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RESUMO

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) é um dos principais agentes
de infeccdo humana e constitui um grave problema de saude publica em todo o
mundo. A expressao de resisténcia heterogénea desses microrganismos é um fator
limitante dos métodos de caracterizacédo fenotipica. O sistema automatizado Vitek,
um dos meétodos fenotipicos utilizados, resultou num erro de 4,05% identificando
como Staphylococcus aureus suscetiveis a meticilina (MSSA). Esses isolados assim
como os 95,95% caracterizados como MRSA apresentaram o gene mecA pela
técnica de PCR, cuja caracterizacdo € considerada padrdo ouro na deteccdo de
MRSA. Observou-se também que 84,48% eram multi-resistentes e 13,51% eram
MRSA multi-suscetiveis aos antimicrobianos. Outro método fenotipico utilizado foi o
da triagem em agar contendo 25 mg/L de meticilina, através do qual verificou-se que
nao ocorreu crescimento de 100% dos isolados de MRSA nesse meio de cultura,
diferentemente dos dados obtidos por outros pesquisadores. A eletroforese de
pulsos elétricos alternados (PFGE) forneceu 11 diferentes perfis clonais com
predominancia do clone A, correspondente ao clone epidémico brasileiro verificado
ha 10 anos e que ainda esta presente nos hospitais do Rio de Janeiro. Biocidas
(desinfetantes/ anti-sépticos) a base de compostos quaternarios de amonio sao
freqientemente utilizados em Instituicdes de Saude com o intuito de auxiliar na
prevencdo das infec¢cdes nosocomiais, porém tem sido discutido que o amplo uso
desses produtos poderia levar a emergéncia de microrganismos resistentes aos
desinfetantes/ anti-sépticos através da aquisicdo do gene gacA/B. Esse gene foi
detectado em 79,73% dos isolados e estd amplamente disseminado nos 3 hospitais
estudados. Trata-se de um resultado relevante, pois € a primeira vez que 0 gene
gacA/B esta sendo descrito em MRSA no Brasil. Os trés representantes dos dois
perfis clonais mais presentes e o0 de MRSA multi-suscetiveis aos antimicrobianos
foram destruidos pelo desinfetante nas concentracdes de 1600 e 2000 ppm de
cloreto de benzalconio, o que correspondem respectivamente a 1600 e 2000 vezes
maior que a CIM. Entretanto, a presenca do gene de resisténcia aos compostos
quaternarios de amoénio pode significar que esses microrganismos possuem um
grande potencial para a sobreviver no ambiente hospitalar. Além disso, existe ainda
0 risco da co-resisténcia e da resisténcia cruzada entre os biocidas a base de

guaternarios de amonio e os medicamentos antimicrobianos.
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ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the most important
pathogenes, and it has become a serious public health worldwide. The right detection
of these microorganisms is complex by the fact that expression of the resistance is
variable and, normally, heterogeneous within strains. By Vitek automated system,
one of the phenotypic methods tested, 95.95% were identified as MRSA and 4.05%
were misidentified as methicillin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA). PCR
reaction to detect mecA gene is considered as gold standard and that gene was
presented in 100% of isolates. Data show that 84.48% were multi-resistant MRSA
and 13.51% multi-susceptible MRSA. The methicillin 25 mg/L agar screen was the
other phenotypic method used and it did not allow the growth of all classes of isolates
as observed by others authors. By pulsed field gel electrophoreses (PFGE) was
observed the predominance of pattern A, the same epidemic Brazilian clone
described 10 years ago that is the same found in Rio de Janeiro hospitals to this
time. The distribution of gacA/B gene, which is the determinant of resistance to
quaternary ammonium compounds largely employed in hospital disinfection was
examined. Some authors think the wide use of that product lead to the emergence of
biocide resistance. By polymerase chain reaction (PCR) gqacA/B gene was found in
79.73% of the isolates, which is a significant result considering it is the first time that
gacA/B gene is being reported for Brazilian MRSA strains and it is presented at a
high rate. The concentration of 1600 and 2000 ppm of quaternary ammonium,
corresponding to the 1600 and 2000 folds MIC value, were used to perform the
bactericidal assay and all of these isolates were killed. The presence of disinfectant/
antiseptic resistance in S. aureus is of particular significance in terms of the potential
of this organism for survival in the hospital environment, which might cause a great
impact on human health, since concerns have arisen regarding the potential
emergence of co-resistance and cross-resistance between widely used disinfectants

and antibiotics.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia das infec¢des hospitalares (IH) foi observada desde meados do
século XIX, tornando-se acentuada a partir da década de 50, a qual foi marcada pela
incidéncia frequente de casos de infec¢des por Staphylococcus aureus (S. aureus)
(LA FORCE, 1993).

A infeccdo hospitalar é definida como aquela a qual ndo h& qualquer
evidéncia de que a infecgcdo estivesse presente ou incubada na época da admissao
do paciente no hospital. Para ser classificada como infeccdo, deve ser manifestada
como doenca clinica, e ndo como colonizacdo que significa que 0s microrganismos
estdo presentes, mas ndo causam efeito adverso ao hospedeiro. No entanto, um
paciente assintomatico pode ser considerado infectado se microrganismos
patogénicos sdo encontrados em fluidos corporeos ou sitios normalmente estéreis
como fluido cérebro-espinhal ou sangue (EMORI & GAYNES, 1993).

S. aureus é um microrganismo Gram-positivo, coagulase e catalase positivos,
que fermenta o manitol e a trealose. E um patogeno classicamente conhecido por
causar doencas que variam desde infeccbes cutaneas e sub-cutaneas como
furunculose, foliculite, celulite, mastite e impetigo até infeccbes mais graves como
osteomielite, endocardite, meningite, miocardite, septicemia e sindrome da pele
escaldada. Estd também comumente relacionado a infec¢cdes de feridas pos-
operatorias, infeccbes por uso de cateteres, sindrome do choque toxico (TSS) e
intoxicagdo alimentar (LIVERMORE, 2000; NOVICK, 2001; SALMENLINNA, 2002).

A parede celular de S. aureus € constituida de uma porcdo peptidica
composta de aminoacidos conectados por ligagdes peptidicas, e uma porcao glicana
gue esta disposta em camadas e que forma a estrutura principal da molécula. A
porcdo glicana possui unidades alternadamente repetidas das aminoglicanas N-
acetil glicosamina e acido N-acelti muramico unidas umas as outras atraves de
ligacdes glicosidicas [3-1,4. Ligado ao acido N-acetil muramico encontra-se uma
cadeia de tetrapeptideos contendo L-alanina, D-glutamina, L-lisina e D-alanina e
essas cadeias se interligam transversalmente através de pontes peptidicas entre o
grupo carboxil do aminoacido de um tetrapeptideo, localizado na camada de uma
glicana, ao grupo amino do aminoacido do tetrapeptideo da camada de outra glicana
(FIGURA 1).



