofilos ou
granulocitos reforcam a fungdo do sistema imunotigiAlgumas bactérias como
S.aureus sdo agonistas dos receptores Toll-like (TLRsS) L&RS sdo componentes

importantes para o processo de resposta patogetiadagDelecet al, 2009).

Na imunidade adquirida, acredita-se que os mecasisia ativacido da resposta
imunoldgica dependam de um reconhecimento néo ifispeexecutado pela imunidade
inata. Sob esse aspecto receptores Toll (Tolldaeptors - TLRS) representam uma
importante familia de proteinas transmembranasazesp de reconhecer padroes
moleculares presentes numa variedade de microgasisiAs moléculas TLRs
participam no reconhecimento, sédo expressas ndaicéecom o ambiente local da
infeccdo, e, além da ativacdo e inducdo da exmredsamoléculas co-estimulantes,
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agem sobre a sintese e ativacdo de citocinas catexdelicina- 1 (IL-1), IL-6, IL-12 e
TNF, intervindo no segmento especifico da imunidadaptativa de defesa contra
infeccdes (Trabulset al, 2004).

A caracteristica de resisténcia dependera da agmcidos individuos de
responderem ao estimulo inicial através da ativalgi@élulas fagociticas, como o0s
macrofagos e os polimorfonucleares; dependera, éambla capacidade em ativar o
sistema complemento, além de produzir citocinagterds de crescimento, que serao

secretados e estimulardo a resposta adaptatiiau($rat al., 2004).

1.5.1. Evaséao imunoldgica por Staphylococci

A principal defesa contra a infeccdo [raureus$ a imunidade inata através
dos neutrofilos, onde o patégeno tem a capacidadertyanar” estas células de varias
maneiras. Além disso, 0 organismo secreta proteiimasnomodulatérias que
comprometem a inducdo de resposta humoral e a dagd@imediada por células. Isto
poderia explicar porque muitas pessoas podem sefpetidas infecgbes. Muitas vezes
niveis de anticorpos sdo muito baixos para agirerfodnma protetora e o hospedeiro é
incapaz de responder as re-infeccbes com uma fegjgosta secundaria devido a
deplecéo de células T e B (Foster, 2005).

Na fase inicial da resposta imunolégica do hospedei infeccdo, os
microganismos e 0s seus produtos sao fagocitadosnporofagos e outras células
apresentadoras de antigeno, e transportados padaol®s linfaticos, onde as células B
sdo estimuladas a se diferenciarem e secretareoor@als que se ligam aos antigenos,
facilitando a fagocitose das bactérias (opsonidac&ste sistema ndo funciona
corretamente no caso d& aureus uma vez que estes anticorpos e a memoéria
imunologica parecem ser insuficientes para previer@ccdes subsequentes (Foster,
2005). Na tabela 4 sdo demonstrados alguns fatpues contribuem na evasao

imunoldgica polS. aureus
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Tabela 4: Constituintes da parede celulaBdaureugjue contribuem para a inducéo da
resposta imunoldgica no hospedeiro (Sargbal., 2007)

Constituinte Definicao e funcdes

Polissacarideo espécie-especifico constituido dsfatto de ribitol e N
Acido tecdico acetilglucosamina, capaz de ativar a via alteraatle complemento e estimular| a
producédo de citocinas

Polimero de polissacarideo que atua como agenteiajético para leucécitos
polimorfonucleares e induz a produgdo de IL-1, gae atuar como elo entre as
respostas inflamatdria e imunoldgica, e opsonigas,revestem a bactéria, tornandp-a
mais facilmente fagocitada

Peptideoglicano

Proteina ligada ao peptideoglicano presente em aea@)% das cepas &e aureuse
gue se liga a porcao Fc da molécula de IgG, canitrilo para a geracdo de efeitfos
anticomplementares, quimiotaticos, antifagocitgrioem liberacdo de histaming,
reacOes de hipersensibilidade e lesdo plaquetéaria

Proteina A

Estrutura polissacaridica que envolve a parededaretla maioria das cepas &
aureus protegendo a bactéria da fagocitose mediada qgmigplemento (C3b) por
Céapsula parte dos neutréfilos polimorfonucleares, aumerdgaamdiruléncia e a capacidade [de
invasao dos tecidos e da corrente sangiinea,iagmum foco periférico, e ativando
0 complemento por via alternativa

Moléculas que fazem parte da estrutura gelatinasaglicocdlix (que envolve a célula
Adesinas bacteriana) e que se ligam aos receptores quin@nosntrados na superficie das célylas
epiteliais do hospedeiro, promovendo a aderéncizdgria a essas células

IL-1: interleucina 1; IgG: imunoglobulina G.

O ambiente intracelular protege os estafilococomdeanismos de defesa, bem
como dos efeitos bactericida dos antibiticos. ¥esg colaboradores (1996)
demonstraram que o meio intraendotelial fomentarmdcéo de células de pequenas
colonias variantes. Estes fatores bacterianos paemnentar a sobrevida e contribuir
para o desenvolvimento de infec¢des persistentescaurentes (Proctat al. 1995).

O alto potencial infeccioso dd. aureush@o esta restrito apenas a sua facilidade
de multiplicacdo e disseminagédo nos tecidos, nadém na producdo de moléculas
com grande poder patogénico, que incluem enzimexiras (Santo®t al, 2007)
(Tabela 5).
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Tabela 5: Enzimas e toxinas produzidas |gelaureugjue participam dos mecanismos
de patogenicidade e de resisténcia a esse pat@@entmst al, 2007)

o

(@)

O

o O W

1%

(7]

Nome Classe Funcéo
Inativa o0s antibidticos beta lactamicos (exs.. @énas e
Betalactamases Enzima | cefalosporinas) pela abertura do anel betalactafei®: penicilinase
e cefalosporinases)
Converte o fibrinogénio em fibrina, independentetaeta presenca d
c . jon Cat+2 e dos fatores V, VI e VIl da coagulacdogsinea,
oagulase Enzima o . TS
provocando a deposi¢do de fibrina em torno do rgamsmo €
dificultando a fagocitose celular
. . . Despolimeriza o acido hialurdnico, agindo, assimma fator de
Hialuronidase Enzima N . .
propagac¢do do microrganismo
. Converte o peroxido de hidrogénio, que apresentama agao toxica
Catalase Enzima . L .
sobre a bactéria, em oxigénio e dgua
Alfatoxina (alfa- Toxina Pode apresentar quatro conformacdes diferentedp sapaz de lisar
hemolisina) hemacias e causar danos as plaquetas em castsxieaipdes graves
Betatoxina (beta- . Degrada a esfingomielina, provocando lesGes na marabdos
S Toxina P . - Y .
hemolisina) eritrécitos e, consequentemente, conduzindo a hisendl
Possui propriedades tensoativas, atuando comogdeter e send
responsavel pelos efeitos sobre as membranas decitos,
Deltatoxina (delta- Toxina macréfagos, linfécitos, neutrdfilos e plaquetascdpaz, ainda, d
hemolisina) inibir a absorcao de agua pelo ileo, devido aajéew do mecanism
de acdo do monofosfato de adenosina ciclico (AMBeencadeand
uma diarréia aguda
Gama-toxina (gama: Toxina Apresenta atividade hemolitica, cujo mecanismo aindo foi devidament
hemolisina) estabelecido
Composta por dois componentes protéicos (S e Fg aqtuam
sinergisticamente. Essa proteina altera a pernigathd da membrana e lisa ps
PVL Toxina leucécitos polimorfonucleares e os macréfagos. Edssracao permite a
entrada de céations, como o Ca+2, resultando naadel@cdo celular ¢
induzindo a citélise
Esfoliatina Toxina ProAmove a cIivagenj do extrato granuloso da e_p_idemmando sindrome
cutaneas severas (sindrome da pele escaldada tigoripalhoso)
TSST-1 Toxina _Provpca febre,~ choune e envolvimento de sistemgén@os multiplos,
incluindo erup¢do cutinea descamativa
Enterotoxinas (A, B, Toxina Toxinas protéicas pirogénicas, termoestaveis, respeis pela intoxicacal

C,DeE)

[=}

alimentar, podendo provocar voémitos e diarréias

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico; PVL: leucocidina Panton-Valentine; TSST-1: toxina da sindrome do choque

téxico.

