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RESUMO

O uso indiscriminado de antibidtico favorece o surgimento de cepas de Staphylococcus spp.
resistentes a oxacilina. O mecanismo dessa resisténcia é devido a producdo da proteina PBP2a,
codificada pelo gene mecA. Alguns isolados clinicos apresentam o gene mecA, porém séo sensiveis
a concentracOes de oxacilina e cefoxitina, ou seja, nesses isolados, denominados pré-MRS ou OS-
MRS, a presenca do mecA nao esta associada a sua expressdo. Acredita-se que, ao sofrerem pressdo
seletiva pelo uso indiscriminado de antibidticos, isolados pré-MRS podem tornar-se resistentes. O
objetivo desse trabalho foi determinar se o surgimento de cepas de Staphylococcus resistentes a
oxacilina e cefoxitina ocorre devido ao estimulo da expressao da PBP2a (inducdo) ou por selecao
antibidtica de linhagens resistentes. Para isso, foram analisadas 42 isolados de Staphylococcus spp.,
vinte e cinco Staphylococcus aureus e 17 Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN) de um
Hospital Universitario de Recife-PE. Antes da exposi¢cdo ao antibiotico a Concentracdo Inibitéria
Minima (MIC) dos isolados foi determinada, o reconhecimento da PBP2a foi avaliado pelos testes
de Western blot e Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e realizadas provas de inducéo de resisténcia e
de selecdo por uso de antibiotico. O Western blot e a IFI mostraram que em algumas amostras havia
expressdo da PBP2a mesmo na auséncia do antibidtico. No teste de indu¢do com oxacilina houve
uma estabilizacdo do MIC e os isolados ndo alcancaram o MIC de resisténcia sugerindo um
mecanismo de selecdo. No teste para confirmacdo do processo de selecdo, foi observada
variabilidade entre as colonias de um mesmo isolado caracterizando um perfil de heteroresisténcia,
enguanto alguns isolados se mostraram homogéneos, com alto nivel de resisténcia. Esses achados
reforcam a importancia da deteccdo do gene mecA e da proteina PBP2a para conduta de prescricao
de antibidticos na pratica clinica.

Palavras-chave: Staphylococcus, Resisténcia microbiana a medicamentos, Western blot.
Imunofluorescéncia.
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ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics promotes the emergence of meticillin-resistant
Staphylococcus strains. The mechanism of this resistance is the production of PBP2a protein,
encoded by mecA. Some clinical isolates have the gene mecA but are sensitive to
concentrations of oxacillin and cefoxitina. In these isolates, termed pre-MRS or OS-MRS, the
presence of mecA is not associated with its expression. It is believed that due to selective
pressure by the use of antibiotics, pre-MRS isolates become resistant. The aim of this study
was to determine whether MRS strains emergence is due to stimulation PBP2a expression
(induction) or by antibiotic selection of resistant strains. We analyzed 42 isolates of
Staphylococcus spp, 25 Staphylococcus aureus and 17 Staphylococcus coagulase negative
(SCN) isolated from a University Hospital of Recife-PE. Prior to antibiotic exposure the
minimum inhibitory concentracion (MIC) was determined and the Western blot and indirect
immunofluorescence (IFI) immunological tests for PBP2a detection and tests of induction and
selection by use of antibiotics were performed. The Western blot and IFI showed that some
samples expressed PBP2a in the absence of antibiotics. In the induction test with oxacillin the
isolates did not reach the resistance MIC suggesting selection mechanism. In the selection
test, variation was observed among colonies of the same strain, revealing a heteroresistance
profile, and some isolates were homogeneous, with a high level of resistance. These findings
reinforce the importance of mecA gene and PBP2a protein detection for antibiotic prescription
management in clinical practice.

Words-Key: Staphylococcus, drug resistance, blotting, fluorescent antibody technique.
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1 Introdugéo

O género Staphylococcus compreende importantes patdgenos, que embora facam parte
da microbiota normal de seres humanos, colonizando pele e mucosas, estao relacionados com
processos infecciosos graves tanto no ambito hospitalar como na comunidade. Esses
microrganismos tornaram-se um obstaculo as novas terapias antimicrobianas, devido a
aquisicdo de mecanismos de resisténcia aos agentes terapéuticos utilizados no combate as
infeccdes estafilococicas. Desde a introducdo da meticilina na pratica clinica, em 1961, a
ocorréncia de Staphylococcus meticilina resistente (MRS) elevou-se, e as infeccoes
hospitalares transformaram-se em um sério problema de satde publica de ordem mundial.

O elemento central do mecanismo de resisténcia a meticilina, em Staphylococcus €é a
aquisicdo e expressao do gene mecA, que codifica uma proteina alternativa de ligacdo a
penicilina, conhecida como PBP2’ ou PBP2a. Essa proteina ¢ descrita como essencial para a
sintese da parede celular e crescimento bacteriano na presenca do antimicrobiano. No entanto,
alguns isolados de Staphylococcus apresentam o gene mecA, porém Sdo sensiveis a
concentracdes crescentes de antibioticos. Tais isolados sdo descritos na literatura como pre-
MRS que por definigdo séo aqueles que carreiam os elementos que regulam o mecA (mecl e
mecR1, repressor e indutor respectivamente), mas sdo sensiveis a meticilina porque o gene
mecl reprime fortemente a expressdo da PBP2a. Esses isolados sdo descritos também como
OS-MRS, definidos como cepas que possuem 0 gene mecA mas sao susceptiveis a oxacilina,
com Concentracdo Inibitéria minina (MIC) < 2ug/ml. Geralmente, dentro dessa populacéo,
nem todas as células bacterianas expressam um perfil de resisténcia, fenébmeno denominado
de heterorresisténcia. Desta forma, os métodos fenotipicos para deteccdo de resisténcia podem
ser de dificil interpretacdo.

A compreensdo da expressdo génica relacionada com resisténcia a antimicrobianos
permite adotar medidas mais direcionadas para o tratamento de infec¢fes. Este estudo buscou
investigar a expressao da PBP2a em cepas sensiveis a oxacilina e portadoras do gene mecA.
Nosso objetivo foi verificar se essas cepas sob pressdo de antibidtico, poderiam tornar-se
resistentes devido ao estimulo da expressdo da proteina PBP2a (indugdo) ou por selecdo
antibidtica de linhagens resistentes e qual o papel do gene mecA e o seu produto, a PBP2a,
nesse processo. Ao mesmo tempo, o estudo do mecanismo de resisténcia a B-lactamicos
servird para orientacdo da prescricdo de antimicrobianos, evitando o uso de antibioticos de

ultima geracdo em casos ndo comprovados de resisténcia.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Staphylococcus: caracteristicas gerais

Staphylococcus spp sdo microrganismos gram-positivos, esféricos, sem esporos,
imdveis que se apresentam agrupados em cachos, por sua habilidade de se dividir em mais de
um plano (Figura 1). Sdo capazes de sobreviver e se multiplicarem tanto em aerobiose quanto
em anaerobiose. Em meio agar sangue, esses organismos formam colonias pequenas, brancas
ou douradas, com ou sem hemolise. Apresentam tolerancia a altas concentrac6es de cloreto de
sodio (NaCl) e ao ressecamento. Produzem a enzima catalase, o que os diferencia dos demais
cocos Gram-positivos.

A patogenicidade de Staphylococcus esta relacionada a producdo de toxinas e a sua
capacidade de invasdo e disseminacdo sistémica. Essas bactérias estdo frequentemente
envolvidas em processos supurativos. A liberacdo de toxinas pode provocar intoxicagoes
alimentares, sindrome do choque toxico e sindrome de Panton-Valentine (BANNERMAN,
2003). Com base na producdo da enzima coagulase, o género Staphylococcus pode ser
dividido em dois grupos: os estafilococos coagulase-positivos e estafilococos coagulase-
negativos (SCN) (KONEMAN et al., 2008).

Figura 1- Microscopia eletronica de varredura de Staphylococcus aureus.

Fonte: SCIENCE PHOTO LIBRARY . Staphylococcus aureus. Disponivel em: <www.sciencephoto.com>

Acesso em: 09.mar.2011

Staphylococcus aureus € considerado microbiota normal da nasofaringe, perineo e
pele, podendo colonizar individuos assintomaticamente, por curtos ou longos periodos de
tempo, causando doencas quando hd& um comprometimento do sistema imunologico
(CHAMBERS, 2001; KLOOS; BANNERMAN, 1994). Esse microrganismo também é
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considerado um dos principais patégenos humano, pela sua capacidade de acumular
determinantes de resisténcia a antimicrobianos e de concentrar fatores de viruléncia, sendo
capaz de causar diversas doencas infecciosas e se adaptar a diferentes condi¢cdes (LOWY,
2003; STRUELENS, 1998). Em ambiente hospitalar, os maiores vetores de disseminacdo do
S. aureus, sdo pacientes e parte dos profissionais de saude, que abrigam estafilococos nas
narinas ou na pele. As infec¢des nosocomiais por S. aureus sdo um grande problema clinico e
epidemioldgico, devido ao seu carater oportunista e ao aumento da resisténcia aos
antimicrobianos (LOWY, 2003; TENOVER, 2001).