Assim, as varias camadas da glicana vao sendo unidas e no caso do S.
aureus estéo envolvidas 4 transpeptidases para catalizar as ligacdes transversas na
construcdo da parede celular. Essas proteinas sdo alvos para a acdo dos
antimicrobianos do grupo da penicilina e por isso recebem o nome de proteinas de
ligacdo a penicilina (PLPs 1, 2, 3 e 4) (LESKI & TOMASZ, 2005).
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FIGURA 1. Sintese esquematizada da parede celular em S. aureus.
Disponivel no endereco eletrdnico: http://www.omedon.co.uk/vrsa/pg/

Os antimicrobianos B-lactamicos produzem o efeito bactericida através da
ligacdo covalente do antimicrobiano a uma ou mais PLPs que sédo as enzimas alvo.
A interacdo dos B-lactamicos com as PLPs ocorre sobre a superficie externa da
membrana citoplasmatica inibindo a sua funcdo de transpeptidase, impedindo a
ligacdo com o seu substrato D-alanil-D-alanina, ndo permitindo assim a formacéo da
ligacdo transversa da peptideoglicana (ATLAS, 1997; BERGER-BACHI,1999).



A introducdo do uso clinico da penicilina ocorreu no inicio da década de 40,
levando ao tratamento eficaz de pacientes com severas infec¢des estafilocécicas
(NORTH & CHRISTIE, 1946).

Em 1944, época do inicio da utilizacdo de antimicrobianos, quando a
penicilina foi introduzida para o tratamento das doencas infecciosas mais de 94%
dos S. aureus isolados eram suscetiveis; em 1948 mais de 50% apresentavam-se
resistentes devido a producdo de [-lactamases (penicilinases), o que foi
demonstrado nos estudos realizados em Londres no final da década de 40. Antes de
1944, data da introducdo da penicilina na clinica, alguns isolados ja produziam [-
lactamases e as razdes pelas quais ocorria a producdo dessas enzimas
permanecem ainda sob especulacdo. No entanto, o fato de ter sido observado o
aumento do numero de isolados produtores de [B-lactamases subseqientemente a
introducéo da penicilina € facilmente compreendido e pensa-se que foi devido ao
uso intenso e inapropriado do antimicrobiano (LIVERMORE, 2000).

As [-lactamases sdo enzimas extracelulares normalmente de natureza
plasmidial, embora ja tenha sido descrito que alguns isolados parecem apresentar
resisténcia de origem cromossomal (AL-MASAUD, 1991). Sdo enzimas que
hidrolisam o anel B-lactamico produzindo o acido penicildico inativando assim o
antimicrobiano , conforme o esquema da FIGURA 2. (LIVERMORE, 2000).
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>:n >:o
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Fenicilina beta-lactamicos

FIGURA 2. Resisténcia a penicilina devido a hidrélise do anel B-lactamico pela enzima [3-
lactamase.

Adaptado do esquema disponivel no endereco eletrénico:
http://www.wiley.com/college/pratt/0471393878/student/activities/bacterial drug resistance/b
eta lactamase rxn.gif

O aparecimento dessa resisténcia levou a utilizacdo de outras drogas, como

estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, entre outros. Com o advento do tratamento



das doencas infecciosas através do uso de varios antimicrobianos comegaram a
surgir isolados de S. aureus que se apresentavam multi-resistentes e eram
responsaveis pelos casos de infecces hospitalares (BULGER & SHERRRIS, 1968;
VAN WAMEL et al., 1995).

O estudo de antimicrobianos que fossem estaveis a acdo das [(-lactamases
estafilococicas levou ao desenvolvimento das penicilinas semi-sintéticas como a
meticilina, naficilina e oxacilina, as quais foram introduzidas em 1960 para o
tratamento das infecgbes por S. aureus multi-resistentes. Esses antimicrobianos
contém grupos acil que estericamente impedem o ataque do anel -lactamico pelas
B-lactamases (AL-MASAUD, 1991; LIVERMORE, 2000; SALMENLINNA, 2002).
Porém, em 1961, no Reino Unido, foi descrita pela primeira vez o aparecimento de
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) apresentando
multipla resisténcia aos antimicrobianos. Além das PLPs 1, 2, 3 e 4 os MRSA
possuem uma PLP adicional, a PLP 2’ ou PLP 2a de 78 kDa e que apresenta baixa
afinidade pelos antimicrobianos [B-lactamicos, o0 que consequentemente confere
resisténcia a todos os [-lactamicos (FIGURA 3) (ROSSI et al.,1985; LYON &
SKURRAY, 1987; DE JONGE et al., 1992).

A PLP 2, em Staphylococcus, € a Unica proteina de ligacdo a penicilina
bifuncional, ou seja, além da atividade transpeptidase como as outras PLPs, possui
também atividade de transglicosilase (LESKI & TOMASZ, 2005). Pinho et al. (2001)
observaram que a inativacdo do dominio transglicosilase da proteina PLP 2 de
MRSA evita a expressao da resisténcia aos antimicrobianos (-lactamicos apesar da
presenca da proteina PLP 2a. Os autores sugeriram a ocorréncia de uma acao
conjunta de pelo menos duas proteinas na sintese da parede celular desses
microrganismos: a PLP 2 através do dominio transglicosilase, e a PLP 2a
provavelmente “emprestando” a sua caracteristica de baixa afinidade pelos [3-
lactamicos através da atividade transpeptidase, que mesmo de forma deficiente,
realiza as ligacdes transversas da peptideoglicana em MRSA na presenca desses
antimicrobianos.

Segundo Pinho et al. (2001) a atividade transglicosilase é essencial para a
expressao da resisténcia a meticilina e a explicacdo para tal afirmacao baseia-se no
fato de que mutantes transglicosilase negativos tém quantidade de fragmentos
curtos de unidades dissacaridicas aumentada. Os autores sugeriram que as



bactérias somente sobreviveriam na presenca de antimicrobianos do grupo dos [3-
lactamicos se a PLP 2 sintetizasse unidades de glicanas longas o suficiente para
compensar a diminuicdo da transpeptidagdo da parede celular realizada pela PLP
2a.

{e) Tim Smith .r _ L_;.-'T' \i’ I
FIGURA 3. Diagrama esquemético da sintese da parede celular em Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, na presenca de antimicrobianos (-lactamicos.
Strong crosslinks — ligagdes transversas firmes; PBP — proteina de ligacdo a penicilina;
PBP2' — proteina de ligacdo a penicilina 2’; B-lactam - Blactamico; D-ala — D-alanina.
Disponivel no endereco: http://www.omedon.co.uk/vrsa/pa/

A PLP 2a é codificada pelo gene mecA que esta localizado em um grande
segmento de DNA inserido ao DNA cromossomal e conhecido como regido mec,
gene mec, ou atualmente denominada cassete cromossomal mec estafilococico
(Staphylococcal Cassete Chromossome mec — SCCmec) e que nao esta presente
em MSSA (LIVEMORE, 2000; HIRAMATSU et al., 2001).