Os diferentes tipos de toxina produzidos p8loaureuspodem induzir uma

resposta imunolégica diferenciada para cada hospedgue € responsavel pelas

manifestacdes clinicas caracteristicas do prodagstcioso e que determina o grau de

severidade dos sintomas sistémicos. Podemos a@itéylo de exemplo, a TSST-1 e a

toxina esfoliativa estafilococica, que podem caasasindromes do choque toxico e da

pele escaldada (ou doenca de Ritter), respectivi@nem certos pacientes, além da

leucocidina de Panton-Valentine (PVL), que esté@ada a infeccbes severas de pele,

furunculoses e pneumonia necrosante em criancaseng previamente saudaveis
(lwatsukiet al.2006).
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1.6. Imunoterapias anti-estafilococos e MRSA

Em virtude da crescente dificuldade de tratameawinfeccées causadas [¥or
aureuse em especial por MRSA, terapias alternativas aprego de antimicrobianos
tem sido cada vez mais incentivadas. O uso de itatapa ativa (vacinas) e passiva
(administracdo de anticorpos) vem sendo investigpdo diversos grupos de
pesquisadores.

Uma vacina contr& aureusofereceria um mecanismo para estimular o sistema
imunoldgico a conter e erradicar o microrganisniedtante. Muitos dos individuos que
sd0 mais suscetiveis a infec¢des estafilocdcicastram-se menos competentes para
obter uma resposta imunoldgica eficaz. Estas sdactesisticas que devem ser
consideradas tanto nas estratégias de imunizagiies eapassiva (Schaffer & Lee,
2009).

Embora a compreensdo da patogénese s8brewureustenha aumentado
dramaticamente nos ultimos anos, as manifestacda@sicas das infeccdes
estafilocdcicas ainda deixam muitas lacunas naancmsipreenséo das interacdes entre
0 hospedeiro e microrganismo. Ha pouca evidéncigudea imunidade d8. aureus
apos infeccdo exista, apoiando a premissa de gqeeuperacdo da infeccdo pSr
aureusparece nao conferir imunidade contra infeccoéseqiientes (Schaffer & Lee,
2006).

Uma questdo crucial levantada por pesquisadore®jétgr uma vacina anti-
estafilococica, e quem seria a populagdo-alvo aatdesta vacina. E necessario levar
em consideracdo as caracteristicas desta poputadaopatogénese das infeccbes por
Staphylococcipem os aspectos envolvidos em estratégias de zagfo. No caso de
pacientes infectados p@&taphylococci em especial em infecgcbes hospitalares, uma
vacina teria pouca utilidade para o tratamentoedgsicientes, uma vez que se necessita
de um tempo para o desenvolvimento de respostaeimb@em como estado dos
pacientes hospitalares infectados, onde grandee pdds mesmos encontra-se
imunodeprimida. Desta forma, a nosso ver a melhdicacdo para o emprego de
vacinas antiStaphylococcuseria para a prevencao da colonizacdo nasal — ton fa
responsavel pela disseminacdo da deste patégemth@ivieet al., ), em especial entre
pacientes e agentes de saude. Por outro lado, @gmge anticorpos terapéuticos (em
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especial anticorpos monoclonais), teriam uma aeéapéutica, sendo indicados para
pacientes infectados por estas bactérias.

A seguir apresentamos alguns trabalhos envolverndanaterapia anti-
Staphylococcus e anti-MRSA.

1.6.1. Vacinas antiS.aureus

1.6.1.1. Staph Vax

StaphVax, uma vacina conjugada composta por polsigkeos capsulares tipos
5 e 8 e a exotoxina A detoxificada, Bseudomonas aerugingsai desenvolvida pelo
grupo Nabi. A mesma foi testada quanto a proteisénsica, tendo apresentado bons
resultados iniciais, reduzindo as taxas de infeegddb7% em uma populacdo de alto
risco (Vastag, 2001). Entretanto, esta vacina sevedesenvolvimento interrompido em
ensaios clinicos de fase Il e lll por ndo apreseptatecdo significativa frente aos

grupos controle.

1.6.1.2. Vacina anti€lumpling factor (CIfB)

Schaffer e colaboradores desenvolveram uma vaem@gotcom alvo clumping
factor B, uma proteina de superficie presenté&SeaureufMSCRAMM) com papel na
colonizagcdo. Os estudos de imunizagcdo em camundopgta via sistémica ou
intranasal com uma vacina recombinante composta peminio A do CIf B
apresentaram menores niveis de colonizacdo nasaloguanimais controle (ndo
imunizados). Este estudo demonstrou guenping factor B& um componente bastante
atraente para utilizacdo em vacinas para reducaoolteizacdo polS. aureusem
humanos (Schaffer, 2006).
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1.6.1.3. Vacina proteinas de superficie

Stranger Jones e colaboradores (2006) testaramimastde superficie de parede
celular para antigenos dgaureuspara formacdo de abcessos em modelo murino.
Inicialmente os autores avaliaram a protecado iddafi conferida pela imunizagdo com
cada proteina isoladamente, em um modelo de irdesigtémica murina com
quantificacdo bacteriana nos rins dos animaisdestaA partir destes resultados uma
nova imunizacao foi realizada com quatro antigenas conferiram melhor protecao
individual (IsdA, IsdB, SdrD e SdrE) gerando sigrafiva protecdo imunoldgica,
induzida através dos anticorpos opsonofagocitiéegjuatro proteinas de superficie em
conjunto conferiram elevado nivel de protecdo efecgbes invasivas ou em desafio
letal com isolados clinicos d8. aureusem humanos. Entretanto, os autores ndo se
preocuparam em avaliar a capacidade de descoléoizaasal que poderia ser

proporcionada por este modelo vacinal.

1.6.2. Vacinas anti-MRSA

1.6.2.1. Vacina de DNA antimecA

Ohwada e colaboradores (1999) testaram uma vaeiiNA com a sequéncia
do genemecA para obter respostaimune e avaliar se haveria pgétecao contra
MRSA. Esta imunidade foi testada por injecdo deplasmidio expressando o gene
mecAem camundongos Balb/c. Anticorpos anti-PBP2 fodmtectados no soro obtido
a partir do DNA de camundongos vacinados. Oito d@ss a quarta inoculacdo com
16 UFC (unidades formadoras de coldénias) de MRSA amundongos o nimero de
bactérias presentes nos rins de camundongos vasirtaan plamidios expressando o
genemecAtiveram uma reducéo de 2,42 vezes em comparagaanémle negativo.

1.6.2.2. Vacina DNA anti-fragmento da PBP2a

Senna e colaboradores (2003) clonaram uma regifarnan do dominio
transpeptidase da regido PBP2a em um vetor plasnpidia ser usada como vacina de
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DNA em um modelo murino. Foi realizada imunizac@&bapvia intramuscular com 4
doses, avaliada a resposta imune por teste de EEISA animais imunizados e um
grupo controle foram submetidos a desafio com ulmse de subletal de MRSA
administrada pela via intraperitonial durante &dien camundongos. Apés o desafio, o
namero de bactérias recuperadas a partir de rinaniimais imunizados e nao
imunizados de camundongos foram determinadas. @a@simunizados apresentavam
1000 vezes menos bactérias do os controles negdtimmundongos néo imunizados).
Estes resultados indicam que a imunizacdo conBBRR2a de MRSA utilizando uma
vacina de DNA poderia ser usada como uma novatégisapara combater de forma

eficaz essas bactérias multirresistentes.