Os estafilococos coagulase negativos (SCN) foram, por muito tempo, considerados
comensais da pele e contaminantes de culturas. Sua importancia como patdgeno foi
reconhecida recentemente e fatores especificos envolvidos nessa patogenicidade estdo sendo
identificados. A crescente incidéncia de infeccGes causadas por essas bactérias pode ser
atribuida a sua capacidade de colonizar materiais sintéticos que integram a medicina moderna.
Esses microrganismos tornam-se patogénicos quando tém acesso a tecidos internos, atraves de
trauma na barreira cutanea, inoculacdo por agulhas ou implante de materiais médicos como
préteses articulares, cateteres, valvulas cardiacas e marcapassos (EIFF; HEILMANN;
PETERS, 1998; HEIKENS et al., 2005; KONEMAN et al., 2008).

2.2 Parede celular

Tanto em bactérias gram-positivas como em gram-negativas, a estrutura da parede
celular consiste em ligacbes cruzadas de polimeros de peptidoglicano, também chamado
mureina. A parede celular é o principal elemento de apoio na manutencdo da forma bacteriana
e sua integridade é importante para viabilidade da célula, contribuindo também na sua
infectividade e patogenicidade (SCHEFFERS; PINHO, 2005).

A parede celular de Staphylococcus é formada pela alternancia de subunidades de f3-1-
N-acetilglicosamina (GIcNAc) e N-acetilmuramico (MurNac) associada a uma cadeia
tetrapeptidica de L-alanina, D-glutamina, L-lisina e D-alanina (Figura 2). Aproximadamente
90% dessas cadeias peptidicas estdo ligadas a outras cadeias de glicano formando uma ponte
interpeptidica de pentaglicina. Essas longas cadeias de glicano, ligadas através de flexiveis
pontes peptidicas, formam uma estrutura forte e elastica que protege o protoplasto da lise
devido a alta pressdo osmética interna (SCHEFFERS; PINHO, 2005). Ligada a parede celular
das bactérias gram-positivas estdo moléculas acessdrias como acidos tecoicos, ribitol, acidos
lipoteicaicos, polifosfatos e carboidratos (NAVARRE; SCHNEEWIND, 1999).
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Figura 2- Diagrama da estrutura do peptidoglicano de Staphylococcus aureus. Cadeias de glicano compostas dos
dissacarideos, acetilglicosamina (GIcNAc) e acetilmurdamico (MurNac) interligados por uma ponte de
pentaglicina caracteristico da espécie.

Cadeia de Glicano

L-Ala [- GlcNac - MurNac-],
D-iGlu L-Ala T
N"z'[GN];— L-Lys D-iGlu ,
0-Aa{GH-Gly GIVG-GH-L-LYS - Fenapeptiteny
Ponte de D-Ala
Pentaglicina D-}\la .

Fonte: Navarre e Schneewind (1999).

A biossintese do peptidoglicano pode ser dividida em trés diferentes estagios (Figura
3): (i) ocorre no citoplasma e conduz a sintese dos nucleotideos precursores UDP-N-
acetilmuramico-pentapeptideo e UDP-N-acetilglicosamina; (ii) na membrana citoplasmatica,
precursores lipidicos sdo sintetizados para fazer o transporte através da membrana
citoplasmatica. Nessa etapa da biossintese, o uso de uma molécula lipofilica permite a célula
transportar precursores hidrofilicos do meio citoplasmatico, através da membrana hidrofébica,
para sitios de incorporacdo ao peptidoglicano crescente, no lado externo da membrana; (iii) a
etapa final da biossintese do peptidoglicano, acontece na parte externa da membrana
citoplasmatica e envolve a polimerizacdo das unidades de peptideos e dissacarideos recém-
sintetizados e a incorporacdo no peptidoglicano crescente, através da acdo das chamadas
proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) (SCHEFFERS; PINHO, 2005; STAPLETON;
TAYLOR, 2002).
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Figura 3- Diagrama da biossintese do peptidoglicano.

(A) (B)

[ ] Pentaglycine

_.D-alanyl-D-alanine .
o Wiy W Oy By Wiy

D-alanyl-D-alanine #
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Fonte: Hiramatsu (2001).

Nota: A geracdo dos precursores da parede celular (GIcNAc e MurNac) (A) comeca no citoplasma,
posteriormente eles sdo transferidos por carreadores lipidicos na membrana e entdo translocados para o lado
externo da membrana, atuando como substrato da glicosiltrasferase e sofrendo reacGes de transpeptidagéo
catalisadas pelas PBPs (B).

2.3 Proteinas de ligacdo a penicilina

Proteinas de ligacdo a penicilina (PBP’s) pertencem a familia serina acil-transferase.
Elas sdo codificadas pelo gene de mesmo nome, pbp localizados no cromossomo (PEREIRA
et al., 2007). Estdo ancoradas na porcdo extracelular da membrana citoplasmatica, atraves de
pequenas sequéncias hidrofobicas carboxi/aminoterminal. Essas enzimas atuam na etapa final
de montagem da parede bacteriana catalisando a reacdo de transpeptidacéo entre os polimeros
de peptidoglicano (BRAKSTAD; MAELAND, 1997; CHAMBERS, 1999).

As PBP’s estdo presentes em quase todas as bactérias, mas variam entre uma espécie e
outra, em relacdo ao numero, tamanho, quantidade ¢ afinidade a antibidticos B-lactamicos
(GEORGOPAPADAKOU, 1993). O termo “PBP” ha tempos vem sendo inadequadamente
empregado na literatura, por referir-se a qualquer enzima que reconhece e/ou metaboliza
antibioticos B-lactamicos, independente da sua funcdo na célula. As transpeptidases K15 e
R61 de Streptomyces, por exemplo, possui afinidade a penicilina, mas ndo estdo envolvidas na
biossintese do peptidoglicano e sua funcao celular néo foi ainda descrita (MACHEBOEUF et
al., 2006).
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As PBP’s sdo divididas em proteinas de alto peso molecular (HMW) e de baixo peso
molecular (LMW). As PBP’s HMW sao enzimas localizadas na superficie da membrana
citoplasmatica e ligadas a membrana pelo dominio sinal N-terminal. O sitio C-terminal ¢é
formado por um dominio penicilina ligante, que catalisa a ligagdo cruzada. De acordo com
sua estrutura primaria e atividade catalitica estas PBP’s podem ser divididas em duas classes:
A e B. As de classe A séo enzimas bifuncionais, catalisam tanto polimerizac¢do de cadeias de
GIcNAc-MurNAc (glicosilacdo), quanto ligagbes cruzadas com cadeias de peptideos
adjacentes (transpeptidacdo). Enquanto as de classe B sdo monofuncionais e apresentam
apenas atividade transpeptidase (GOFFIN; GHUYSEN, 2002; SCHEFFERS; PINHO, 2005)

No género Staphylococcus, as PBP’s HMW siao PBP1 (87 kDa), envolvidas na
transpeptidacdo primaria de unidades de mureina; a PBP2 (80 kDa) envolvida na
transpeptidacdo e transglicosilacdo; e a PBP3 (75 kDa) que participa da septacdo do
peptidoglicano (GEORGOPAPADAKOQOU, 1993).

As PBP’s HMW sdo alvo dos antibidticos B-lactdmicos. A ligacdo do antimicrobiano a
PBP inibe o dominio de transpeptidacdo da proteina, com acumulo de precursores de
membrana dentro do citoplasma levando a liberacdo de enzimas autoliticas que degradam a
parede celular pré-formada, com consequente morte celular bacteriana (CHAMBERS, 1999;
STAPLETON; TAYLOR, 2002; SEFTON, 2002).

Isolados de Staphylococcus resistente a meticilina (MRS), produzem uma PBP
adicional, a PBP2a também denominada PBP2" (78 kDa), com baixa afinidade de ligacdo a
componentes p-lactdmicos (GEORGOPAPADAKOU, 1993). Elas séo capazes de continuar a
sintese de parede celular quando as PBP’s nativas ndo estdo em atividade (GOLDSTEIN et
al., 2007). Segundo Pinho et al. (2001) a PBP2, uma das PBP’s estafilococicas nativas, &
necessaria para a sintese da parede celular e crescimento bacteriano na presenca de
antimicrobianos B-lactdmicos. A PBP2 possui um dominio transpeptidase (TPase) e um
dominio transglicosilase (TGase). Em altas concentracdes de meticilina, o dominio
transpeptidase é acilado e ndo é mais capaz de realizar a ligagdo cruzada dos peptideos. No
entanto, o dominio transglicosilase mantém-se funcional e coopera com a atividade da
transpeptidase da PBP2a, a PBP adicional (figura 4). A PBP2a é codificada pelo gene mecA e
nédo pelo gene pbp e contém um dominio transpeptidase e um dominio penicilina ndo ligante
(BRAKSTAD; MAELAND, 1997).