O SCCmec além de carrear o complexo do gene mecA — constituido pelo
gene mecA, 0s genes regulatérios mecRI (sensor) e o mecl (repressor) — que
confere resisténcia a meticilina, ¢ também um sitio preferencial (“hot spot”) de
insercdo de outros elementos genéticos acessorios incluindo plasmidios,
transposons e elementos IS que podem carrear também os genes de resisténcia aos
antimicrobianos néo -lactamicos originando um grande fragmento de DNA, cujo
tamanho varia entre 21 e 67 kb, e pelo fato de conter uma variedade de tais genes
pode ser considerado como uma ilha de resisténcia aos antimicrobianos (ITO,
KATAYAMA & HIRAMATSU, 1999; KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000;



HIRAMATSU et al., 2001; KIKUCHI, 2003). A razdo pela qual ocorre esse acumulo
de elementos de resisténcia nessa regido é ainda desconhecida (NOVICK,
SCHLIEVERT & RUZIN, 2001).

A integracdo do SCCmec é sequéncia-especifica, isto €, ocorre em um unico
sitio denominado sitio de ligacdo ao cromossoma bacteriano (bacterial
chromossomal attachment site — attBSCC) localizado proximo da origem de
replicacdo e dos genes spa e purA. A sequéncia attBSCC encontra-se na posi¢cao
downstream de uma regido de leitura aberta (open reading frame — orf) de funcéo
desconhecida designada orfX, a qual é bem conservada entre os isolados clinicos
de S. aureus e estd presente tanto em cepas resistentes quanto em cepas
suscetiveis a meticilina. Trata-se de um elemento genético movel diferenciado ja que
nao contém genes relacionados ao fago e nenhuma transposase especifica.
(HANSSEN & SOLLID, 2006).

Para se movimentar, o SCCmec carreia dois genes especificos designados
cassete cromossomal recombinase A e B (ccrA e ccrB). Essas recombinases
determinam a orientacdo sitio-especifica para a integracdo do SCCmec no
cromossoma além de estarem envolvidas na excisdo precisa desse fragmento do
cromossoma (HIRAMATSU et al, 2001).

A insercdo do SCCmec esta esquematizada na FIGURA 4. As combinagtes
dos complexos dos genes ccr e mec determinam os 5 tipos de SCCmec
estruturalmente diferentes, conhecidos até o momento, designados SCCmec |, 11, I,
IV e V que conferem diferentes fenétipos de resisténcia aos varios antimicrobianos
(HANSSEN & SOLLID, 2006).

Os SCCmec tipos I, IV e V ndo contém genes de resisténcia a quaisquer
antimicrobianos com excec¢do do mecA, porém o SCCmec tipo IVc carrreia 0 Thn4001
gue codifica uma proteina bifuncional — proteina Aac/Aph — que confere resisténcia a
maioria dos aminoglicosideos. Os SCCmec tipos IV e V contém o gene mecA, sao
menores e foram encontrados nos MRSA isolados da comunidade (HANSSEN &
SOLLID, 2006).

O SCCmec tipo | estava disseminado entre as cepas de MRSA isoladas no
inicio da década de 60 e ndo contém outros genes de resisténcia a ndo ser o mecA.
Os tipos Il e Ill eram carreados pelas cepas predominantes em 1980 e continham
genes de resisténcia para multiplos antimicrobianos (HIRAMATSU et al., 2001;
KIKUCHI, 2003).



O SCCmec tipo Il carreia 0 Tn554 que codifica a resisténcia a eritromicina e
espectnomicina. O pUB110 é ladeado por um par de elementos 1S431 e codifica a
resisténcia a kanamicina e tobramicina. O SCCmec tipo Ill além do Tn554 e do
pUB110, contém o pseudo Tn554 (WTn554) codificando resisténcia ao cadmio, o
pT181 que codifica a resisténcia a tetraciclina e o 1IS258 que confere resisténcia ao
mercurio (HANSSEN & SOLLID, 2006).
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FIGURA 4. SCCmec tipos | — V observados em estafilococos.

pls, proteina de superficie plasmina; kdp, operon envolvido no transporte ATP-dependente
de potéssio através da membrana celular bacteriana. HVR, regido hipervariavel; dcs,
downstream — sequéncia constante e conservada da regido em SCCmec tipos |, Il and IV
entre 1S431 e orfX; ips, regido entre 1S431 a direita do pT181 e a esquerda do pl258 em
SCCmec Il

Disponivel no endereco eletrénico: http://www.blackwell-synergy.com/doi/full/10.1111/{.1574-
695X.2005.00009.x

A origem do SCCmec ndo esta ainda elucidada. Sabe-se, entretanto, que

esses elementos estdo amplamente disseminados em estafilococos, inclusive em S.



aureus e até o momento ndo foi descrita a presenca desse inserto em nenhuma
outra cepa de outros géneros bacterianos (HIRAMATSU et al., 2001).

Segundo Cris6stomo (2001), o SCCmec em MRSA originou de espécie
desconhecida, ndo estafilocdcica e existem duas hipoteses para explicar a evolucéo
dessas cepas (FITZGERALD et al., 2001). A hipotese postulada por Musser & Kapur
(1992) defende que ocorreu a associacao do gene mec com linhagens de S. aureus
geneticamente diferentes. Essa hipdtese se baseou em dados que indicam que o
gene mec foi horizontalmente transferido em laboratério, levando os pesquisadores a
acreditar que as cepas de MRSA evoluiram através de varias transferéncias laterais
independentes do elemento mec para linhagens filogeneticamente distintas
suscetiveis a meticilina. Em contrapartida, dados obtidos por Kreiswith et al. (1993),
através de analise de RFLP (restriction fragment length polimorphism) com sondas
para mecA e Tn 554 demonstraram que os MRSA evoluiram a partir de um clone
suscetivel que adquiriu 0 elemento mec e subsequientemente gerou uma substancial
diversidade cromossomal.

Segundo Fitzgerald et al. (2001) a transferéncia lateral de genes teve um
papel fundamental na evolucdo dos S. aureus. O gene mec foi transferido
horizontalmente para diferentes cromossomos de S. aureus pelo menos cinco vezes,
e através de analise de DNA microarray, verificou que as cepas resistentes a
meticilina originaram em periodos independentes e ndo a partir de uma Unica cepa
ancestral.

E importante também observar que os estudos realizados por Cris6stomo et
al. (2001) mostraram que o perfil genético e fenotipico de MSSA e MRSA isolados
na Dinamarca e no Reino Unido, no inicio dos anos 60 apresentavam-se
semelhantes, o que levou os autores a sugerir que aqueles MSSA representavam a
geracdo de uma cepa que serviu como um dos primeiros S. aureus receptores do
determinante de resisténcia a meticilina na Europa.

Hiramatsu et al. (2001), pelo método da ribotipagem, identificaram pelo menos
5 tipos clonais distintos entre as cepas de MRSA de todo o mundo.