1.6.2.3. Vacina de mucosa com vetor auxotréfico afPBP2a para promover a

descolonizacao nasal por MRSA

Senna e colaboradores (2009) desenvolveram umanag@@ de mucosa
destinada a promover a descolonizacéo nasal deasnaolonizados por MRSA em um
modelo murino previamente descrito (Gonzalez-Zetrral, 2005). O modelo vacinal
consistia de uma cepa @sscherichiacoli modificada capaz de que liberar genes ou
proteinas no interior das células do hospedeiraccepaE.coli invasiva BM4570 é
incapaz de sintetizar a parede celular devido ateafia pelo acido diaminopimélico. A
mesma contém o0s genasv de Yersinia pseudotuberculosie hly de Listeria
monocytogenemseridos no cromossomo, garantindo-lhes a capdeide penetrar nas
células do hospedeiro.A cepa vacinal BM4570 fondfarmada com o plasmideo
pBGS18 contendo a porc@icecAque codifica o dominio transpeptidase, de 1,2Q04-pb
sob promotores procariotos. Camundongos foram stidimsea inoculacdo intranasal
com 16 UFC em 30uL PBS e 0.5 dap (4cido diaminopimélis@®guida de dois
reforcos em duas semanas. O desafio foi realizadmpculacao intranasal com a cepa
COL MRSA, onde foram quantificadas a partir doddiee das mucosas nasais no
terceiro e sétimo dia. Apds o desafio, todos omais inoculados com a transpeptidase
e submetidos ao desafio tiveram uma diminuicdo ifstgtiva na quantificacao
bacteriana quando comparados aos animais contoolerceiro e sétimo dia. Seis dos
nove camundongos ndo apresentaram MRSA na cavidadé no sétimo dia, enquanto

todos os animais controles permaneciam colonizados.
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1.6.3. Terapia com anticorpos monoclonais anftaphylococcus

Duas preparacdes de anticorpos hiperimune mondslogftastaplf e
Veronat€) foram recentemente avaliados para a prevencaofetzcdo peldS. aureus
em animais lactentes, mas ambos ndo conseguiranramaicacia suficiente. A
inadequada resposta imune efetora de células emapreos podem ter contribuido a
falta de eficacia nestes ensaios. Também é posgirelpossa ter ocorrido a baixa
atividade natural dos anticorpos, uma vez que agtas tém evoluido para serem
capazes de contornar o sistema imunolégico huma&xistem trés anticorpos
monoclonais contr&. aureusatualmente em desenvolvimento clinico, Pagibaxfmab
Aurexis®, e Aurograf, mas nenhum deles ainda teve sua eficacia deradastr

significativamente.

Pagibaximafl é um anticorpo quimérico IgG1 que reconhece arfiojgedo
acido lipoteicdico des. aureuse S. epidermidisUm estudo clinico de fase 2 que em
lactentes em que foram dadas trés doses de 60 mg/®&@ demonstraram a evidéncia
de atividade profilatica, mas apenas na dose mlaigasda de anticorpos, talvez

refletindo novamente a pobre resposta imunolégicaematuros.

Aurexis®, um anticorpo IgG1 humanizado pa&aaureus Clumping Fator A
(CIfA), uma proteina implicada na mediacdo e ad@eéao endotélio danificado e
inibindo a fagocitose, tem atividade em profilateaterapéutica em coelhos como
modelo animal. Resultados de um estudo clinico Bam@® que uma Unica dose de 20
mg/kg de Aurexi§ foi administrado em doentes adultos com bacter@mi®. aureus
demonstrou respostas nao estatisticamente sigihiisaembora nao ter havido obitos e

agravamento de sepse no grupo de pacientes tratados

Aurogral’ é um anticorpo de cadeia Unica de fragmento velri@eFv) que se
liga a proteina de superficie & aureus(GrfA). GrfA € uma bomba de efluxo de
drogas e o Aurograb aumenta a sensibilidad8.daureusa vancomicina, pela inibicéo
da bomba. Como o Aurograiméo possui a regiéo Fc, e é esperado que tenhaneraa
vida de poucos minutos vivo, exigindo a administracdo de doses freqlefe.
estudos de fase 2 do Aurogfalduas doses de 1 mg/kg por dia), em combinacdo com
vancomicina nao conseguiram demonstrar eficacia iefaccbes por S.aureus
(Bebbington & Geoffrey, 2008)
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1.7. Objetivos do Trabalho

A presente dissertacao tem por objetivo principaliaar amostras de soro de
pacientes colonizados e infectados por MRSA e pierca identificacdo de anticorpos
anti-PBP2a. Sera feita a analise clinico-epidergiol dos pacientes infectados ou
colonizados por MRSA, juntamente com os resultadb8dos de pesquisas de
anticorpos anti - PBP-2 MRSA. Os resultados obtidos permitirdo uma melhor
compreensao da resposta imunoldgica na evolucéinfgagdes por MRSA e avaliar o
potencial deste alvo para o desenvolvimento datégfias baseadas em imunoterapia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Para este estudo foram selecionadas amostras alelesqracientes colonizados
por MRSA, obtidos junto ao Hospital do Amparo — Ri® Janeiro — RJ. Esta etapa
contou com a assessoria da Comissdo de Controlefelecoes Hospitalares e do
Laboratério Richet, responsavel pelo servico detevmdogia. Foram considerados
pacientes colonizados aqueles em que foi identidiGapresenca de MRSA sem sinais
clinicos de infeccdo, a identificacdo de MRSA fealizada pelo laboratorio Richet

atravées do método automatizado Microscan WalkAvadé Behring).

As amostras coletadas foram devidamente registreamlasos dados referentes
ao paciente, como: idade, sexo, doenca de base,ddaprimeira identificacdo de
MRSA, tratamento com antimicrobianos. Foram segum® principios éticos vigentes,
onde a identidade dos pacientes foi preservadap@sdores trabalharam somente com
uma numeragéo referente a cada soro. O trabalhcefdizado mediante termo de
consentimento para a realizacdo do estudo forngmtin Comité de Etica do Hospital
do Amparo, como também foi submetido e aprovado feimité de Etica do Instituto
de Pesquisa Clinica Evandro Chagas — Fiocruz (Vexa@. Os pacientes foram

identificados por numeragao, preservando a idemhtidi®as mesmos.

A cepa MRSA CEB foi gentilmente cedida pela Dra.nég Figueiredo do
Instituto de Microbiologia da Universidade Fededal Rio de Janeiro e empregada

neste estudo.
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2.2. Identificacao de anticorpos anti-PBP2a

2.2.1. Teste de ELISAenzyme-linked immunosorbent assay)

Em placas Maxisorb de 96 pocos foi adicionado 1Q0ppr poco de uma
solucdo contendo 5 pg/mL da proteina recombinat@ purificada (PBP2a) diluida
em tampéao carbonato/bicarbonato (0,1M, pH 9,6). pfexcas foram cobertas com
plastico e incubadas durante toda a noite a 4°Qul@as foram lavadas trés vezes com
PBS (phosphate buffered saline) contendo 0,05% wleef 20. Adicionou-se 100
pL/poco da solucdo de bloqueio (PBS 1x contendodB%eite desnatado) e as placas
foram incubadas por duas horas a 37°C. Apés o elodaram feitas trés lavagens com
PBS contendo 0,05% de Tween 20 e adicionou-se qugamho anti-IGs humano
marcado com peroxidase (lote 073HPO20-DES - BioManps) diluido 1:5000 em
PBS contendo 5% de leite desnatado. As placas foreubadas por noventa minutos a
37°C. Apb6s 3 lavagens com PBS-tween20, foi reatizaghreparo do substrato (TMB
BioRad) de acordo com as instru¢cdes do fabricamewbado a 20 minutos. A reacao
foi bloqueada pela adicdo de30D, 1N (100ul/poco) e a leitura das absorvancias foi
feita em um espectrofotdmetro com filtro a 490 nrvtic(oplate Reader Model 680
(BioRad - USA).

Foi utilizado um branco de reacdo e soros con{peiente normal e paciente
infectado porStaphylococcus aureusensivel a meticilina — MSSA) para analise e

interpretacdo dos resultados.