As PBP’s LMW sdo monofuncionais e ajudam no controle da extensdo da malha do
peptidoglicano (SCHEFFERS; PINHO 2005). No género Staphylococcus a PBP4 (41kDa)
esta envolvida na transpeptidacdo secundaria (GEORGOPAPADAKOU, 1993). As PBP’s
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LMW embora tenham papel na sintese de parede, ndo sdo alvos dos antimicrobianos [3-

lactdmicos (CHAMBERS, 1999).

Figura 4- Mecanismo de acdo da PBP2 nativa e PBP2a.
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Fonte: Pinho et al. (2001).

Nota: Na auséncia do antibiético, os dominios TPase and TGase da PBP2 participam na biossintese do
peptidoglicano. Na presenca do antibidtico, 0 dominio TPase da PBP2 est4 inativo, mas seu dominio TGase
coopera com a atividade do dominio TPase da PBP2a.

2.4 Base molecular da PBP2a

O gene responsavel pela expressdo da PBP2a em cepas MRS é conhecido como mecA.
Quando se tornou evidente que o mecA estava amplamente disseminado entre as multiplas
espécies de estafilococos, a hipotese era de que ele poderia estar localizado em um elemento
movel que poderia ser facilmente transferido entre as espécies. Um elemento genético mével
designado cassete genético mével posteriormente designado como SCCmec (KATAYAMA;
ITO; HIRAMATSU, 2001). Este elemento é considerado uma ilha de resisténcia por
compreender numerosos genes de resisténcia a diferentes classes de antibioticos
(HIRAMATSU et al.,, 2001). Além de outros elementos genéticos moveis como IS’s,
plasmidios conjugativos e transposons, dois elementos destacam-se dentro do SCCmec, o
Complexo ccr, responsavel pela mobilizacdo do cassete e 0 Complexo mec, um operon com
42 kb formado pelos genes reguladores mecl (repressor) e mecRI (indutor) localizados a
esquerda do gene estrutural mecA (INTERNATIONAL WORKING GROUP ON THE
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CLASSIFICATION OF STAPHYLOCOCCAL CASSETTE CHROMOSOME ELEMENTS,
2009).

2.5 Mecanismos de Resisténcia

Os mecanismos da resisténcia bacteriana sdo complexos, variados e ndo
completamente conhecidos (KONEMAN et al., 2008). Entre os Staphylococcus, aléem da
resisténcia a antibidticos B-lactamicos mediada pela presenca do gene mecA codificante da
proteina PBP2a existe a producdo de enzimas modificadoras de antibiéticos como -
lactamases, que hidrolisam o antibiético e sdo codificados pelo gene blaZz (HIRAMATSU et
al., 2001). Segundo Chambers (1999), isolados apresentando resisténcia a meticilina e mec-
negativos mostram altos niveis de atividade das B-lactamases, exibindo baixos valores de
MIC (Concentracdo Inibitéria Minima) na associagdo de B-lactdmicos com inibidores da acdo
dessas enzimas, como o &cido clavulanico ou sulbactan. A hiperproducdo dessas enzimas
resulta na hidrolise lenta das penicilinas semi-sintéticas e resisténcia limitrofe a
meticilina/oxacilina. Dessa forma, a resisténcia a oxacilina e a outras penicilinas resistentes a
penicilinase também pode ser observada em algumas cepas, embora a hiperproducdo dessa
enzima esteja mais associada a cepas SCN que S. aureus (ARCHER; BOSILEVAC, 2001).

2.6 Epidemiologia das infec¢Bes por Staphylococcus resistentes a meticilina.

Um dos maiores problemas de Saude Publica enfrentado nas ultimas décadas € o
aumento da resisténcia a antimicrobianos em populacGes bacterianas, principalmente de
origem hospitalar, devido a facilidade de disseminacdo de patdgenos resistentes (TENOVER,
2001). A resisténcia apresentada pelos microrganismos é uma questdo grave por limitar as
opcOes terapéuticas (DZIDIC; BEDEKOVIC, 2003; SADER et al., 2001;). Apesar do volume
de conhecimento, da vigilancia reforcada e das medidas de controle de infeccOes adotadas
pelas instituicbes de saude para abordar a endemicidade e os surtos de doencas frequentes por
S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) as infeccbes causadas por este microrganismo
ainda sdo responsaveis por cerca de 50% das infeccBes hospitalares com morbidade e
mortalidade crescentes (TAIWO, 2009).

Como estafilococos sdo encontrados na pele e na nasofaringe a disseminacdo desses

microrganismos torna-se mais facil. Geralmente estas cepas sdo introduzidas em uma
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instituicdo hospitalar por meio de paciente ou individuo da equipe de saude colonizado e o
principal modo de transmissdo se da através das maos (CHAMBERS, 2001). Além da
transmissdo por contato direto, os equipamentos e utensilios manipulados por pessoas
colonizadas podem desempenhar importante papel na epidemiologia das infeccdes por MRS
(CHAMBERS, 2001).

A origem de cepas MRS é desconhecida. Estudos por meio de genética da evolugéo
demonstram que o gene mecA foi transferido de isolados Staphylococcus coagulase negativos
para S. aureus. Um homologo ao gene mecA apresentando 88% de similaridade foi
encontrado em Staphylococcus sciuri que se encontra na base da arvore genealdgica do
género Staphylococcus, e estd muito afastado filogeneticamente de S. aureus, que é uma das
espécies mais evoluidas (COUTO et al., 1996).

Tradicionalmente, infecgdes por Staphylococcus resistentes a meticilina eram
adquiridas exclusivamente em ambito hospitalar. Fatores de risco contribuem para
colonizacdo ou infecgdo, como a exposicdo a terapias antimicrobianas, o longo tempo de
internamento em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), pacientes cirurgiados, procedimentos
invasivos e exposicdo a pacientes ja colonizados por Staphylococcus resistentes a meticilina
(MRS). Quando casos de infeccbes por MRS eram investigados na comunidade ficava
evidente hospitalizacdo anterior ou contato com pessoas que tenham tido uma hospitalizagédo
recente (CHAMBERS, 2001). Com a emergéncia de S. aureus resistentes a meticilina
associados a comunidade (CA-MRSA), houve uma mudanca na epidemiologia das infeccdes
causadas por S. aureus resistentes a meticilina. Os CA-MRSA ja foram descritos em varias
regides do globo, entre elas o Brasil (RIBEIRO et al., 2005).

Infecgdes causadas por Staphylococcus spp. impfe uma carga elevada e crescente
sobre os recursos de cuidados a saude (CHU, 2005). O aumento da resisténcia de varios
patdégenos a uma variedade de antimicrobianos tem demandado o desenvolvimento de novos e
mais potentes agentes antimicrobianos. Com esse aumento da resisténcia a vigilancia
comegou a ser reconhecida como necessaria, unindo esforcos locais, nacionais e
internacionais, com programas multicéntricos de vigilancia, monitorando e acompanhando a
evolucéo da resisténcia no tempo, bem como desenvolvendo medidas preventivas (SADER et
al., 2001).

InfeccBes por Staphylococcus resistentes a meticilina matam aproximadamente 19.000
pacientes americanos hospitalizados anualmente, o que é semelhante ao nimero de mortes em
decorréncia da AIDS, tuberculose e hepatites virais (tabela 1) (HELEN; BOUCHER,;
COREY, 2008; KLEVENS et al., 2007).
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Tabela 1- Taxa anual de mortes por doencas infecciosas.

Doengas infecciosas  Numero de mortes  Ano

(estimadas)

Infec¢bes por MRSA 19.000 2005
AIDS 15.798 2004
Tuberculose 662 2004
Hepatite viral 5.793 2002

Fonte: Helen; Boucher; Corey, 2008.

2.7 Métodos para deteccdo de resisténcia

A determinacdo precoce e precisa da resisténcia a meticilina é importante para o
prognostico de infeccdes causadas por bactérias do género Staphylococcus (ANAND et al,
2009). O reconhecimento laboratorial da aquisicdo de resisténcia e suas implica¢des clinicas
tornaram-se cada vez mais relevantes, com impacto assistencial e epidemioldgico, devido a
evolucdo temporal da resisténcia (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Os isolados de S. aureus
resistentes a meticilina/oxacilina sdo, por definigdo, resistentes a todos os B-lactamicos e
carbapenens. Esta resisténcia é identificada por varios métodos como disco-difusédo, diluicdo
em agar, aglutinacdo em latex, métodos automatizados e ensaios moleculares (CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 1996).