Mongkdrattanothai et al. (2004) sugeriram que cepas resistentes de
Staphylococcus coagulase negativa (CONS) podem servir como reservatorios para
0s genes de resisténcia aos antimicrobianos. Esses genes podem ser transferidos
para outros organismos Gram-positivos, incluindo as cepas de S. aureus (HANSSEN
& SOLLID, 2006).



A hipdtese da transferéncia do SCCmec entre CoNS e S. aureus tem sido
mantida por evidéncias tais como a homologia de 98-99% do SCCmec tipo IV em
Staphylococcus epidermidis e o SCCmec tipo IVa em S. aureus. No restante do
genoma de S. epidermidis somente 17% dos ORFs apresentam aproximadamente
80% de identidade com o S. aureus, porém mesmo essa relacdo de 17% pode
significar que ocorreu a troca de DNA inter-espécies (HANSSEN & SOLLID, 2006).

Outra linha de evidéncia esta relacionada com o0 1S1272 que esta presente em
Staphylococcus haemolyticus e S. epidermidis, e ¢é encontrado menos
freqientemente em S. aureus. O S. aureus e 0 S. epidermidis possuem sequéncias
de ligacao idénticas do 1S1272-AmecRI nos SCCmec tipos | e IV. Os pesquisadores
acreditam que pode ter ocorrido recombinacdo em CoNS gerando o SCCmec tipo 1V,
e que a sequéncia do tipo IV foi subsequentemente transferida para o S. aureus, ja
gue em S. haemolyticus o0 1S1272 normalmente esta inserido de forma intacta e em
S. epidermidis e S. aureus aparecem com delecdes. Archer et al. (1996) sugeriram
que S. haemolyticus foi um dos hospedeiros definitivos para o 1S1272 e que foi
secundariamente adquirido pelos S. epidermidis e S. aureus. (HANSSEN & SOLLID,
2006).

Em contrapartida, Sousa & de Lencastre (2004) propuseram que a principal
fonte de SCCmec seria 0 MRSA e que a aquisicdo de mecA de CoNS é um evento
raro. Conforme Hanssen & Sollid (2006), essa hipotese necessita de investigacfes
futuras.

Uma caracteristica intrigante da resisténcia a meticilina refere-se ao fenébmeno
da resisténcia heterogénea. Apesar das cepas de MRSA conterem 0 gene mecA o
nivel de resisténcia a meticilina ndo esta correlacionado com a quantidade de PLP
2a produzida (BERGER-BACHI et al., 1992). Pesquisa realizada por Hartman &
Tomasz (1986) evidenciou que ocorre uma enorme variacdo na expressao fenotipica
de resisténcia a meticilina, com muitas cepas exibindo resisténcia heterogénea
apesar de todas conterem o gene mecA.

A regulacdo do mecA é complexa. A sintese da proteina MecA é induzida e
modulada por um sistema de transducdo de sinal. O gene mecl codifica a proteina
Mecl, constitutiva, repressora da transcricdo e o gene mecRI codifica a proteina
MecRI que é transdutora de sinal. A proteina MecRI detecta a presenca de
antimicrobianos B-lactamicos através de um dominio extracelular ligador de

penicilina e ativa o seu dominio citoplasmatico a uma clivagem auto-catalitica,



atuando como uma protease. Isso direta ou indiretamente, cliva a proteina
repressora Mecl ligada a regido operadora do gene mecA (HIRAMATSU et al., 2001;
MALLORQUI-FERNANDEZ et al., 2004). Além disso, a transcricdo do mecA é
modulada por genes cromossomais denominados fem que codificam as enzimas que
modificam o contetdo da peptidioglicana, contribuindo para o fenétipo da resisténcia
heterogénea entre os MRSA.

A causa da heterogeneidade foi inicialmente investigada por mutagénese
mediada por transposon, o que levou a identificar os locus que ao serem inativados
diminuiam o nivel de resisténcia e foram denominados fatores fem (fatores
essenciais para resisténcia a meticilina) ou fatores aux (auxiliares) (HURLIMANN-
DALEL et al., 1992; DE LENCASTRE & THOMASZ, 1994). Mutacdes nesses fatores
inibem a biossintese da parede celular. Os fatores femA, B e X catalisam a adicao
de glicinas na ponte pentaglicidica, femC realiza a amidacdo do glutamato, femD

forma a glucosamina fosfato e femF adiciona a lisina (SALMENLINNA , 2002).

FemB

FIGURA 5. Fatores que afetam a biossintese da parede celular em Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina.
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Tomasz et al. (1991) definiram quatro diferentes classes de resisténcia
baseada na expressao fenotipica dos MRSA. Nas cepas heterogéneas de classe | a
maioria das células (99%) apresenta valores de concentracdes inibitdrias minimas -
CIMs de 1,5-3,0 pg/ mL e somente uma pequena sub-populacdo (10°-10°) é
altamente resistente. Nos MRSA heterogéneos de classe Il a CIM para a maioria das
células varia de 6-25 pg/ mL e uma sub-populacdo maior (10°-10%) é altamente
resistente. A CIM para as cepas de classe Il ultrapassa 50 pg/ mL e uma proporc¢ao
maior de células altamente resistentes esta presente (103-10%). A classe menos
freqiente de MRSA correspondia a classe IV e compreende as cepas com
resisténcia homogénea cujo valor de CIM ultrapassa 400 mg/L (DE LENCASTRE,
FIGUEIREDO & TOMASZ, 1993).

Essa variedade de fendtipos dificulta a deteccdo de resisténcia,
principalmente daquelas cepas de classe | na qual a CIM da maioria das células
pode estar abaixo de 1,5 pg/ mL, podendo ser confundidas com S. aureus
suscetivel, o qual possui CIM entre 0,5 - 1,0 ug/ mL (DE LENCASTRE et al., 1991).
As cepas de classe | muitas vezes acabam ainda sendo classificadas como cepas
com resisténcia borderline (MIC 2-4 pg/ mL). As cepas borderline podem ser
divididas em duas categorias: as que contém o0 gene mecA e as que nao
apresentam esse gene. As borderline mecA positivas sdo cepas resistentes a
meticilina, extremamente heterogéneas, apresentando uma sub-populacdo de
células, embora em nimero muito baixo, que pode crescer a altas concentracdes da
droga. As cepas borderline que ndo contém o gene mecA nao possuem sub-
populacfes altamente resistentes, e acredita-se que sua resisténcia deve-se a
hiperproducéo de B-lactamase ou a reduzida afinidade pelas PLPs 1 e 2 (TOMASZ
et al., 1989; CHAMBERS, 1997).

O numero de sub-populacfes altamente resistentes e sua frequéncia em
MRSA é cepa-especifica. Normalmente as células altamente resistentes, uma vez
isoladas, retém sua alta resisténcia e acredita-se que esse mecanismo ocorra no
ambiente clinico levando a selecdo de cepas com resisténcia aumentada, uma das
razdes para a falha do tratamento com (-lactamicos contra os MRSA (BERGER-
BACHI, 1999).