2.2.2. Western blot

Em virtude de ndo dispormos de um controle poshwmano, as amostras com
valores superiores aos controles negativos (sopmadentes néo infectados ou soro de
pacientes infectados por cepasaureussensiveis a meticilina), foram submetidas ao
Western blot contra a proteina purificada e tambéntra um lisado de MRSA, para a

observacédo de anticorpos contra a PBP2a nativenaeisi@roteinas de superficie.
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2.2.2.1 Western blot contra a PBP2a purificada

A proteina purificada (PBP2a) foi submetida a efetese em gel desnaturante
de poliacrilamida (SDS-PAGE - sodium dodecyl sulpha polyacrilamide gel
electrophoresis) a 15%. ApoOs esta etapa a proteirteansferida para uma membrana
de nitrocelulose de 0,2 mm em um sistema de trggrsf@ vertical (BioRad), por 60
minutos a 90 volts. A proteina foi visualizada imihdo o corante Ponceau. Foram
recortadas tiras horizontais da membrana contergiotaina para analises individuais
de cada amostra de soro dos pacientes. As tirasifbloqueadas em 15 mL de tampéao
de bloqueio [ 25 mM tris.HCI pH 8,0; 0,15 M NaGijte desnatado 10% e albumina
bovina (BSA) 1%)] sob agitacdo suave a temperatoraiente durante toda a noite. As
membranas foram lavadas trés vezes por cinco nsirertotampao NTT (NT + triton
0,2%) seguidas de mais trés lavagens por 5 mirenmogampdo NT. As tiras foram
incubadas com soro diluido a 1:250 em TBS por dwasas sob agitacdo suave a
temperatura ambiente (25°C). Apés este periodtrassforam lavadas como descrito
anteriormente (NTT, NT), adicionou-se 0 conjugacdui-EyG humana (Sigma) em
tampéo NT-BSA 0,3% (2uL por 30 mL de tampao TB#jcebou-se as amostras por 2
horas sob agitacdo suave a temperatura ambierf€)(2Z5p0s esta etapa as tiras foram
novamente lavadas em NTT e NT e foi realizada elag@édo com a adi¢cdo do substrato
(Alkaline Phospatase Conjugate Substrate kit — BdjRaté a identificacdo visual das

bandas, quando se procedeu ao bloqueio da reacéavagem com agua.

OBS: A proteina recombinante correspondendo a agefmento da PBP2a, de MRSA
foi obtida ap6s amplificacdo do DNA por reacdo eadeia de polimerase, clonagem
em vetor de expressao efscherichia coli Superexpresséo por indugdo com IPTG
(isopropiltiogalactosideo), lise e purificacdo pHIPLC (high performance liquid
chromathography). Nao podemos fornecer maioresdhaéstada metodologia, pois o

processo de solicitagcdo de patente encontra-seéamento.
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2.2.2.2 Western blot contra proteinas de superficide MRSA

Para a analise de anticorpos contra proteinas plerftaie e contra a PBP2a
integral, seguimos o protocolo descrito por Lorertolaboradores (2000) com algumas

modificacdes.

Para o preparo do lisado foi utilizado um precguotae MRSA correspondente
a 500 pL de cultura centrifugada. O sobrenadanteddsprezado e a amostra foi
ressuspensa em 1QQ de TE. Adicionou-se pérolas de vidro de 106 nmwtos de
diametro (Sigma G4649), e as amostras foram subbased trés ciclos de agitacdo (30
segundos) em Mini BeadBeater (Biospec Products A)EBpoés lise estas foram
centrifugadas, retirando-se o0 sobrenadante e aotescse tampdo Laemli, com
subsequente aquecimento 100°C/10 minutos e apticdgd5 pL em um gel de
poliacrilamida 17%. As demais etapas realizadaanioas mesmas empregadas para a

proteina purificada.

2.3. Extracao de imunoglobulinas dos soros dos paotes

Para a purificacdo das imunoglobulinas presentessoro dos pacientes,
empregamos o sistema Protein G Sepharose Highriarice, do kit Ab SpinTrap (GE

healthcare — EUA), que inclui as seguintes etdgas;ao, lavagem e eluicéo.

Inicialmente, uma minicoluna foi agitada suavemepéga homogeneizar a
resina. Posteriormente, a base da coluna foi qdal@acolocada dentro de um tubo de
microcentrifuga de 2,0 mL. A minicoluna foi cenigada por 30 segundos a 1000 rpm
para a remocéo do liquido conservante, equilibcada 600 pL do tampao de ligagédo
(binding buffer) e centrifugada como citado antenente. Em sequéncia foi
adicionado soro (volume maximo de 600 pL), sendmg@uir minicoluna tampada e
incubada por 4 minutos com agitacdo suave a temuparambiente. Apds o periodo a
tampa da coluna foi retirada e a minicoluna colacath um tubo eppendorf para
centrifugacdo por 30 segundos a 1000 rpm ApoOs msieedimento foi efetuada a
lavagem por 3 vezes com 600 pL do tampéao de ligag@mtrifugada.

Foram adicionados 400 pL de tampéao de eluicdodalbuffer) na coluna e no
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fundo do eppendorf 30uL do tampéo de neutralizagéentrifugado por 30 segundos a
1000 rpm, repetindo-se esta operacéo foi repetda @btencdo de um segundo eluato.
Para um maior aproveitamento do soro foi feita gsgunda purificacdo em uma nova
coluna (Ab Spin Trap), seguindo o processo acingrde para obtencdo de maior

guantidade uma amostra.

A quantificacdo das imunoglobulinas purificadas riealizada pelo método de
Lowry (BioRad), utilizado um padrdo de BSA sérica.

2.4. Ensaios de protecam vitro

2.4.1.Ensaio em placa

Este ensaio foi adaptado a partir dos métodos pizsmos para a determinagao
da concentracdo inibitéria minima de antimicrobgamor microdiluicio em caldo.
(Societé Francaise de Microbiologie, CLSI — Clihiénd Laboratory Standards
Institute).

Uma coldnia da cepa MRSA CEB foi inoculada em 10 aeeLcaldo de Luria
contendo fg/m/L de oxacilina em um tubo Falcon de 50 mL aibadla durante toda a
noite a 37°C a 120 rpm. No dia seguinte, i0Glesta amostra foi inoculada em 10 mL
de caldo de Luria contendqu§/mL de oxacilina até alcancar a absorvancia de 0,6
medida a 600 nm em espectrofotdmetro (Genosys 10HIA). Em uma microplaca
de cultura de células de 24 pocos (lwaki-Japa@nfoadicionados em cada cavidade, 2
mL de caldo Miller-Hinton, das imunoglogulinas ficedas do soro dos pacientes nas
concentracdes de 0,4; 0,6 e 0,8 mg como também,5e 2,0 mg e um indculo
contendo cerca de 4Mactérias (uma aliquota do indculo foi submetiddilaicdes
seriadas em salina estéril e semeada em placasndontigar Miuller-Hinton com
oxacilina (jug/mL) e incubadas em estufa a 37°C durante todate; mpos 18 horas, o
namero de col6nias foi anotado e multiplicado petgpectivas diluicdes). As amostras
foram incubadas por 18 horas a 37°C, e a turgideeegistrada. As imunoglobulinas
purificadas correspondiam as seguintes amostras:deosoros positivos para PBP2a
em Western blot; soro obtido de paciente colonizaalouma cepa d8taphylococcus
aureussensivel a meticilina (MSSA), um soro normal, dbtde uma paciente néo

colonizado porStaphylococcus aureusu Staphylococcuscoagulase negativa. Os
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ensaios foram realizados em duplicata e com unraemtositivo (indculo bacteriano +

caldo Muller-Hinton).

2.4.2. Ensaio cinético de protecaia vitro

Uma coldnia da cepa MRSA CEB foi inoculada em 10de caldo de Luria
contendo ug/m/L de oxacilina em um tubo Falcon de 50 mL elbada durante toda a
noite a 37°C a 120 rpm. Em tubos de ensaio conténohd. de caldo Mduller-Hinton
adicionou-se 1 mg das imunoglobulinas purificadgs dps soros dos pacientes
infectados por MRSAQo0I), (i) do soro de um paciente colonizado por MS8i§j,do
soro de um paciente normal. A cada tubo adiciomourea aliquota do pré-inéculo
contendo aproximadamente*lactérias (quantificado como previamente desciis)
amostras foram incubadas a 37°C, com agitacao rde Appartir da terceira hora de
incubacdo e a cada hora subsequente, uma aligaotadh amostra foi retirada e
submetida a leitura de absorvancia a 600 nm e ifjoapfio bacteriana, conforme
previamente descrito. Um controle positivo (caldallligt-Hinton e o indculo
bacteriano) também foi submetido ao processo debagdo, leitura de absorvancia e

quantificacao bacteriana.

2.5. Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (Ahiograma).