As isoxazolilpenicilinas (oxacilina, dicloxacilina, cloxacilina e flucloxacilina) sdo
estaveis em pH &cido e apresentam alto indice de ligacdo as proteinas plasmaticas (80%).
Embora a oxacilina seja homoldgo a meticilina, ela é mais resistente a hidrolise. A oxacilina é
o farmaco preconizado, mas continua sendo empregada a expressao “meticilina-resistente” ou
a sigla MRS, para designar as cepas de Staphylococcus que ndo respondem ao tratamento com
oxacilina e por extensdo, com as demais isoxazolilpenicilinas (AMATO NETO et al., 2000).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) é uma entidade internacional que
preconiza como os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos devem ser realizados e
interpretados. O método de Kirby-Bauer (disco-difusdo) utilizando disco de oxacilina, embora
ainda utilizado na maioria dos laboratdrios clinicos possui uma menor especificidade quando
comparado a outros métodos (UNAL et al., 1994). A partir de 2004 o CLSI passou a
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recomendar o teste com disco de 30ug de cefoxitina para a deteccdo de cepas MRS. Essa
recomendacéo baseou-se em relatos sobre o0 uso da cefoxitina, por este ser potente indutor do
sistema regulatério do gene mecA. Sendo possivel considera-lo como um marcador na
deteccdo de resisténcia a meticilina mediada pelo mecA. O teste utilizando cefoxitina
apresenta especificidade e sensibilidade para detectar o gene mec igual a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) (SWENSON et al., 2007).

Outro método para determinacdo da susceptibilidade a meticilina é o da concentragdo
inibitéria minima (MIC), incluindo métodos de diluicdo em agar, em caldo (macrodiluicéo e
microdiluicdo) e de gradiente de difusdo em agar. Apesar desses métodos possibilitarem uma
avaliacdo quantitativa da resisténcia a oxacilina e de serem métodos muitas vezes
considerados padrdo, podem ndo ter acurécia significativamente maior (para a presencga do
gene mecA) do que os testes fenotipicos qualitativos. No entanto, devido a existéncia de
outros mecanismos de resisténcia, esses métodos podem e devem ser utilizados como
confirmatdrios e/ou adjuvantes em isolados nos quais o padrdo de suscetibilidade é duvidoso
ou de dificil diagnostico (VELASCO, 2005).

Os métodos fenotipicos podem falhar na deteccdo dessa resisténcia, uma vez que esta
pode ser influenciada pelas condi¢Ges de cultivo, como temperatura, pH e concentracdo de
NaCl do meio. Duas sub-popula¢Ges podem coexistir na mesma cultura, onde cepas
apresentando baixo nivel de resisténcia podem ndo ser detectadas. Estas cepas apesar de
possuirem a informacdo genética, apresentam in vitro o fenotipo de sensibilidade
(MURAKAMI et al., 1991).

Desta forma, a deteccdo do gene mecA ou seu produto, a proteina de ligacdo a
penicilina (PBP2a) é considerada “padrdo ouro” para confirmagdo de cepas MRS (SKOV et
al., 2006). Mohanasoundaram e Lalitha (2008), em seu estudo de comparacdo dos métodos
fenotipicos e genotipicos na deteccdo de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
analisaram 150 isolados e pelos métodos de MIC e disco difusdo apenas 33 foram
classificados como MRSA. J& 0 método de aglutinacdo em latex com soro monoclonal para
PBP2a apresentou 99% de especificidade e 100% sensibilidade, onde todos os MRSA foram
positivos na reacdo e apenas uma cepa sensivel foi classificada erroneamente como MRSA. A
PCR do mecA apresentou especificidade e sensibilidade similares ao teste de aglutinagcdo em

latex.
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2.8 Heterorresisténcia e Homorresisténcia

Alguns isolados sdo descritos na literatura como pré-MRS que por definicdo sao
aqueles que carreiam os elementos que regulam o mecA (mecl e mecR1, repressor e indutor
respectivamente), mas sdo sensiveis a meticilina porque o gene mecl reprime fortemente a
expressdao da PBP2a (KOBAYASHI et al., 1998; PETINAKI et al., 2001). Hososaka et al.
(2007) encontraram numa populacdo de 480 cepas de S. aureus, seis apresentando perfil de
sensibilidade a oxacilina e mecA positivos. Esses isolados sdo descritos também como OS-
MRS, definidos como cepas que possuem 0 gene mecA mas sao susceptiveis a oxacilina, com
MIC <2pug/ml (GIANOULLI et al. 2010). Geralmente, dentro dessa populacéo, nem todas as
células bacterianas expressam um perfil de resisténcia, fenébmeno denominado de
heterorresisténcia (KLOOS; BANNERMAN, 1994).

A resisténcia mediada pela PBP2a é denominada heterorresisténcia, uma vez que o
gene mecA pode ser expresso por algumas ou por todas as células de uma determinada
populacdo (KONEMAN et al., 2008). Enquanto o mecA é essencial para a resisténcia a
oxacilina, a expressdo fenotipica da resisténcia em células contendo o gene varia. Dois
padrdes devem ser considerados na deteccdo da resisténcia do género Staphylococcus, um
homogéneo e outro heterogéneo. No padrdo homogéneo todas as colonias expressam
resisténcia a meticilina sem dificuldade para interpretacdo no teste. Ja no padrdo heterogéneo
ou heterotipico, somente uma fracdo de colénias expressa resisténcia a oxacilina, apesar da
presenca do gene mecA, dificultando a interpretacdo do teste. Essa expressao heterogénea de
resisténcia é uma das principais caracteristicas de S. aureus resistente & meticilina (MRSA),
tanto provenientes de hospitais quanto da comunidade (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).
Recentemente, foram relatados novos isolados MRSA fenotipicamente heterogéneos que
apresentam sensibilidade & oxacilina, apesar de serem mecA positivos. E provavel que essas
cepas sejam clinicamente relevantes, ja que a exposi¢do dos isolados a B-lactamicos pode
resultar em um alto nivel de resisténcia de carater homogéneo. A hipdtese é que a selecdo
dessas cepas pode ser determinada pela pré-existéncia de uma populacdo hipermutével, que
favorece a sua selec@o na presenca de oxacilina (CUIROLO; PLATA; ROSATO, 2009).
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3 Justificativa

As bactérias do género Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (oxacilina) sdo
frequentemente isoladas em hospitais da cidade de Recife. A presenca dessas bactérias
acarreta problemas para o tratamento dos pacientes, por restringir a escolha dos
antimicrobianos, aumentarem a morbidade e tempo de permanéncia desses individuos no
hospital, 0 que encarece o tratamento e favorece o surgimento de resisténcia a outros
antibioticos. Além disso, em Pernambuco, os estudos referentes aos aspectos moleculares
dessa resisténcia sao escassos.

Os métodos fenotipicos para detec¢do de isolados MRSA sdo de dificil interpretacédo e
podem falhar na deteccdo dessa resisténcia, uma vez que esta pode ser influenciada pelas
condi¢cdes de cultivo. Além disso, estas cepas apresentam um padrdo heterogéneo de
resisténcia, onde somente uma fracdo de colnias expressa resisténcia a oxacilina, apesar da
presenca do gene mecA, dificultando a interpretacdo do teste. A deteccdo por PCR do gene
mecA, embora seja considerada “padrdo ouro”, nem sempre estd associada ao fenotipo de
resisténcia em alguns isolados.

Assim, a utilizacdo de técnicas moleculares e imunolégicas para monitoramento do
nivel de resisténcia frente ao uso de oxacilina e cefalosporina de segunda geracdo, nos
fornecera instrumentos para uma correta identificacdo dos isolados de Staphylococcus spp.
com potencial para desenvolver resisténcia a B-lactdmicos., Identificando o mecanismo dessa
resisténcia, seja pela inducdo ou selecdo antibiotica permitird uma orientacdo mais adequada

para o uso dos antimicrobianos e um controle mais eficaz das infecgdes hospitalares.
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4 Objetivos

4.1 Geral

Avaliar a expressao da proteina de resisténcia PBP2a em cepas de Staphylococcus spp.

carreadoras do gene mecA.

4.2 Especificos

a) Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) da oxacilina e da cefoxitina
frente aos isolados de Staphylococcus spp.;

b) Avaliar a expressao da proteina PBP2a em cepas de Staphylococcus spp. sensiveis a
oxacilina carreadoras do gene mecA,

c¢) Induzir a producéo da proteina de resisténcia PBP2a em cepas de Staphylococcus spp.
sensiveis a oxacilina carreadoras do gene mecA pela exposicdo a oxacilina e
cefoxitina;

d) Analisar a mudanca do padrdo da MIC antes e apds a inducdo pela exposicdo a

antibidticos.
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5 Material e Método

5.1 Local de estudo

As amostras sdo oriundas de pacientes do Hospital Universitario Oswaldo Cruz do
Recife-PE (HUOC). As amostras estiveram conservadas em BHI (Brain Heart Infusion)/
glicerol a -80°C no Departamento de microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées
(CPgAM/FIOCRUZ) e foram reativadas a partir de inoculacdo em caldo BHI, sendo
incubadas a 37°C/24h. Em seguida, foi realizada a confirmacdo fenotipica a partir do aspecto
das colbnias crescidas em agar sangue (producdo de pigmento e hemolise) e dos testes de

producdo de catalase e coagulase em tubo.