Luz, Miyazaki e Bbas (2005), determinaram o perfil de anéalise populacional

(PAP) de 55 isolados clinicos de MRSA oriundos de 2 hospitais do Rio de Janeiro e
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verificaram a presenga de MRSA das classes |, II, Il e 1V, ilustradas na FIGURA 6.

Foi observado também que dentre os isolados de MRSA estudados havia a

predominéancia da classe IV, diferentemente do que ocorria ha 10 anos.
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FIGURA 6. Perfil de Analise Populacional (PAP) de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina. Concentra¢des de meticilina: 1 = 3 pg/ mL; 2 =25 ug/ mL; 3
=50 ug/ mL; 4 =80 pg/ mL; 5=200 pg/ mL; 6 =400 pg/ mL; 7 =800 pg/ mL.

Portanto, a correta determinacdo da suscetibilidade a oxacilina/ meticilina de
S. aureus é vital tanto para o tratamento com antimicrobianos como também para
impedir a disseminagdo de MRSA. Porém, a expressao heterogénea de resisténcia a
meticilina € um fator limitante para a identificacdo acurada na rotina laboratorial
através dos métodos de deteccdo fenotipica de MRSA (CHAMBERS,1997; BROWN,
2001). Estudo realizado por Resende & Figueiredo (1997) demonstrou que o teste
utilizando agar contendo 25 pg/ mL de meticilina conseguiu detectar todas as

classes heterogéneas de MRSA além de nao permitir o crescimento de S. aureus
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borderline ou os S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA) testados, minimizando o
erro na identificagéo de MRSA.

As deteccbes do gene mecA ou da proteina PLP 2a sao apontadas como as
mais precisas na caracterizacdo de MRSA (O'HARA, HARRINGTON & REYNOLDS,
1989; ARCHER & PENNELL, 1990; GERBENDING et al., 1991) e sao consideradas
como padrdes ouro (CHAMBERS, 1997; BROWN, 2001).

Comparadas as infeccBes causadas pelas cepas sensiveis, as infecces
pelos organismos resistentes aos antimicrobianos levam a hospitalizacdo mais
prolongada e conseqientemente, aumentam o risco de infec¢des hospitalares.

Estudos epidemiolégicos indicam um aumento continuo na resisténcia aos
antimicrobianos nos hospitais dos Estados Unidos, nas unidades de tratamento
intensivo. Dados referentes ao periodo de janeiro a dezembro de 2003 mostraram
qgue a incidéncia de MRSA aumentou em 11% quando comparada ao periodo de
1998 a 2002. A proporcao de MRSA continuou a aumentar chegando préximo a 60%
(NNIS SYSTEM, 2004).

Em relagéo ao Brasil, em 1986 mais de 50% dos isolados nosocomiais de S.
aureus, provenientes de pacientes internados em hospitais universitarios na cidade
de Sao Paulo, eram resistentes a meticilina (PEREIRA et al., 1988; LOFTI, SILVA &
MACHADO, 1988). Por volta de 1990, a taxa de MRSA em seis hospitais brasileiros
variava de 38% a 78%, levando a um aumento significante no uso da vancomicina
(PANNUTI & GRINBAUM, 1995). Em estudo realizado entre janeiro de 1997 e
dezembro 1999 foi observado que 34% dos S. aureus isolados de 12 hospitais,
localizados em 4 estados brasileiros, eram resistentes a oxacilina (SADER et al.,
2001).

Entretanto alguns estudos tém indicado uma mudanca no perfil de
suscetibilidade dos MRSA aos antimicrobianos. Inicialmente, apds o primeiro relato
de MRSA, os isolados apresentavam resisténcia a outras drogas que incluiam
penicilina, tetraciclina e normalmente estreptomicina. Alguns isolados eram ainda
resistentes a eritromicina, lincomicina, neomicina, kanamicina e novobiocina. Em
1969 foi observada, pela primeira vez, uma cepa clinica de MRSA resistente a
gentamicina (GR-MRSA) que em 1980 ja havia se tornado epidémica na Australia,
Estados Unidos da América e Europa. Esses GR-MRSA eram resistentes a um
grande numero de outros antimicrobianos como trimetopim e ciprofloxacina
(LELIEVRE et al., 1999).
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O MRSA do clone epidémico (predominante), nos paises da regido oeste da
Europa até 1990, era composta por microrganismos resistentes a mudltiplos
antimicrobianos e que expressavam resisténcia homogénea a meticilina (LAURENT
et al., 2001). Entretanto em 1992, os hospitais da Franca observaram a re-
emergéncia de cepas de MRSA suscetiveis a gentamicina e que também eram
suscetiveis a outras drogas com tetraciclina, refampina e macrolideos (LELIEVRE et
al., 1999; LAURENT et al., 2001).

Nas ultimas décadas, técnicas de biologia molecular como amplificacdo do
DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em campos
elétricos alternados (PFGE) tém sido utilizadas para estudar a relacdo entre os
microrganismos pertencentes a uma determinada espécie, o que é essencial para a
investigacdo epidemioldgica de surtos de infecgcdes em hospitais, na comunidade ou
de origem alimentar (TENOVER et al., 1995).

A PCR é um processo através do qual se amplifica uma pequena quantidade
de DNA em um grande numero de coépias da regido do DNA contendo o fragmento
de interesse. O DNA que esta sendo pesquisado (molde de DNA) juntamente com
as quatro bases formadoras do DNA, o par de DNA iniciadores (primers) que contém
nucleotideos complementares ao fragmento de DNA de interesse, e a enzima de
polimerizacdo termoestavel sdo submetidos a temperaturas variadas, em
termociclador onde ocorrem o0 aquecimento que tem por objetivo separar as duas
fitas do molde de DNA, o resfriamento que permite a ligacdo dos primers aos
nucleotideos complementares do molde e um novo aquecimento para que ocorra a
extensdo do fragmento de DNA de interesse. Essas variacfes na temperatura séo
repetidas varias vezes a fim de multiplicar o DNA de forma exponencial.

Estudos comparando a utilizacdo de métodos moleculares tém demonstrado
que, até o momento, o PFGE é o que melhor discrimina os diferentes tipos
gendmicos de uma espécie de microrganismo. Na técnica de PFGE o microrganismo
€ imobilizado em agarose, onde € lisado. O DNA € digerido com uma endonuclease
de restricdo que possui sitios infrequentes, submetido a eletroforese utilizando um
equipamento que gera campos elétricos de forma alternada e esses fragmentos de
DNA séo resolvidos no gel de agarose em um perfil de bandas, o qual é comparado
com os perfis de outros isolados. De acordo com Tenover et al. (1995) a relacéo

genética e epidemioldgica entre os isolados pode ser classificada como:
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» Indistinguiveis: sdo os isolados que possuem perfis com 0 mesmo
namero de bandas e que aparentemente sdao do mesmo tamanho
guando comparado ao padrdo de peso molecular. A interpretacdo
epidemiologica de Tenover et al. (1995) € de que esses isolados séo
representantes da mesma cepa, ou seja, demonstram ter originado do
mesmo ancestral. Caso essa cepa esteja presente com o0 maior
numero de isolados, € considerada como cepa-surto.