As cepas MRSA isoladas dos pacientes colonizadasnfgubmetidas ao teste

de sensibilidade aos antimicrobianos no LaboratRiahet, empregando o sistema de

Automacédo MicroScan WalkAway (Dade Behring).
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3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas da amostras

Foram selecionadas 53 amostras referentes a 4npagcionde em alguns casos
as amostras foram coletadas em diferentes etapatedaacdo. Dentre os pacientes, 32

estavam colonizados e 8 infectados por MRSA.

A identificacdo de MRSA nos pacientes colonizaddsétados ocorreu
predominantemente no periodo inicial de internad@RSA foi identificado em 52%
dos pacientes na primeira semana de internacaona/8egunda semana e os restantes
(31%) apdbs este periodo. Nao foi possivel sabeeroeptual de pacientes que ja se

apresentavam colonizados no momento da internacéo.

Dentre os pacientes analisados 11% estavam na dtax@a de 35 a 50 anos,
14% de 51 a 65 anos, 40% de 66 a 80 anos e 35%aesta faixa etaria acima de 81
anos, no entanto, ressalta-se que dentre os 4énpaxiestudados em 17 deles néo foi
possivel analisar suas fichas clinicas, confornteelBaabaixo, onde a antibioticoterapia

e outras informacdes ndo puderam ser coletadas.

A maior parte das amostras (49) foram proveniedéepacientes internados na

UTI (Unidade de Terapia Intensiva).

Dentre os 24 pacientes analisados portadores deAMiRSquarto deles (6) foi a
Obito por complicacdes diversas, e os demais tiveaha hospitalar com atendimento
domiciliar, onde os mesmos permaneceram colonizadosm quarto (6) destes

retornou ao hospital com diagndstico positivo MRSA.

Os isolamentos de MRSA foram feitos em sua maenmaamostras de swab
nasal (60%), com os demais isolamentos sendo feifmetir do sangue/hemoculturas
(21%), secrecao traqueal (16%) e secrecdo de psdtesdreno (3%). Em praticamente

todos os isolamentos de MRSA o0s pacientes estavandos submetidos a
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antibioticoterapia, no entanto, ndo foi possivaliav em que momento a mesma foi

incorporada ao tratamento.

A Tabela 6 resume os dados gerais de cada paaeateresultados obtidos

neste estudo.



Tabela 6: Dados gerais e resultados sorolégicopadsntes.

N° Paciente Intervalo
Internacao Material . internagéo Tratamento
Idade . Colonizado/Infectado com ELISA | Western blot
Hospitalar coletado / coleta o
: Antibiotico
(dias)
15(72) 83 UTI Sangue Infectado 7 - + -
16(17,18,19) 58 UTI Sangue Infectado 7 Sim + +
17(16) 58 UTI Sangue Infectado 16 Sim + +
18(16) 58 UTI Sangue Infectado 23 Sim + +
19(16) 58 UTI Sangue Infectado 30 Sim + -
20(21,22,23) 73 UTI Sangue Infectado 7 - + +
21(20) 73 UTI Sangue Infectado 7 - + -
22(20) 73 UTI Sangue Infectado 7 - + +
23(20) 73 UTI Sangue Infectado 7 - + +
24 92 UTI Swab Nasa Colonizado 14 Sim + +
25(26) 82 UTI Swab Nasal Colonizado 92 Sim + +
26(25) 82 UTI Swab Nasd| Colonizado 106 Sim n +
27 52 UTI Swab Nasa Colonizado 14 Sim + -
28 78 UTI Swab Nasa Colonizado 2 Sim + -
29(76) 69 UTI Swab Nasal Colonizado 1 Sim + -
30 91 UTI Swab nasa Colonizado 15 Sim + -
31 93 UTI Swab Nasa Colonizado 1 - + +
32 84 UTI Swab Nasa Colonizado 1 Sim + +
33 77 UTI Swab Nasa Colonizado 5 Sim + +
34 90 UTI Swab Nasa Colonizado 5 Sim + -
35 89 UTI Swab nasa Colonizado 1 - + -
36(37) o1 uTI ?ecre@ao Colonizado 2 Sim , i
raqueal
37(36) o1 uTI ?ecre@ao Colonizado 5 Sim , i
raqueal
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Continuacao tabela 6: Dados gerais e resultadotgizos dos pacientes.

Intervalo
N° Paciente Internacao Material . internagéo Tratamento
Idade . Colonizado/Infectado com ELISA | Western blot
Hosptitalar coletado / coleta o
. Antibidtico
(dias)
38 78 uTl Secrecao Colonizado 5 Sim " .
traqueal
39(40) 63 UTI Swab Nasal Colonizado 178 - + -
40(39) 63 UTI Swab Nasall Colonizado 178 = + -
41(42,43) 74 UTI Swab Nasal Colonizado 1 Sim H -
42(41) 74 UTI Swab Nasal Colonizado 1 Sim + -
43(41) 74 UTI Swab Nasall Colonizado 1 Sim + +
44 75 UTI Swab Nasa Colonizado 28 - + +
45 78 UTI Swab Nasa Colonizado 5 - + +
46 75 Leito Secrecao de Colonizado 13 Sim + -
traqueal
47(48) 54 UTI Swab Nasal Colonizado 1 Sim + +
48(47) 54 UTI Swab Nasd| Colonizado 1 Sim + +
49(50) 69 UTI Swab Nasal Colonizado 7 Sim + +
50(49) 69 UTI Swab Nasal Colonizado 7 Sim + +
51(78) 82 UTI Swab Nasd| Colonizado 86 - + -
Swab nasal ¢
52(53) 80 UTI secrecao Colonizado 20 Sim + -
traqueal
Swab nasal ¢
53(52) 80 UTI secrecao Colonizado 20 Sim + -
traqueal
54 89 UTI Swab Nasa Colonizado 33 Sim + -
55 46 Leito §epre<;ao de Colonizado 7 Sim + -
Ostio e dreng
56 89 UTI Swab Nasa Colonizado 118 - + -
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Continuacao tabela 6: Dados gerais e resultadogaros dos pacientes.

Intervalo
N° Paciente Internacao Material . internagéo Tratamento
Idade . Colonizado/Infectado com ELISA | Western blot
Hospitalar coletado / coleta o
, Antibiotico
(dias)
Hemocultura
69(70; 71) 50 UTI e Secrecao Infectado 11 Sim - Nao realizado
Traqueal
Hemocultura
70(69) 50 UTI e Secrecao Infectado 11 Sim - N&o realizado
Traqueal
Hemocultura
71(69) 50 UTI e Secrecao Infectado 11 Sim - Nao realizado
Traqueal
Secrecao da
72(15) 83 UTI protese de Infectado - - N&o realizadp
Joelho
73 45 UTI Swab nasa Colonizado 13 Sim N&o redliz
74 69 Leito Swab Nasal Colonizado 19 Sim Naozaedb
75 63 Leito Swab Nasd| Colonizado 3 Sim Nao realo
76(29) 69 UTI Swab Nasall Colonizado 1 - - N&o reald
77 35 UTI Swab nasa Colonizado 4 Sim - N&o redbza
78(51) 82 UTI Swab Nasal Colonizado 86 - - N&aoiraalo
79 83 UTI Swab Nasa Colonizado 231 - - N&o redliza
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3.2. Imunoensaios

3.2.1 ELISA

Os resultados obtidos indicaram que 40 amostra8o)7tbram positivas para
anticorpos anti-PBP2a, e 16 (29%) amostras negatmaforme demonstrado na figura 11.

Foram analisadas 2 amostras de soro de paciefetanios pofS. aureussensivel a
meticilina (MSSA) e os valores de absorvancia olzsiys foram utilizados como valor de
corte para caracterizar as amostras como positivasegativas. Todas as amostras foram
analisadas pelo ELISA.

Pela analise estatistica no teste de Kruskal-Wallisivemos o valor de P < 0,01

considerando entédo os resultados estatisticamigmiécativos.