5.2 Amostras — Cultura de bactérias e caracterizacao fenotipica

Foi selecionado um total de 42 amostras de Staphylococcus spp, sendo 25 isolados de
S. aureus e 17 de Staphylococcus coagulase negativos (SCN), todos apresentando o gene
mecA. As amostras tiveram seu perfil de susceptibilidade testados no laboratério de
Bacteriologia do HUOC, por meio de cultivo de uma suspensdo bacteriana, com turvacéo
igual a 0,5 da escala McFarland, em agar Mueller-Hinton suplementado com 4% de NaCl e
6ug/ml de oxacilina (screen agar) o que nos garante saber o perfil de susceptibilidade prévio
dessas amostras. No Departamento de Microbiologia do CPgAM/FIOCRUZ foi verificado a
presenca do gene mecA através de reacGes de PCR. As amostras sdo caracterizadas como de
infeccdo hospitalar seguindo critérios da CDC, 1996.

5.3 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

A determinacdo do MIC foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo Mueller
Hinton segundo as recomendagfes do CSLI (2010) utilizando oxacilina e cefoxitina (Sigma-
Aldrich/Alemanha). A concentracdo da solucdo estoque foi calculada a partir da maior
concentragéo testada para cada antimicrobiano, do volume de caldo Mueller-Hinton utilizado
e do volume final da solucdo estoque (TERASAWA, 2006). A quantidade em miligrama, do
antimicrobiano, necesséria para preparar as solucdes foi calculada usando a seguinte férmula:

Peso (mg) = Vol. do Solvente (mL) X Conc. da Solugdao Estoque (ug/mL) / Poténcia

do antibidtico (pg/mL)
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Ap0s o preparo, as solucbes estoque foram esterilizadas por filtragdo em membrana
Millipore de 0,22 um de didmetro, aliquotadas em frascos contendo 2 mL e estocadas -80°C.
A partir da solucdo-estoque foram feitas diluicGes 1:2 até atingir a menor concentracdo capaz
de inibir o crescimento visivel da bactéria. Foram feitas 12 dilui¢des do antibiotico oxacilina
(256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2,1, 0.5, 0.25, 0.12 pg /mL) e 12 de cefoxitina (512, 256, 128, 64,
32,16, 8,4,2,1,0.5,0.25, ug/mL).

Para o preparo do in6culo, uma suspensdo de concentracdo referente a turvacéo 0,5 da
escala MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL) foi acertada com o auxilio de aparelho fotométrico,
em absorbancia de 600 nm. Foram distribuidos 50 pL de cada suspensdo bacteriana em placas
de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) de 96 pogos, com o auxilio de um multi-
inoculador. Utilizou-se como controle de qualidade cepas American Type Culture Colection
(ATCC). Para este teste, foram utilizadas a cepa S. aureus ATCC 33591 resistente a oxacilina
e S. aureus ATCC 29213, sensivel a oxacilina.

As anélises foram concentradas nas cepas de Staphylococcus spp. carreadoras do gene
mecA e fenotipicamente sensiveis. As faixas de susceptibilidade foram determinadas seguindo
as normas do CLSI (2010) (tabela 2).

Tabela 2- Padrdo de susceptibilidade para os antibidticos oxacilina e cefoxitina para Staphylococcus aureus e
coagulase negativos.

Agente antimicrobiano Padrdo interpretativo (pg/mL) Comentarios
5 R
Oxacilina =2 =4 Para 5. aureus
Cefoxitina =4 28 Cefoxitina & usada como padrdo para resisténcia a oxacilina
Oxacilina =0.25 20.5 Para Staphylococcus Coagulase Negativos

Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute (2010).

5.4 Padronizacdo da técnica de Imunofluorescéncia Indireta

Isolados da bactéria foram testados em trés diferentes faixas de Densidade Optica
(0.D) com comprimento de onda de 600nm: 0.08 a 0.1, 0,1 a 0.2 e 0.2 a 0,4. Foi testado
também as dilui¢bes do anticorpo a ser utilizado nas rea¢Ges. Para o anticorpo primario (soro
anti-PBP2a previamente produzido) foram testadas as dilu¢Ges de 1:500, 1:1000, 1:2000,
1:4000, 1:8000. Nos testes para padronizacdo da técnica foi utilizada a cepa de S. aureus
ATCC 29213 como controle negativo e a S. aureus ATCC 33591 como controle positivo da

reagao.
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5.5 Reconhecimento da PBP2a por Imunofluorescéncia Indireta

A suspensdo bacteriana obtida apo6s incubacdo do isolado por 24h na presenca do
antibidtico na concentracdo estabelecida no teste de MIC em caldo Mueller Hinton, foi
centrifugada por 5 minutos a 26292,2 G a 4°C e ressuspendida em PBS. Esse procedimento
foi repetido 3 vezes ou até a obtencdo de células livre do meio de cultura. Posteriormente foi
medida a absorbancia pelo uso do espectrofotdmetro e foram feitas diluicdes até a obtencéo
da Densidade dptica (O.Dgoonm) Vvariando de 0,08 a 0,10. A suspensédo celular foi depositada
em laminas de microscopia e incubada por 2 horas a 37°C ou deixadas a temperatura
ambiente “overnight”. Apo6s secagem foram adicionados as laminas 20 pl do anticorpo
primario — o antissoro policlonal anti-PBP2a, previamente produzido em coelho na diluicdo
de 1:1000 (MANGUEIRA, 2009). A lamina foi incubada por 30 minutos em estufa a 37°C,
submetida a lavagem com PBS e posteriormente deixada em cuba de lavagem por 15 minutos.
Ao abrigo da luz, foi adicionado 20ul do anticorpo secundério, anti-lIgG de coelho marcado
com FITC, diluido em Azul de Evans (1:25 em PBS). A leitura do resultado foi realizada em
microscopio de fluorescéncia. As cepas ATCC sabidamente negativas e positivas para 0 gene

mec, foram utilizadas como controles negativos e positivos, respectivamente.

5.6 Extracdo de proteinas total de parede celular

Para extracdo das proteinas de parede foi utilizada uma adaptacdo dos protocolos
descritos por Reynolds; Brown, (1985), Katayama Zhang e Chambers, (2004); Ender Callum
e Berger-Bachi, (2008), gerando dessa forma um novo protocolo como é descrito a seguir.
Trés a cinco colbnias de Staphylococcus, previamente plaqueadas em agar sangue, foram
crescidas em 5 mL de BHI adicionadas de 40 uL/mL de oxacilina até alcangar a O.D.goo de
0,6 a 0,8. Uma aliquota de 1,5 mL desta cultura foi centrifugada por 5 min a 26292,2 G a 4°C.
O sobrenadante foi desprezado com auxilio de bomba de vacuo e ao sedimento foi adicionado
1 mL de tampdo (50mM tris-HCI, pH 7,5; 150mM NaCl; 5mM MgCl,, pH 7,5), 20 uL de
lisostafina (100 pg/mL), 20 uL de RNase (5 png/mL) e 1 uL de DNase, homogeneizado e
incubado em banho maria 37°C por 30 min. As amostras foram resfriadas a 4°C por 5 min e
entdo centrifugadas por 10 min a 26292,2 G, 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento lavado 2 vezes com PBS pH 7,5 (centrifugacdes de 5 min a 26292,2 G). Apo0s as

lavagens, foi adicionado ao sedimento 60 puL de LE2x. As amostras foram fervidas por 2
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minutos, deixadas em gelo por 5 minutos, homogeneizadas e migradas em gel SDS-PAGE
15% por 1h e 30 min. Posteriormente foi realizada a transferéncia para membrana de PVDF,
96V por 1 hora.

5.7 Reconhecimento da PBP2a por Western blot

A membrana foi bloqueada em solucédo de leite a 5% TBS/ Tween por 1 hora, sendo
posteriormente incubado com o anticorpo primario, o soro anti-PBP2a produzido, em solucéo
de leite a 1% TBS 1X/Tween por 1 hora. A membrana foi lavada 3 vezes com TBS 1X/Tween
por 10 minutos cada, seguida de nova incubacéo, durante 1 hora, com o segundo anticorpo
anti 1gG de coelho marcado com peroxidase, numa solucdo de leite a 1% TBS 1X/Tween.
Decorrido esse tempo, foram realizadas mais 3 lavagens com TBS 1X/Tween por 10 minutos.
A membrana foi entdo incubada numa solucdo de luminol 1,2 mM, iodofenol 0,4 mM e
peroxido de hidrogénio 0,03% por 2 minutos para reacdo de quimiluminescéncia, e depois de
seca exposta a um filme de auto-radiografia durante 1 e 2 minutos. O filme foi revelado com
uma solucdo de Dektol (1:2) por 3 minutos e depois fixado, deixado em agua corrente e

posteriormente colocada para secar.