> Estreitamente relacionados: um isolado é considerado estreitamente
relacionado a cepa-surto quando os perfis de PFGE diferem em um
simples evento genético, como mutagdo pontual, inser¢cdo ou delegcéo
de DNA, gerando entre 2 e 3 bandas de diferenca.

» Possivelmente relacionados: um isolado é considerado possivelmente
relacionado a cepa-surto quando os perfis de PFGE diferem através de
dois eventos genéticos, como uma simples insercdo ou delecdo de
DNA, ou ganho ou perda de sitios de restricdo, originando entre 4 e 6
bandas de diferenca.

» Nao relacionado: um isolado é considerado né&o relacionado a cepa-
surto quando os perfis de PFGE diferem através de trés ou mais

eventos genéticos gerando pelo menos 7 bandas de diferenca.

Até um passado recente o estudo das infec¢cdes bacterianas enfocava
somente como diagnosticar a doenga. Nos Ultimos anos tém se dado, também, mais
atencdo as medidas preventivas para reduzir a exposicao do hospedeiro suscetivel a
bactéria (SALYERS & WHITT, 1994) uma vez que, estudos epidemioldgicos
revelaram que os procedimentos e técnicas praticados pelos profissionais de saude,
gue assistem aos pacientes, estdo ligados diretamente a transmissdo dos
microrganismos causadores das infeccbes (GOLDMANN, 1992; EMORI & GAYNES,
1993).

Na pratica clinica, uma das medidas para prevenir a disseminacdo dos
microrganismos no ambiente hospitalar refere-se ao uso de anti-sépticos sobre
tecidos vivos, e de agentes antimicrobianos para a desinfeccéo de artigos médicos,
do mobiliario e das superficies em hospitais. A desinfeccdo por esses agentes pode
ser de carater fisico ou quimico ou as vezes a combinacdo dos dois (RUSSELL,

1991; NOGUCHII et al.,1999).
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Dentre 0os agentes quimicos estdo os desinfetantes, os quais pertencem a
classe denominada saneante domissanitario com acdo antimicrobiana (BRASIL.
Portaria DISAD n°® 15/88) e podem apresentar em suas formulacdes diferentes
principios ativos como fendis sintéticos, glutaraldeido, formaldeido, quaternarios de
amonio, entre outros.

No Brasil, os desinfetantes estdo submetidos as ac¢des da Vigilancia Sanitaria
através das Leis n° 6360/76, n® 6437/77, Decreto n® 79094/77 e Lei n® 9782/99.

A Lei n° 6360/76 dispde sobre a vigilancia a que ficam sujeitos o0s
medicamentos, as drogas, 0s insumos farmacéuticos e correlatos, cosmeéticos,
saneantes e outros produtos; o Decreto n® 79094/77 regulamenta a Lei n° 6360/76; a
Lei n°® 6437/77 configura as infracdes a legislacdo sanitaria federal, estabelece as
sancdes respectivas e, a Lei n° 9782/99 define o Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria e cria a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, configura infragbes a
legislacdo sanitaria federal e estabelece as sancfes respectivas.

Os desinfetantes devem também atender ao disposto em legislacdes
especificas. Para isso, faz-se necessario cumprir as normas para o registro dos
saneantes domissanitarios com agdo antimicrobiana constantes na Portaria DISAD
n°® 15 de 23/08/88, na qual encontram-se as definicbes, as classificacbes dos
produtos, além das exigéncias relacionadas a comprovacéo de sua eficacia.

O desinfetante, segundo a Portaria DISAD n° 15/88, é definido como
“formulagbes que tém na sua composicdo substancias microbicidas e apresentam
efeito letal para microrganismos ndo esporulados”.

Biocida, por definicdo, € o agente fisico ou quimico, ndo quimioterapico, que
mata todas as formas vivas de organismos, micro e macro, porém o termo é
normalmente utilizado para se referir aos microrganismos (BLOCK, 2001).

O termo resisténcia bacteriana, quando aplicado aos biocidas, refere-se ao
microrganismo de uma dada espécie que nao é destruido ou que nao € inibido pela
concentracdo de biocida na qual a maioria dos microrganismos da mesma espécie
seria (RUSSELL, HAMMOND & MORGAN, 1986; HAMMOND, MORGAN &
RUSSELL 1987; CHAPMAN, 1998; CHAPMAN, DIEHL & FEARNSIDE, 1998).

Os biocidas catibnicos como 0s compostos quaternarios de amoénio sao
amplamente utilizados como desinfetantes em ambientes de salude e em locais de
preparo de alimentos. Os compostos quaternarios de aménio atuam sobre a

membrana, ou seja, no caso de bactérias o sitio alvo € a membrana citoplasmatica.
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O mecanismo de agdo envolve a adsorcdo e interiorizacdo desses agentes
quimicos, a reagdo com 0s componentes da membrana citoplasmatica seguida de
sua desorganizacdo, extravasamento de material intracelular de baixo peso
molecular, degradacdo de proteinas e &cido nucléico, e lise da parede celular
levando a morte da célula bacteriana (CHAPMAN, 2003).

As investigacdes relacionando a resisténcia cruzada e co-resisténcia entre
biocidas e medicamentos antimicrobianos ainda s&o bastante controversas. A
resisténcia cruzada ocorre quando diferentes agentes antimicrobianos atacam o
mesmo alvo, iniciando assim a morte celular através de uma via em comum. A co-
resisténcia ocorre quando os genes que codificam o fendtipo de resisténcia ao
biocida estédo localizados junto com marcadores de resisténcia aos medicamentos
antimicrobianos no mesmo elemento genético moével, como plasmidio, transposon,
ou integron. O resultado final para ambos os mecanismos € que o desenvolvimento
de resisténcia para um agente antimicrobiano pode levar ao aparecimento de
resisténcia para outro agente (CHAPMAN, 2003).

Chapman (2003) considera que a co-resisténcia entre compostos
qguaternarios de amonio e medicamentos antimicrobianos é de destacado interesse
ja que a ampla utilizacdo de produtos a base de quaternarios de aménio em
instituicbes de saude e em locais de preparo de alimentos, poderia facilitar a
introducdo e a disseminacdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos, assim
como o uso indiscriminado desses medicamentos poderia introduzir os genes de
resisténcia.