14

12

08

0,6

04

0,2

Amostra:

Figura 11: Resultados referentes ao ELISA. Cadsabemrresponde a uma amostra de soro dos pacientes
selecionados para este estudo. A barra incolorersfe ao controle negativo, em vermelho, sdo astaaso
consideradas positivas, em azul, as consideradgatives, em verde a absorvancia do soro de pasiente
infectados por MSSA e a. Uma vez que a cepa MS®Apodsui PBP2a, os valores acima da absorvancia de

0,242 para estas amostras foram consideradas esposta especifica para a PBP2a presente nasMBS.
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3.2.2. Western blot

3.2.2.1 — Western blot - anticorpos anti PBP2a

Dentre as amostras submetidas a confirmacdo poteWeblot, 20 delas foram
positivas e 22 negativas, sugerindo que haja us@osta imunoldgica especifica durante a
colonizacédo por MRSA mesmo apos 1 dia de infedDaésta forma as amostras positivas no
ELISA e na Western blot foram consideradas positwas amostras positivas no ELISA e
negativas na Western blot foram descartadas dewigwovavel reacdo falso-positiva no

ELISA e/ou baixa concentracao de anticorpos anBRBno soro.

8kDa —»

Figura 12: Representacdo de amostras positivas e
negativas no ensaio de Western blot para deteecgdo d
anticoprpos anti-PBP2a em soro de pacientes
colonizados por MRSA. Em 32 e 33: amostras
positivas apresentando uma banda de
aproximadamente 8kDa correspondente ao fragmento
da PBP2a(proteina recombinante). Em 34 e 35:
amostras negativas.

3.2.2.2. Western blot— proteinas de superficie deRSA

Em maior ou menor intensidade, praticamente todaan@ostras apresentaram uma
banda em torno de 76-80 kDa, peso molecular da &Pda PBP2 d&taphylococcus
aureus A PBP2 é uma enzima essencial a formagédo dagaasteriana pois € a Unica PBP
de estafilococos capaz de realizar reacdes degtieoslacao (Goffin & Ghuysen, 1998).

Entretanto, devido a proximidade do peso molecd&s duas proteinas, ndo foi possivel



48

diferencia-las no gel. Foram observados anticogiacionados contra outras proteinas de
superficie de MRSA. A maior parte dos soros aptesemnticorpos contra proteinas
imunodominantes descritas por Lorenz e colaborad@@00), em especial uma de 29 e outra
de 17 kDa, respectivamente (Precision plus ProiisIandards — BioRad cat. 161-0363).
Além destas, foram observados anticorpos contrgipes de 50 KDa e 37 KDa na maioria

das amostras analisadas.

A BCDEF G F

75 kDsa

50 kDa

37 kDsa

29 kD&

17 kDa

l

Figura 13: Western blot de soro de pacientes mrasede
superficie de lisado de MRSA. A esquerda estao
identificados os pesos moleculares em Kilodaltdiaj
presentes no marcador de peso molecular em A, B, C,

E, F: Western blot de amostras de diferentes sdeos
pacientes colonizados. Em G e H: Gel SDS-PAGE,
demonstrando o marcador de peso molecular (G), e as
proteinas de superficie de lisado de MRSA (H).
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3.3. Extracgéo e purificacdo das Imunoglobulinas

Foram selecionadas amostras positivas no testd BAE da Imunohibridizacam
situ (immunoblotting), uma amostra de um paciente dpémo por uma cepa MSSA (PBP2a
negativa), uma amostra de soro de um paciente h@n&a colonizado/néo infectado) por
MRSA ou MSSA empregando o sistema Ab Spin Trap (GH) observada grande
guantidade de imunoglobulinas presentes no elsatodo entdo, submetido novamente ao
processo de purificacdo para aumentar o rendimimaty onde os resultados podem ser
vistos na Figura 14.

50 kDa

25 kDa

Figura 14: Gel de poliacrilamida desnaturante ($1#$E) com amostras do soro
de pacientes antes e apo6s purificagdo de imundgiasipelo sistema Ab SpinTRap
(GE). A. Marcador de peso molecular; B e C: sotaltantes da purificacdo; D e E:
Imunoglobulinas purificadas; F: eluato (amostra sapdurificagdo); G e H:
imunoglobulinas purificadas a partir do eluato.
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3.4. Ensaios de protecam vitro.

3.4.1. Determinagdo da concentragdo inibitéria mima em placa.

Este ensaio foi realizado com o objetivo de obseevanibicdo do crescimento
bacteriano em presenca das imunoglobulinas puldigando foi possivel identificar uma
concentracdo capaz de inibir completamente o onestd bacteriano, entretanto foi

observado apenas uma ligeira diminuicado da turgidszamostras incubadas na presenca das

imunoglobulinas isoladas a partir do soro de paegoolonizados por MRSA que obtiveram

resultado positivo para presenca de anticorposP@#i2a, como observado na Figura 15.

800pg  600pg 400pg

Figura 15: Representacéo dos resultados de iniligdmyescimento bacteriaimo vitro. Em presenca de
imunoglobulinas purificadas de soro normal (coetneégativo), 1A (800ug), 1B (600ug), 1C (400uQ).
Imunoglobulinas purificadas de soro de pacientdsnizados por uma cepa MSSA: 2A (800ug), 2B
(600uQ), 2C (400u0). Imunoglobulinas purificadasdeo de pacientes colonizados por MRSA que ndo
desenvolveram anticorpos anti-PBP2a: 3A (800ug), (880ug), 3C (400ug). Imunoglobulinas
purificadas de soro de pacientes colonizados poBMR que desenvolveram anticorpo anti-PBP2a: 4A
(800ug), 4B (600ug), 4C (400ug). 1E controle pesitimeio de cultura + bactéria) e 4E controle
negativo(meio de cultura).
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3.4.2. Cinética de crescimento de MRSA em presenga Imunoglobulinas purificadas
do soro de pacientes colonizados por MRSA.

A Figura 16 mostra a inibicdo do crescimento bamer pelos anticorpos isolados de

soro de pacientes colonizados por MRSA e MSSA, enestudo cinético.

cinética de cresc MRSA x IGs soros pac. colonizados
A —e— MRSA coloniz
B 2 /./ —= MSSAcoloniz
s 18 soro normal
(@] 1,6 1 —@— controle
R
B 1,4
A 1o
N
C 1
| 0,8
A
0,6
0,4 -
0,2
o P
0 —— —
3 a4 5 6 7 8 9 horas

Figura 16: Cinética de crescimento de MRSA x IGmsale pacientes colonizados. Em vermelho
curva de uma amostra sem imunoglobulinas(contrel®)laranja curva de uma amostra em presenga
de imunoglobulinas purificadas de soro normal, eal eurva de uma amostra colonizada por MSSA e
em verde curva de uma amostra positiva para aptsoanti-PBP2a colonizada por MRSA. Estao

assinaladas as leituras de absorvancia e o tempaleta das amostras

As amostras que receberam anticorpos policlonaigigagdos anti MRSA, MSSA e
soro normal apresentaram uma grande reducédo ncroeggo bacteriano comparadas com o
controle. Observou-se também uma reducéo na cereaedcimento bacteriano nas amostras
com soro MRSA e MSSA em comparagao com soro nogniaipalmente a partir da sexta
hora.

Houve uma discreta reducéo do crescimento bacteeatre amostras de soro com
anticorpos MRSA comparadas com as do soro comoaptis anti-MSSA (PBP2a negativos),

a partir da sétima hora.
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3.4.3. Curva de crescimento de MRSA em presenca ibeunoglobulinas purificadas do

soro de pacientes colonizados por MRSA (quantificap bacteriana).

Este ensaio foi realizado nas mesmas condi¢coems@mo anterior sendo avaliada a
inibicdo do crescimento bacteriano em presencantieogoos isolados de soro de pacientes
colonizados por MRSA (positivo para anticorpos-&P2a) e MSSA. Os resultados obtidos
das amostras em diferentes fases do crescimenteribao, encontram-se na Tabela 7 e

Figura 17.

Tabela 7: Resultados da contagem e quantificagéermnaversuspocos. Entre parénteses
estdo indicados os percentuais de reducdo em ogdagdluna da direita.