5.8 Testes de inducdo de resisténcia

Amostras de Staphylococcus sensiveis a oxacilina e portadoras do gene mecA foram
expostas as concentracdes de oxacilina e cefoxitina pré-estabelecidas pelo teste de MIC
(Tabela 3), baseado no teste realizado por Kampf et al. (2003).

Uma aliquota de 100 pL de uma cultura crescida “overnight” em caldo Mueller
Hinton, livre de antibidtico, com absorbancia em 600nm variando de 0,08 a 0,10, que é
equivalente a solucdo padrdo de 0,5 McFarland, foi inoculada em placa contendo as
concentragdes dos antibioticos e incubada a 37°C por 24h.

O pogo com maior concentracdo de antibiotico, no qual foi visivel o crescimento apos
0 periodo de incubacéo, teve sua O.D. medida para posterior analise. O crescimento foi entdo
plagueado em meio agar sangue para confirmacgéo da pureza da suspensdo bacteriana.

A partir de coldnias crescidas em placa da cultura foi feita uma suspensao bacteriana
em solucdo salina 0,9%, até absorbancia de 0,08 a 0,10 para dar continuidade a indugéo

voltando a expor os isolados as novas concentracOes estabelecidas no experimento anterior,
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para oxacilina e cefoxitina. Foram realizados experimentos até alcancar a concentracdo que

possibilitasse considerar as cepas como resistentes.

5.9 Teste de selecdo de linhagens resistentes

As amostras foram plaqueadas em agar sangue e incubadas em estufa a 35°C por 24
horas. Da cultura crescida foi selecionado aleatoriamente seis a dez col6nias e passadas para o
caldo BHI (Brain Heart Infusion). A partir da cultura crescida em caldo foi realizada a
extracdo de DNA, segundo protocolo de Freitas et al. (2008). A reagédo de PCR, foi realizada
utilizando primers que ancoram em regido interna do gene mecA. O primer descrito por
Perez-Roht et al., (2001) (5-TAGGGATCCGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3)
foi utilizado como forward e a sequéncia descrita por Petinaki et al., (2001), (5’-
TTGCTCGAGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’) foi utilizado como reverse.

A reacdo de amplificacdo foi preparada em volume total de 25 pL por tubo,
compreendendo: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM; MgCl; 1,5 mM; dNTP 200 puM; 20 pmol de
cada primer; 20 ng de DNA genémico; 1 U de Tag DNA polimerase. As reacdes foram
realizadas em termociclador (Biometra), programado inicialmente para 30 ciclos térmicos,
com desnaturagdo de um minuto a 94°C, anelamento de um minuto a 50°C e uma extensao de
um minuto a 72°C seguido de uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C. O
produto da amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e corado com

brometo de etidio, visualizado em transluminador UV e digitalizado (Kodak digital science).

A partir das mesmas coldnias selecionadas, foram realizados o0s ensaios de
Imunofluorescéncia indireta (item 5.4) e Western blot (itens 5.5 e 5.6) para analise da

presenca da PBP2a.

5.10 Testes de disco de ampicilina com &cido clavulanico

A realizacdo deste teste foi baseada no método de Kirby-Bauer onde inicialmente
preparou-se uma suspensao bacteriana com turvacdo equivalente a escala 0,5 de MacFarland
com o auxilio de aparelho fotométrico, a qual foi inoculada na superficie do agar Mueller-
Hinton. O antimicrobiano utilizado foi uma associagédo de ampicilina com inibidor de beta-

lactamase (&cido clavulénico) e os discos foram depositados sobre este meio com pinga
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estéril. As placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas. Isolados apresentando didmetro
de halo de inibicao <19 mm sao classificados como resistentes, ja os isolados com halos >20
mm sdo classificados como sensiveis, produtores de B-lactamase (CLSI, 2010). Foram
testadas amostras que apresentaram altas MIC para cefoxitina, caracteristico de resisténcia,

porém negativas nos ensaios imunoldgicos para reconhecimento da PBP2a.
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6 Consideracdes Eticas

Este trabalho contou com a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz (Parecer n® 17.7.0052 CEP/HUOC) (Anexo A).
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7 Resultados

7.1 Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

Entre os 42 isolados investigados neste estudo foi observado que das 25 amostras de S.
aureus,14 amostras tiveram MIC < 4 pg/ml para cefoxitina e 11 amostras apresentaram MIC
>8 ug/ml. Ao serem testados para oxacilina, 18 amostras apresentaram MIC < 2 pg/ml,
enquanto que 7 isolados apresentaram MIC >4 pg/ml. Os 14 isolados sensiveis a cefoxitina
também foram sensiveis a oxacilina. Entretanto, entre os 18 isolados sensiveis a oxacilina,
quatro apresentaram perfil de resisténcia a cefoxitina com MIC de 16 pg/ml e 128 pg/ml.
Correlacionando o teste de MIC com o screen para os isolados de S. aureus, foi observado
que apenas um isolado apresentou MIC < 2 pg/ml a oxacilina e MIC >8 pg/ml a cefoxitina,
sendo positivo no screen. Dezessete isolados apresentaram teste de screen negativo, ou
sensivel e houve correlacdo com o MIC a oxacilina. Destas, 3 tiveram MIC para cefoxitina >8
pg/ml (Tabela 3).

Todos os isolados de SCN tiveram MIC > 4 pug/ml para cefoxitina. Ao observar o
perfil para oxacilina, 8 isolados apresentaram MIC < 0,25ug/ml ¢ 9 tiveram MIC > 0,5 ug/ml.
Ao correlacionar o teste do MIC com o teste de screen, dos 8 isolados com MIC < 0,25ug/ml,
2 foram resistentes no teste screen e dos 9 isolados com MIC > 0,5 pg/ml a oxacilina, 2
apresentaram sensibilidade no teste (Tabela 3).

Com base nesses dados foi possivel constatar que 15 isolados podem ser classificados
como OS-MRS. Embora, trés destes isolados foram resistentes a cefoxitina.



Tabela 3-— Caracterizacdo dos isolados investigados neste estudo.

N°/ano Espécie MIC (Cefo) MIC(Oxa) Oxacilina mecA IFI wWB
pg/mi pg/mi 6mg
236/02 S.aureus 128 32 R +
794/03 S.aureus 128 64 R + + +
227/02 S.aureus 16 1 R + NF NF
853/03 S.aureus 128 64 R + NF NF
038/04 S.aureus 256 32 R + NF NF
464/04 S.aureus 256 128 R + NF NF
710/04 S.aureus 256 128 R + NF NF
969/04 S.aureus 128 64 R + NF NF
09/04 SCN 64 32 R + + +
162/02 SCN 32 8 R + NF NF
237/02 SCN 8 0,5 R + NF NF
804/03 SCN 8 0,5 R + NF NF
013/04 SCN 8 0,12 R + NF NF
012/04 SCN 256 16 R + NF NF
070/04 SCN 128 4 R + NF NF
412/04 SCN 128 0,25 R + NF NF
992/04 SCN 64 16 R + NF NF
47/02 S.aureus 4 0,015 S + + +
121/02 S.aureus 4 0,03 S A 4 +
126/02 S.aureus 4 0,06 S + + +
202/02 S.aureus 2 0,03 S + +F +
666/03 S.aureus 2 0,015 S + + +
687/03 S.aureus 2 0,06 S + + +
722103 S.aureus 2 0,06 S + - -
741/03 S.aureus 4 0,03 S + = =
749/03 S.aureus 4 0,06 S + + +
807/03 S.aureus 128 2 S A 4 +
808/03 S.aureus 128 2 S + + +
835/03 S.aureus 2 0,12 S A + +
599/04 S.aureus 2 0,03 S + + +
827/04 S.aureus 2 0,015 S + + +
862/04 S.aureus 16 0,25 S + - -
990/04 S.aureus 4 0,03 S A 4 4
995/04 S.aureus 4 0,06 S +
81/02 SCN 128 64 S + - -
105/02 SCN 128 0,015 S + - -
109/02 SCN 128 64 S A - -
124/02 SCN 4 0,06 S + - -
522/04 SCN 8 0,12 S + - -
525/04 SCN 16 0,25 S + - -
942/04 SCN 128 0,015 S A
976/04 SCN 8 0,12 S +

Fonte: Elaborado pela autora.
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Nota: SCN: Staphylococcus Coagulase Negativo; NF: Ndo feitos; R: Resistente; S: Sensivel, MIC(cefo):

Concentracdo Inibitéria Minima da cefoxitina; MIC(oxa): Concentragdo Inibitéria Minima da oxacilina;

IFI:Imunofluorescéncia Indireta; WB: Western blot.
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7.2 Padronizacéo da técnica de Imunofluorescéncia Indireta

Determinou-se 0 a O.D.goo de 0,08 a 0,10 e o uso do anticorpo primario na
concentracdo de 1:1000. O 2° anticorpo (anti-lgG de coelho marcado com FITC) ja estava
disponivel no laboratério para uso na diluigdo de 1:800.