A maioria dos estudos sobre resisténcia aos biocidas tem sido realizada em
bactérias (RUSSELL, 2001). Os S. aureus sdo geralmente considerados sensiveis
aos desinfetantes, no entanto, isolados resistentes aos compostos quaternarios de
amonio ja foram isoladas (TOWNSEND et al., 1984; AKIMITSU et al., 1999)

Alguns estudos demonstram a ligacdo existente entre a resisténcia aos
biocidas e aos medicamentos antimicrobianos (RUSSELL, 1999; RUSSELL,
SULLER & MAILLARD, 1999; RUSSELL, 2000; RUSSELL & MAILLARD, 2000),
entretanto outros autores verificaram que patdégenos hospitalares resistentes aos
antimicrobianos, como o0s estafilococos e 0s enterococos, eram prontamente
inativados por biocidas assim como as cepas sensiveis aos medicamentos
antimicrobianos (ALQURASHI, DAY & RUSSELL, 1996; BRADLEY & FRAIRE, 1996;
ANDERSON, CARR & BOND, 1997; RUTALA et al, 1997).
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Em geral, a resisténcia bacteriana aos biocidas deve-se a dois mecanismos, 0
intrinseco ou inato, e o adquirido (RUSSEL, 1994; RUSSELL, 1996; MC DONNELL
& RUSSEL, 1999). A resisténcia intrinseca é uma propriedade natural do
microrganismo capaz de impedir a acdo do desinfetante/ anti-séptico. Pode ser
manifestada pelo decréscimo da entrada do agente antimicrobiano devido, por
exemplo, a impermeabilidade da célula bacteriana. Isso ocorre pelo fato de
apresentarem estruturas que atuam como barreiras de acesso do antimicrobiano
como é o caso da membrana externa em bactérias Gram-negativas, cortex e capa
em endosporos bacterianos, parede celular lipidica em micobactérias, e glicocélice e
capsula no caso de bactérias Gram positivas. Outra possibilidade € a producdo de
enzimas mediadas pelo cromossoma e que podem inativar o agente quimico.

A resisténcia aos agentes antimicrobianos pode também ser adquirida,
resultando tanto da mutacdo quanto da aquisicdo de plasmidios ou transposons
(RUSSELL, 1998).

Os genes gacA, gacB, gacC, gacD, smr e ebr foram identificados como os
determinantes que conferem resisténcia aos cations organicos através do
mecanismo de bomba de efluxo de drogas dependente da forca proton motora
(PUTMANN, VAN VEEN & KONINGS, 2000). A analise da sequéncia de
nucleotideos indicou que gacA é muito similar ao gacB, e smr € o mesmo que gacC,
gacD e ebr. Assim, os genes de resisténcia aos desinfetantes/ anti-sépticos podem
ser classificados estruturalmente em duas familias: gacA/B e smr (LITTLEJOHN et
al., 1990; NOGUCHI et al., 1999).

Os genes gacA/B e smr sao geralmente de natureza plasmidial e codificam
as proteinas QacA/B e Smr. Essas proteinas sdo classificadas de acordo com o
tamanho e a similaridade de suas estruturas. Dessa forma, as proteinas QacA e
QacB pertencem a uma classe denominada principal superfamilia facilitadora (major
facilitator superfamily — MFS) e estdo envolvidas em transporte dos tipos uniporte,
simporte e antiporte de varias substancias. A proteina Smr faz parte da familia
secundaria de resisténcia a multiplas drogas (small multidrug resistance family —
SMR) e realiza o transporte do tipo uniporte. (MITCHELL, BROWN, SKURRAY,
1998; PUTMANN, VAN VEEN & KONINGS, 2000)

Existem varios estudos relacionando a aquisicdo de plasmidios com a
reducdo da suscetibilidade aos biocidas. Por exemplo, cepas de MRSA com

plasmidios carreando genes de resisténcia a gentamicina exibem aumento da
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resisténcia aos biocidas catibnicos como compostos quaternarios de amoénio,
clorhexidina, entre outros (LYON & SKURRAY, 1987).

Os aspectos aqui abordados quanto a gravidade da resisténcia dos MRSA
aos medicamentos antimicrobianos e aos desinfetantes tém a preocupacdo em
proteger e promover a salde no sentido amplo do termo.

Sendo a protecdo e a promocao da saude, e do bem-estar da populagdo um
dever do Estado, cabe a ele impedir e regular as atividades que possam significar
riscos para a saude publica. Essa atribuicdo do Poder Publico se realiza de diversas
formas e por meio de esferas da administracdo publica, dentre elas a Vigilancia
Sanitaria.

Tecnicamente, Vigilancia Sanitaria pode ser entendida como a area da Saude
Plblica que trata das diversas formas de ameaca a saude, principalmente através do
uso e consumo de novos materiais, produtos e tecnologias cada vez mais presentes
na vida contemporanea.

Efetivar a protecdo da saude significa interferir no processo de fabricacéo e
consumo de produtos e servicos, contrariando interesses econdmicos. Essa
priorizacdo da saude foi enfatizada a partir da publicacdo da Lei 8.080/90, a Lei
Organica da Saude que regulamenta o Sistema Unico de Salde - SUS, e define a
vigilancia sanitaria como “um conjunto de acBes capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude, e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da producéo e circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse
da saude abrangendo:

» O controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, se
relacionem com a saude, compreendidas todas as etapas e processos,
da produc¢éo ao consumo.

» O controle da prestacdo de servicos que se relacionam direta ou
indiretamente com a saude, tornando as ac¢des da Vigilancia Sanitaria
mais abrangentes (COSTA & ROSENFELD, 2000).

Porém, infelizmente, o SUS apds 16 anos ainda ndo se consolidou de forma
plena.

O sistema engloba unidades nos trés niveis de governo: federal, estadual e
municipal. No nivel federal estdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), criada pela Lei 9.782/99 como uma autarquia sob regime especial

7

vinculada ao Ministério da Saude e cuja finalidade institucional é promover a
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protecdo da saude da populacao por intermédio do controle sanitario da producéo e
da comercializagdo de produtos e servigos submetidos a Vigilancia Sanitéria, e o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), que desempenha o
papel de principal 6rgdo nacional para as questfes tecnolOogicas e normativas
relativas ao controle de qualidade de insumos, produtos, ambientes e servicos.

Em nivel estadual estdo o 6rgdo de Vigilancia Sanitaria (VISA) e o Laboratério
Central de Saude (LACEN) de cada uma das unidades da federacdo, e em nivel
municipal estdo os servicos de vigilancia sanitaria dos municipios brasileiros.