Horas | Ac anti MRSA Ac anti MSSA Ac soro normal Controle

3 41.000 28.000-3,4x) 96.000(-83x) 8.000.000
4 88.000 91.00@-2,4x) 220.000-95x) 21.000.000
5 120.000 110.000-5,5x) 610.000-57x) | 35.000.000
6 190.000(- 24%) 250.000(-8x) 2.000.000-49x) | 98.000.000
7 400.000(- 31%) 580.000(-15,5x) 8.800.000-40x) | 350.000.00(
8 1.800.00Q- 58%) 4.300.00Q-10,5x) 45.000.000 -

9 4.500.00Q- 72%) 16.000.00Q-7,5x) 120.000.000 -

) . . 5 —o— anti-MRSA
curva de crescimento bacteriano - quantificacao anti-MSSA
9 == SOr0 NOormal
.g M —>&— controle negativo
g 8 —A
o]
g /e—é/\
g 7
6 i
5 i
4
3 ‘ horas
3 4 5 6 7 8 9

Figura 17: Curva de crescimento bacterigasustempo. Os pontos da curva indicam o logaritmo)(thy
namero de bactérias obtidas de acordo com o temjrcdbacao.
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Na Tabela 7 e Figura 17 podemos observar a reddgaoimero de bactérias, de
acordo com a interpretagcéo abaixo:

- A partir da sexta hora, as amostras contende@pt anti-MRSA apresentaram reducdes
de 24 a 72% na quantidade de bactérias que asrama@sintendo anticorpo anti-MSSA.
Sendo, 500 vezes menos bactérias que o controbe E08/ezes menos do que 0 soro normal,
na sexta hora);

- Estas por sua vez apresentaram reducdes de P¥5avezes em relagdo as amostras
contendo anticorpos do soro normal que apresentagdocoes de 40 a 95 vezes quando
comparadas com o controle negativo;

- Os anticorpos presentes no soro normal foramzespde gerar uma reducéo de 49 vezes na
sexta hora, quando comparados com o controle negati

- De acordo com o teste estatistico de Kruskald&/@INOVA) foi verificada uma diferenca
quase significativa entre o soro normal e as am®snti-MSSA e anti-MRSA, porém se
fosse aumentado o numero de amostras provavelrobtegdamos uma maior significancia

estatistica. Um segundo ensaio devera ser realga@dovalidar os resultados obtidos.

3.5. Teste de sensibilidade a antibioticos das an@s analisadas

Preliminarmente, ndo foi possivel obter dadosodes os pacientes, os dados
da Figura 19, correspondem aos resultados obtel@4 gpacientes.

Pode-se verificar abaixo uma resisténcia de 4186attibioticos testados nos
pacientes e 18% demonstraram 100% sensiveis. tBg#Hoos Clindamicina e Eritromicina
mostraram 54% de resisténcia e Levofloxacina mosh@% de resisténcia. A Linezolida,
Rifampicina e Vancomicina apresentaram 100% dedlsBdade nas amostras testadas.

Conforme o esperado todos[Btactamicos apresentaram 100% de resisténcia,
conforme demonstra a Figura 19.
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Figura 18: Resisténcia microbiana das amoatrabsadas
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4. DISCUSSAO

Os estafilococos sao isolados de pele e mucoshsmanos e animais, colonizando a
microbiota normal. Esses microrganismos podemrsat@atogénicos na presenca de fatores
pré-disponentes como no uso de sondas, imunossépreantibioticoterapia prolongada,
diabetes mellitususo de corticoides, etc. A colonizacdo prévia $@ considerada um fator
de risco para o surgimento de infecgces. No cascepas multirresistentes (MRSA), a
gravidade torna-se maior em funcdo da dificuldadetrdtamento e alta morbidade das
infeccdes causadas por este patdgeno.

Diante destes fatores mostramos neste estudo upparpéo elevada de portadores
colonizados por MRSA, internados no Hospital do Ampno Rio de Janeiro, 0 que é
preocupante, visto que profissionais da saude iermtas podem representar uma importante
fonte de disseminacdo deste microganismo (Senr@3)2@urante todo o estudo, uma
proporgao significativa dos pacientes portadoreM&SA foi detectada na primeira coleta
realizada (52%), incorrendo na possibilidade dasepées terem se colonizado antes mesmo
de terem sido hospitalizados, a partir da comumidad de internacdes prévias, o que
contribui na dificuldade de controlar a transmisd&mspitalar de MRSA no hospital,
principalmente. O objetivo inicial deste estudo @malisar amostras de pacientes infectados e
colonizados por MRSA, porém obtivemos uma propoeg@ntuada de pacientes colonizados
em sua maioria, 0 que direcionou nosso estudo paceentes colonizados, que possuem
caracteristicas epidemiologicas e imunolégicageliftes dos pacientes infectados.

Dentre os 40 pacientes, que puderam ter suasfaifracas analisadas, foi verificado
que 75% estavam na faixa etaria acima de 66 aendpsentdo, sugestivo que pacientes com
faixa etaria mais elevada sdo mais propicios arseotonizados e/ou infectados por MRSA.
Cavalcanti e colaboradord2006) sugerem a reducdo do numero de portadones aco
aumento da idade, todavia no presente estudo mgmdsivel inserir amostras de pacientes
com faixa etaria reduzida. Lucet e colaboradoré83pdemonstraram que 73% dos pacientes
apresentavam idade maior de 60 anos, fato fortemasdociado com a caracteristica do

paciente portador de MRSA, independentemente detdtores associados, concordando
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com os resultados obtidos deste estudo. O motivimtdanacédo, clinica ou cirdrgico, nao
atuou como fator associado a colonizacdoSaureusnem a MRSA, concordando com 0s
resultados de Lucet e colaboradqi2303)

De acordo com Cavalcardt al. (2006), o estado de portador 8eaureuse MRSA é
fator de risco para o desenvolvimento de infeccesante o internamento em UTI,
aumentando a mortalidade desses pacientes. Confarservado neste estudo, onde 25%,
dos pacientes que foram analisados foram a Obiteguoplicacbes diversas, infectados por
MRSA.

Segundo Drylat al (2005), S. aureug um patdgeno oportunista e, como tal, pode ser
encontrado em grande parte da comunidade sem cdasagas graves. Um quarto dos
individuos a longo prazo séo portadores nasafS. grireusO reconhecimento do patégeno
pelo sistema imunoldgico, avaliado pelas respostas anticorpos, pode variar entre
diferentes individuos da populacdo humana. A espeito, 0 N0SSO estudo mostrou que 0s
individuos saudaveis podem ter niveis de anticogimsilantes anti-estafilococos em grau
variavel, provavelmente em virtude do contato mrésém o patodgeno, dificultando assim
termos uma amostra controle de “soro normal”, ¢ga, $8n soro que ndo contenha anticorpos
anti-estafilococos. Lorenz e colaboradores (20@9@adaram variacdes no padrdo de resposta
de anticorpos em diferentes individuos saudaveiemao ser devido a diferenciagcédo entre as
cepas deStaphylococcus aureu€ontudo, a presenca de anticorpos nativos cimtegaem
todos os individuos de uma populacdo normal naessaciamente fornece uma forte
protecdo contra a infec¢cdo, uma vez que os doent@sicio da sepse tambéem apresentaram
uma resposta imunoldgica comparavel a observadanériduos saudaveis. Neste caso, a
nao ocorréncia de anticorpos, mas sim o primetrdotide anticorpo néo influenciaria no
curso da sepse, podendo ocorrer uma resposta raedgsde anticorpos a alguns isolados em
comparacao aos individuos saudaveis.

Em relagdo a producgdo de anticorpos anti-estafime@® MRSA, nossos resultados
corroboram os descritos por Loreeizal. (2000), onde pudemos observar a presenca destes
anticorpos em praticamente todas as amostras aatadis Em relacdo aos anticorpos anti-
PBP2a, observamos que uma grande parcela de maciepibnizados apresentaram estes
anticorpos.

Entretanto, na interpretacéo destes resultadossieleyar em consideragdo o grau de
infeccao/colonizacdo (carga bacteriana), estadonatdgico do paciente, o tempo de
internacdo, o grau de viruléncia da cepa bacterauti@e outros, uma vez que estes fatores
podem influenciar na evolugéo do quadro clinicea#a caso, levando assim a interpretagfes
diferenciadas de paciente para paciente. Sendon,agerna-se importante avaliar em
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diferentes etapas da colonizagéo/infeccdo o nigehrdticorpos presentes, como também a
persisténcia da bactéria no individuo de forma nadingente e especifica, para, entao,
determinar de forma mais precisa o nivel de protégdividual e em que momento isto pode
ocorrer.