Houve reconhecimento da proteina caracteristica da resisténcia (PBP2a) apenas no

controle positivo confirmando a viabilidade da técnica e a especificidade do soro (Figura 5).

Figura 5- Imunofluorescéncia indireta.

(A) (B)

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: (A) Reconhecimento da proteina de resisténcia PBP2a; cepa S. aureus ATCC 33591, resistente, controle

positivo. (B) cepa S. aureus ATCC 29213, sensivel, controle negativo.

7.3 Reconhecimento da PBP2a por Western blot e Imunofluorescéncia Indireta

O soro anti-PBP2a reconheceu a proteina PBP2a em 19 isolados. Entre os isolados
caracterizados como sensiveis a cefoxitina e oxacilina e mecA positivos, 12 foram positivos
na IFI e no Western blot na auséncia do antibidtico. Sete isolados foram resistentes a
cefoxitina e/ou oxacilina. Nove isolados foram negativos em ambos os ensaios e destes, 2
foram resistentes a cefoxitina e oxacilina, 4 foram resistentes a cefoxitina e sensiveis a

oxacilina e 3 foram sensiveis a ambos 0s antibidticos (Tabela 3).
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7.4 Teste de inducdo da resisténcia

No primeiro teste de inducdo com oxacilina observou-se a variacdo da MIC nas
primeiras exposicdes ao antibidtico, porém na 2% e 3?2 etapas de inducdo houve uma

estabilizacédo e a MIC se manteve constante (Tabela 4).

Tabela 4- Primeiro teste de Indugdo com Oxacilina; variacdo da MIC pela exposicao ao antibidtico.

kolado Espede MIC Indcal 12 indu ¢ 30 73 32 jined w30
(1gfmi) (pg/mil) (g mi)

121 S awreus 0,03 025 0,25 0,25

EEE S awreus 0,015 0,05 0,5 0,5

976 SCN 0,12 025 1 1

Nota: MIC: Concentracdo Inibitéria Minima; pg/ml: micrograma por microlitro; SCN: Staphylococcus

Coagulase Negativo.

No segundo teste de inducdo as amostras 121, 666 e 976 apresentaram o mesmo perfil
do teste anterior confirmando a reprodutibilidade do teste. Alguns alcancaram a MIC de 2
pug/mL, chegando até a 4 pg/mL (Tabela 5)(Gréafico 1). No teste de inducdo com o antibidtico

cefoxitina, observou-se uma maior variacdo da MIC (Tabela 6) (Gréfico 2).



Tabela 5- Segundo teste de indugdo com oxacilina; variacdo da MIC pela exposicéo ao antibiotico.

MIC Inicial 13 Exposicao 22 Exposiac 32 Exposicao 42 Exposicao
(ng/mi) [g/mi) (ug/mi) lng/mi) lg/mi)

121 5. gureus 0,03 0,25 1 1 1
124 SCN 0,06 0,12 05 1 2
525 SCN 0,25 0,25 2 4 4
666 5. gureus 0,015 0,08 05 0,5 05
976 SCN 0,12 0,12 o5 0,5 1

38

Nota: MIC: Concentragdo Inibitéria Minima; pg/ml: micrograma por microlitro; SCN: Staphylococcus

Coagulase Negativo.

Gréfico 1- Variacdo da MIC pela exposi¢do ao antibidtico oxacilina

Indugcao com oxacilina

3,515 //
3,015
= 525
E
= 2,515 —124
=
E‘ 2,015 976
c
§ 1,515 ] B =—fl— 666
S
1,015 & ® —_—121
0,515
0,015 . . )

MIC inicial

1%exposicdo 22 exposicdo 32 exposicao 42 exposicdo

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: MIC: Concentragdo Inibitéria Minima;
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Tabela 6- Teste de Indugdo com Cefoxitina; variacdo da MIC pela exposicdo ao antibidtico.

Isolado  Espécie MIC Inicial 12 Exposicio 23 Exposicac 32 Exposicao 42 Exposicao
[g/mi) (pg/mi) (g/mi) (pg/mi) (ng/mi)

121 5. aureus 4 15 32 &3 256
124 SCN 4 2 &4 128 128
525 SCN 1e 1 32 &3 128
== 5. gureus 2 2 &4 128 256
576 SCH 2 2 16 =2 256

Nota: MIC: Concentracdo Inibitéria Minima; pg/ml: micrograma por microlitro; SCN: Staphylococcus
Coagulase Negativo.

Gréfico 2- Variacdo da MIC pela exposi¢do ao antibidtico cefoxitina.

Inducao com cefoxitina

256 o

128

64

16 —— 7

concentracdo {ug/ml)
(V%]
[
.3'

MIC inicial 1% exposicdo 22 exposicdo 32 exposicdo 42 exposicdo

—4—121 -—E—G66 976 =124 525

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: MIC: Concentragdo Inibitéria Minima
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7.5 Teste de selecdo de linhagens resistentes

Foi observada variabilidade dentro de um mesmo isolado quanto a presenca do gene
mecA. Dos quatro isolados escolhidos para o teste foi possivel notar que algumas coldnias
amplificaram o gene mecA, enquanto em outras colonias do mesmo isolado o gene ndo foi
amplificado ou foi fracamente amplificado (Figuras 6 e 7). Exceto pelo isolado 236 (S.
aureus), que amplificou o gene mecA em todas as colonias analisadas e foi positivo também

nos ensaios de Western blot e IFI (figura 8).

Figura 6- Produto da amplificagdo do gene mecA e Imunofluorescéncia indireta (IFI) com reconhecimento da
proteina de resisténcia PBP2a de coldnias do isolado 525. Avaliacdo do perfil de heteroresisténcia no teste de
selecdo com destaque para o padrdo de banda na PCR e a respectiva IFI das col6nias 2, 3, 4, 5 e 6.
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Figura 7- Produto da amplificagdo do gene mecA e Imunofluorescéncia indireta (IFI) com reconhecimento da
proteina de resisténcia PBP2a de coldnias do isolado 666. Avaliacdo do perfil de heteroresisténcia no teste de
selecdo com destaque para o padréo de banda na PCR e a respectiva IFI das col6nias 1, 6, 8, 9 e 12.
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Figura 8- Produto da amplificacdo do gene mecA, filme de auto-radiografia revelando o reconhecimento da
PBP2a nas col6nias por ensaios de Western blot e Imunofluorescéncia indireta (IFI) com reconhecimento da
proteina de resisténcia em 6 col6nias selecionadas aleatoriamente da amostra 236.
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7.6 Teste de disco Ampicilina com Acido clavulanico

Os quatro isolados testados apresentaram perfil de resisténcia no teste de disco da

associa¢do de ampicilina com inibidor de B-lactamase (tabela 7).

Tabela 7- Perfil das amostras frente ao teste de susceptibilidade a combinagéo de B-lactimico com inibidor de -

lactamase.
N'jano Espécie origem MC mecA IFI WB Halo Perfil
(Cefo) {rmm)
Y| SCN Hemooutura 128 + - - 10 R
105 SCN Hemooutura 128 + - - 10 R
109 SCN Hemooutura 128 + - - 7 R
525 SO Ponta de cateter 16 + N N 10 B

Nota: MIC (cefo): Concentracdo Inibitéria Minima a cefoxitina; mm: milimetros; SCN: Staphylococcus

Coagulase Negativo; IFI: Imunofluorescéncia Indireta; WB: Western blot; R: Resistente.
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8 Discussao

Em laboratdrios clinicos, na maioria das vezes a resisténcia a oxacilina em
Staphylococcus é determinada utilizando dois testes paralelos: disco difusdo e o teste
utilizando oxacilina em meio solido. A resisténcia ou sensibilidade é relatada apenas quando
ambos os testes indicam o mesmo resultado. Estudos recentes indicam que o teste usando
cefoxitina possui qualidade superior a maioria dos métodos diagndsticos atualmente
utilizados, sendo um método aceito para deteccdo de amostras MRS (ANAND, 2009). Nesta
investigacdo, testamos a suscetibilidade dos nossos isolados frente a duas drogas, cefoxitina,
uma cefalosporina de segunda geracdo, recomendada pelo CLSI para determinacdo da
resisténcia decorrente da expressdo do gene mecA, e oxacilina, droga de escolha no
tratamento de cepas produtoras de B-lactamase. Foi verificado o comportamento dos isolados
a esses farmacos, por meio da Concentracdo Inibitdria Minima (MIC) e teste de screen para
oxacilina. Observamos, que ambos 0s testes, para a maioria dos isolados, apresentou resultado
semelhante. Alguma discrepancia ocorrida em alguns poucos isolados pode ser explicada pela
alta sensibilidade da cefoxitina, corroborando com a recomendacdo do CLSI para o uso da
cefoxitina para deteccdo de cepas MRS. Segundo Anand et al (2009), o teste de screen
positivo em isolados de S. aureus, geralmente indica que tal isolado seja mecA positivo.
Ocasionalmente, contudo, isolados heterorresistentes mecA-positivo podem ndo ser
detectados devido a baixa expressdo de resisténcia. Além disso, o teste de screen pode ter seu
poder discriminatdrio afetado por condicbes fisicas e ambientais como pH, temperatura,
tempo de incubacdo, indculo e componentes do meio Mueller Hinton.

Em nossos isolados, foi observado que 15 deles foram sensiveis a cefoxitina e tiveram
MIC para oxacilina < 2ug/ml. Hososaka (2007), ¢ um pouco antes Petinaki et al (2001), ja
haviam documentado esse perfil, ao que eles denominaram de cepas OS-MRS. Tais cepas,
embora apresentem o gene mecA, apresentam perfil de sensibilidade a oxacilina. Este
fendmeno pode ser explicado pela regulacio do gene mecA. E sabido que a regulacio da
expressdo de PBP2a ocorre por acdo de uma proteina sinalizadora ou indutora: MecRI,uma
proteina transmembrana codificada pelo gene mecR1. A ligacdo do antibidtico a esta proteina
estimula uma mudanca conformacional da mesma, levando a producédo de metaloprotease que
cliva a proteina repressora Mecl, em fragmentos incapazes de formar dimeros e se ligar ao
DNA. Sem a repressdo de Mecl a transcricdo do gene estrutural é liberada para producdo da
PBP2a (ARCHER; BOSILEVAC, 2001; ZHANG ET AL., 2001).
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Alguns testes para deteccdo de cepas MRS sé&o simples e possuem sensibilidade e
especificidade entre 97 e 100%, respectivamente. O teste de aglutinacdo em latex, por
exemplo, utiliza anticorpos monoclonais direcionados para proteina PBP2a. A leitura é
realizada visualmente a partir do padrdo de aglutinacdo e se mostra positivo a partir da
aglutinacdo do latex presente na solugdo (MOHANASOUNDARAM; LALITHA, 2008). Tal
teste reforca a idéia de que nem todas as cepas mecA positivo, podem estar produzindo
PBP2a. Desta forma, a utilizacdo de novas abordagens que permita avaliar a expressao da
proteina pode fornecer um perfil de resisténcia que levard a uma conduta clinica mais segura.

No presente estudo, buscamos verificar a presenca da PBP2a utilizando um soro
policlonal anti-PBP2a produzido em coelhos (MANGUEIRA,2009). Foram aplicadas duas
técnicas para essa deteccdo, a Imunofluorescéncia indireta (IFI) e o Western blot (WB).
Nossos resultados mostraram que os dados obtidos pela técnica do WB e da IFI apresentaram-
se semelhantes. Entretanto, o teste da IFI foi mais sensivel na deteccdo de cepas produtoras de
PBP2a, que o teste de WB. Esse fato foi devido a alguns isolados serem heterorresistentes, em
que foi possivel observar a presenca de poucas células fluorescentes na IFI, enquanto que no
WAB, ndo houve reconhecimento da proteina apesar da especificidade do anticorpo utilizado.
Esses dados sugerem que talvez a expressdo desta proteina ndo fosse suficiente para sua
visualizag&o no filme de auto-radiografia.

Segundo Darini e Palazzo, (2004) a deteccdo da resisténcia mediada pela PBP2a é
complicada devido aos diferentes niveis de resisténcia a meticilina apresentada pela
populacdo de Staphylococcus spp. Dois fenétipos de resisténcia sdo encontrados em cepas
meticilina resistentes: homotipico e heterotipico. O homotipico possui linhagens expressando
resisténcia de alto nivel, enquanto que no perfil heterotipico, apenas subpopulacfes expressam
a resisténcia (NIEMEYER et al, 1996). De fato, nossos achados revelaram que a expressao da
proteina de PBP2a se mostrou varidvel entre cepas, carreadoras do gene mecA. Nove isolados
foram negativos na IFI e WB, embora apresentassem altos MIC para cefoxitina e baixo MIC
para oxacilina, além de sensiveis também no teste de screen. Quatro desses isolados ao serem
testados com ampicilina associada ao acido clavulanico apresentaram perfil de resisténcia.
Isolados apresentando resisténcia e mec-negativo mostram altos niveis de atividade das -
lactamases, exibindo baixos valores de MIC na associacdo de B-lactamicos com inibidores da
acdo dessas enzimas, como o0 acido clavulanico ou sulbactan. Entretanto nossas amostras
apresentaram perfil mec-positivo, 0 que nos leva a sugerir que outros fatores estdo envolvidos
na resisténcia dessas amostras que nao a expressao de PBP2a e B-lactamase (HIRAMATSU et

al. 2001). Entretanto dentre aqueles 19 isolados positivos tanto na IFI quanto no WB, apenas
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3 apresentaram altos valores de MIC para cefoxitina e oxacilina, inclusive no teste screen.
Neste caso € possivel associar tal perfil a expressao de PBP2a ou a um perfil homotipico. Isso
pode ser exemplificado por meio da cepa 236, em que foi verificado a presenca do gene mecA
no teste de selecdo de linhagens resistentes e todas as coldnias apresentavam 0 gene mecA e
todas reconheceram o soro anti-PBP2a tanto na IFI quanto no Western blot.

Ao submetermos algumas amostras a concentracfes crescentes de antibioticos, foi
observado que a concentragdo maxima a qual os isolados mostraram visivel crescimento
depois de exposicdo repetitiva daqueles mecA-positivo, apresentando sensibilidade a
cefoxitina e oxacilina foi de 4pg/ml para oxacilina e 256 pg/ml para cefoxitina. Os dados
obtidos com o teste de inducéo, nos mostra claramente que a cefoxitina induz mais facilmente
essas cepas que a oxacilina. Esse achado pode ser explicado pela selecdo de mutantes
altamente resistentes, desde que alguns destes foram positivos na IFl e WB, antes do inicio do
teste. Esse achado reforca a necessidade de um diagnostico fidedigno destas cepas nas
unidades de salde, j& que uma terapia antibiotica equivocada pode levar ao um aumento da
resisténcia e a escolha de antibioticos de ultima escolha como € o caso da Vancomicina.

Na avaliagdo de heterorresisténcia, Finan et al. (2002) relataram que o perfil
predominante é o fendtipo heterogéneo, caracterizado pela presenca de uma pequena
populacdo de células (geralmente 0,1- 0,01%) resistentes enquanto a maioria da populacdo
seria morta por baixas concentracdes do antibidtico. Um dado curioso encontrado, foi a
variabilidade na presenca do gene mecA e expressdo da PBP2a dentro de uma mesma
populacdo. Dos 4 isolados escolhidos para o teste foi possivel notar que, em 3 deles (525, 666
e 976), algumas coldnias amplificaram o0 gene mecA e tiveram respectiva expressdo da
PBP2a, enquanto em outras col6nias do mesmo isolado o gene ndo foi amplificado ou foi
fracamente amplificado e consequentemente observou-se auséncia total ou fraco
reconhecimento do seu produto, a proteina de resisténcia PBP2a. Ja o isolado 236 (S. aureus)
apresentou amplificagdo do gene mecA em todas as colbnias analisadas e foi positivo também
nos ensaios de WB e IFI demonstrando um perfil homogéneo com alto nivel de resisténcia.
Tal dado nos leva a questionar se o fato de alguns isolados apresentarem um perfil de
heterorresisténcia seria devido a questdes transcricionais do operon mec, ou devido a algumas
células dentro de uma mesma populacdo ndo apresentarem o cassete SCCmec. Desta forma
acreditamos que dentro do processo de resisténcia podem ocorrer dois fenébmenos distintos:
primeiro uma selecdo, onde frente ao uso de antibidticos, algumas células que ndo possuem o
gene irdo morrer e aquelas células com maior resisténcia serdo selecionadas em detrimento as

cepas sensiveis. Ao mesmo tempo ndo podemos descartar a possibilidade de algumas células
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com 0 gene mecA estejam sendo fortemente reprimidas por seu repressor (mecl) e em algum
momento do processo este sofra mutacdo. O préprio Niemeyer (1996), ja havia confirmado
isso ao afirmar que mutacdes sdo necessarias dentro da regido reguladora do gene mecA para

expressao da PBP2a naqueles isolados clinicamente resistentes.
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9 Conclustes

a)

b)

c)
d)

e)

O uso da cefoxitina € o mais indicado para deteccdo de resisténcia em
Staphylococcus spp.;

A cefoxitina leva a uma maior variacdo da MIC quando comparado a oxacilina em
cepas de Staphylococcus spp.;

A maioria das cepas apresenta o perfil de heterorresisténcia;

A exposicdo aos antibidticos levou a ocorréncia da selecdo de células resistentes e
n&o de uma inducdo, como esperado inicialmente;

Este trabalho reforca a importancia da deteccdo do gene mecA para prescri¢cao

antibidtica na pratica clinica.
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