Em nosso estudo, observamos que aproximadamentedd8%mdividuos internados
na UTIl e que obtiveram alta hospitalar com atenditmelomiciliar, retornaram ao hospital
com queixas diversas e ainda apresentavam col@aozay MRSA e, na maioria das vezes a
mortalidade ocorreu, verificando que a continuidalde tratamento pds-alta tem grande
importancia no quadro clinico do paciente. E imgue ressaltar que, nestes casos de
pacientes colonizados por MRSA (4 pacientes) quafa 6bito, somente 1 deles apresentou
anticorpos anti-PBP2a pelos imunoensaios realizados

O retorno do paciente portador para seu ambienteéskico pode propiciar a
disseminacdo da bactéria entre familiares e aténmgmra animais domésticos, conforme
sugerido por Weeset al. (2006). Por isso, torna-se ainda mais importantordrole de
pacientes ainda colonizados com alta hospitalammfprme a analise das fichas clinicas, em
alguns casos néo foi evidenciada a presenca deattaatendimento domiciliar, sugerindo
que tanto os humanos como os animais domésticasrdser avaliados para a limitacdo do
impacto de MRSA em ambas as popula¢fes, inclusigeprofissionais de saude como
demonstrado pelo estudo de De Carvahal.(2009), onde a prevaléncia de colonizagao por
MRSA entre eles foi de 47,6% (162/340).

Os testes de imunoensaio (ELISA e Western blo@nfioccapazes de identificar a
presenca de anticorpos anti-PBP2a em grande pasteawhostras analisadas. O grau de
resposta imunologica observada variou entre as temspgrovavelmente em virtude dos
fatores anteriormente descritos. Os testes forapregyados de forma complementar, uma vez
que um deles apresenta maior sensibilidade (ELESA)tro, maior especificidade Western
blot.

Uma vez que observamos a presenca de anticorpaigntos investigar se estes
anticorpos seriam capazes de fornecer uma ativigiaddetora ou ndo, capaz de promover um
bloqueio na multiplicacdo bacteriana. Um aspectoddunental a ser considerado é a
concentracdo de anticorpos anti-PBP2a no soro @agernges (positivos). Estes soros
policlonais também possuem anticorpos contra ddgepsitros antigenos além da PBP2a.

O método de referéncia para avaliacdo de protegéaterida por uma determinada
droga contra um patdgeno bacterianovitro € a determinacdo da concentracéo inibitoria
minima (NCCLS, 2002).
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Entretanto, em nosso caso, foi necessario fazaradaptacdo de método reduzindo o
in6culo bacteriano em 10 vezes (10.000 bactérkas).nosso ensaio de protecgovitro,
pudemos observar uma leve reducdo da turbidez masst@s na presenca das
imunoglobulinas purificadas contendo anticorpos-BBP2a, sugerindo haver um grau de
protecao ainda que muito baixo para as condi¢coesegradas.

Desta forma, para melhor investigar a existéncigrdgecdo ou ndo, realizamos um
estudo cinético, com quantificacdo bacteriana cateamrrer do tempo de incubacdo. Assim,
foi observada consideravel reducédo do crescimeattebano a partir da terceira hora até a
nona hora de incubacéo, quando comparadas ao leonégativo. Obtivemos uma queda de
72% na quantificagdo bacteriana da amostra contemdicorpo anti-MRSA, conforme
evidenciado pelos imunoensaios. Entretanto, € itapta observar a redug¢édo do crescimento
bacteriano nas amostras tratadas com imunoglolsutiriiaidas de soro normal e do soro de
pacientes colonizados por cepas MSSA (PBP2a negatiEsta reducdo do crescimento
bacteriano denota a presenca de outros anticogmatividade antibacteriana.

No caso do soro normal, provavelmente existancamtds anti-&aphylococcusem
concentracdes menores do que as observadas nasniases de uma infeccdo em paciente
imunocompetente, uma vez que esta bactéria podegarte da flora normal.

Em relagdo a protecdo observada nas amostrasasatadh as imunoglobulinas de
pacientes colonizados por MSSA, é provavel quetaxisna maior quantidade destes
anticorpos, em especial contra proteinas de sgperfAissim, podemos supor que a pequena
diferenca observada na protecdo vista nas amostsdas com imunoglobulinas de
pacientes colonizados por MRSA deva-se a presenaatCorpos anti-PBP2a.

A confirmacao de protecédo conferida por anticorpas-PBP2a presente em soro de
pacientes colonizados por MRSA, poderia ser reddizzelo isolamento e purificacdo destes
anticorpos utilizando métodos cromatograficos (iomomatografia com imobilizacdo da
PBP2a recombinante). Entretanto, a realizacdo de tiaipalho desta natureza seria
dispendioso e demorado, ndo sendo possivel aae@tizdo mesmo no prazo previsto para
esta dissertacdo de mestrado. Além disso, seress@to um grande volume de soro positivo

para obtermos concentracdes significativas de@pticanti-PBP2a purificado.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos na presente igaedt podemos concluir que:

1) Pacientes colonizados por MRSA séo capazes deZraaicorpos anti-PBP2a.

2) Esses anticorpos apresentaram acao protetora penfdemonstrado nos ensaios
vitro.

3) A descolonizacdo de pacientes antes da alta hiaspteem grande influéncia na
transmissibilidade do patdégeno entre profissiodaisaude, pacientes e familiares.

4) Em virtude da baixa concentracéo destes anticogopytecao conferida foi pequena.

5) Estes resultados ddo embasamento e indicacao jpi@senvolvimento de uma vacina
anti-PBP2a para a prevencéao de infeccbes causadddREH5A, como também para o
emprego de imunoterapia passiva para o tratamenfmadientes infectados por este

patogeno.
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7. ANEXOS

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fi a Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO - 022/208
Protocolo 0009.0.009.000-08

1. ldentificagdo:

Titulo do Projeto: “Pesquisa de anticorpos Anti-PBP2a em pacientes colonizados ou
infectados por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)".

Pesquisador Responsavel: José Procopio Senna (Bio-Manguinhos/Fiocruz).

Mestrando: Rodrigo Muller (Bio-Manguinhos/Fiocruz).

Instituicdo Responsavel: Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-
Manguinhos/Fiocruz).

Data de Apresentagdo ao CEP: 26/02/2008.

2. Sumirio:

O presente projeto tem por objetivo geral analisar amostras de soro de pacientes
colonizados e infectados por MRSA e proceder a identificagdo de anticorpos anti-PBP2a.
Os resultados obtidos nos permitirdo ter uma melhor compreenséo da resposta imune na
evolugdo das infecgbes por MRSA e avaliar o potencial deste alvo para o desenvolvimento
de estratégias baseadas em imunoterapia. As amostras de soro de pacientes colonizados
ou infectados por MRSA est&o sendo obtidos de pacientes do Hospital do Amparo do Rio
de Janeiro. Serao incluidos soros controle de pacientes infectados por S.aureus sensiveis
a meticilina (cepas nédo produtoras de PBP2a) e de pacientes higidos (n&o infectados ou
colonizados por MRSA). Os pacientes considerados colonizados sdo aqueles que em um
determinado momento (o da coleta de sangue) sdo portadores de MRSA em algum sitio
externo do corpo (cavidade nasal, perineo, axilas) sem desenvolver um quadro infeccioso.
Os pacientes considerados como infectados sdo aqueles que apresentam um quadro
clinico de infecgdo como isolamento do patégeno. Foi elaborado um questionario
contendo informagdes relevantes sobre cada caso.

3. Observagdes Gerais: {Atendendo a Resolugéo CNS 196/96).

Projeto com delineamento adequado. Em substituicdo ao Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido foi elaborado um Termo de Compromisso, onde o pesquisador responsavel
compromete-se a manter a confidencialidade, assim como a privacidade dos participantes
do projeto. Todo o material necesséario para realizagdo deste estudo (reagentes e
equipamentos) estd previsto em Bio-Manguinhos; as técnicas que serdo utilizadas sdo
padronizadas e executadas rotineiramente naquela Unidade.

4. Diligéncias:
Sim. Foram satisfeitas.

5. Parecer: APROVADO.
Data: 17 de setembro de 2008.
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