Em um contexto mais abrangente do que o estabelecido pelas atividades da
rotina analitica, o INCQS, da Fundac¢édo Oswaldo Cruz, visa dar suporte as acdes da
Vigilancia Sanitaria que se constituem em instrumento social, protegendo de
violéncias contra as condi¢cdes de saude e de bem-estar da populagcédo, promovendo
medidas de melhoria da qualidade da producdo e comercializacdo, entre outras
responsabilidades que Ihe sdo conferidas.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Tendo em vista a missdo do INCQS em “contribuir para a promocao e
recuperacdo da saude e prevencdo de doencas, atuando como referéncia nacional
para as questdes cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de
produtos, ambientes e servicos vinculados a Vigilancia Sanitaria”, a ampla
disseminagcdo dos MRSA no ambiente hospitalar, a persisténcia desses
microrganismos frente a rotineira utilizacao dos desinfetantes a base de quaternarios
de amdnio, inclusive j& tendo sido descritos isolados resistentes a esse principio
ativo (TOWNSEND et al., 1984) é de fundamental importancia determinar os tipos
gendmicos apresentados pelos MRSA, verificar a presenca de genes de resisténcia
aos quaternarios de amoénio e avaliar a suscetibilidade dos representantes dos

principais clones de MRSA ao composto a base de quaternarios de amoénio.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A fim de cumprir todas as etapas deste estudo teve-se como objetivos

especificos:

- isolar e identificar os MRSA de origem clinica;

- verificar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos;

- analisar os perfis de fragmentagcdo dos DNAs utilizando a técnica de PFGE;

- verificar a presenca do gene mecA e dos genes gacA/B e smr através da
técnica de PCR;

- avaliar a qualidade do desinfetante a base de quaternarios de amoénio
verificando a atividade bactericida pelo Método da Diluicdo de Uso, utilizando
0S microrganismos de referéncia;

- avaliar a suscetibilidade dos representantes dos principais clones de MRSA
frente ao desinfetante a base de quaternarios de aménio nas diluicbes
recomendada pelo fabricante e 20% abaixo da mesma,;

- determinar a concentragdo inibitéria minima do desinfetante para as cepas

utilizadas no Método da Diluicdo de Uso.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolados clinicos

Foram estudados 74 isolados clinicos de MRSA, provenientes de trés
hospitais do Rio de Janeiro — Hospital RJ-A, Hospital RJ-B e Hospital RJ-C — do
periodo de 2002 a 2003.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 33591 foram os
microrganismos utilizados na deteccdo do gene mecA como controles negativo e
positivo, respectivamente.

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212
foram utilizados como microrganismos-controle do lote do cartdo GPS 105 utilizado
no teste de suscetibilidade aos antimicrobianos através do sistema Vitek.

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella choleraesuis ATCC 10208 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 sdo os microrganismos de referéncia que
foram utilizados no ensaio para a avaliar a qualidade do desinfetante através da
verificacdo da atividade bactericida, especificadas no Procedimento Operacional
Padronizado do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — POP
INCQS n° 65.3210.007, preconizadas pela Association of Official Analytical Chemists
— AOAC (BELOIAN, 1990).

4.2. Desinfetante
Foi empregado um desinfetante hospitalar a base do quaternario de amonio,

cloreto de benzalcénio, contendo 4% (40000 ppm) do principio ativo.

4.3. Isolamento bacteriano
Os isolados clinicos foram semeados em placas de Petri contendo Triptic Soy
Agar (TSA) e incubadas a 37°C por 18-24 h, para verificagdo da pureza.

4.4. Preparacao do estoque dos isolados de MRSA

As colénias TSA foram semeadas em Triptic Soy Broth (TSB) incubadas a
37°C por 18-24 h, sob agitacdo a 200 rpm. Aliquotas de 800 pL dessas culturas
foram transferidas para criotubos, adicionadas de 200 pyL de solucdo de glicerol a

50% e estocadas em freezer a — 70°C.
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4.5. ldentificagcdo bacteriana

A confirmacdo dos microrganismos, que ja vinham identificados pelos
hospitais como MRSA, foi realizada através da coloracdo de Gram, da verificacdo da
producdo de coagulase e da catalase. Foram realizadas provas bioquimicas através

do kit APIStaph (bioMérieux), de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.6. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O teste de suscetibilidade foi realizado através do sistema automatizado Vitek
32 (bioMérieux) usando o cartdo GPS-105 (bioMérieux), de acordo com as
instru¢cbes do fabricante. Os cartbes contém os antimicrobianos AMP-ampicilina,
SAM-ampicilina/sulbactan, CFZ-cefazolina, CIP-ciprofloxacina, CLI-clindamicina,
ERY-eritromicina, GEN-gentamicina, NIT-nitrofurantoina, OXA-oxacilina, PEN-
penicilina-G, RIF-rifampicina, TET-tetraciclina, SXT- trimetoprim/ sulfa, VAN-
vancomicina, e foram inoculados com a suspensdo do microrganismo,

correspondente a 0,5 da escala McFarland.

4.7. Teste para triagem preliminar de MRSA em 4gar  contendo meticilina
(Met 25)

Aliguotas de 100 pL das culturas em TSB incubadas a 37° C por 18-24 h, sob
agitacdo a 200 rpm (fornecendo 10° UFC/ mL) foram semeadas sobre TSA contendo
meticilina na concentracdo de 25 pg/ mL e incubadas a 37° C/ 24-48 h para
verificacdo do crescimento frente a alta concentracdo desse antimicrobiano
(RESENDE & FIGUEIREDO, 1997).

4.8. Reacao em cadeia da polimerase — PCR

4.8.1. Preparacao do DNA bacteriano

A cultura em TSB obtida apés incubacgéo a 37°C/ 18-24 h sob agitacdo a 200
rpm, foi centrifugada e o sedimento das células bacterianas foi suspenso no tampao
de suspensdo celular adicionado de 0,2 mg/mL de lisostafina e 10 mg/mL de
lisozima e incubada a 37°C por 30 min.. O DNA total foi extraido através da
utilizacdo do kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Inc, Valencia, CA) de acordo com a

recomendacao do fabricante.
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4.8.2. Verificagdo da presenca dos genes mecA, gacA/B e smr

Foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando oligonucleotideos (primers) especificos, conforme descrito na TABELA 1,
para amplificar os genes mecA, qacA/B e smr utilizando o aparelho DNA PTC-200 —
Peltier Thermal Cycler (MJ Research — Massachusets — EUA).

Para o gene mecA foi preparada uma mistura de reacdo com 25 pL de volume
final contendo 1 pL de DNA gendmico purificado, 0,5 pmol do par de primers mecA,
0,2 mM de dNTP, 0,02 U de Taqg DNA polimerase e 2,5 uL de tampé&o 10X contendo
0,8 mM de MgCl,. A amplificacdo do gene mecA foi realizada de acordo com o
programa: 94°C por 5 min seguido de 35 ciclos a 94°C por 2 min, 57°C por 2 min,
72° por 1 min e 72°C por 7 min.

Para o gene gacA/B foi preparada uma mistura de reacdo com 25 pL de
volume final contendo 5 pL de DNA gendmico purificado, 1 pmol do par de primers
gacA, 0,2 mM de dNTP, 0,05 U de Tag DNA polimerase e 2,5 pL de tampéo 10X
contendo 1,5 mM de MgCl,. A amplificacdo do gene gacA/B foi realizada de acordo
com o programa: 95°C por 2 min seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 min, 62°C por 1
min, 72° por 2 min e 72°C por 10 min.

Para o gene smr foi preparada uma mistura de reagdo com 25 pL de volume
final contendo 5 pL de DNA gendémico purificado, 4 pmol do par de primers smr, 0,2
mM de dNTP, 0,1 U de Tag DNA polimerase e 2,5 uL de tampéo 10X contendo 3
mM de MgCl,. A amplificagdo do gene smr foi realizada de acordo com o programa:
95°C por 2 min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72° por 2 min
e 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5% em TBE 1X a 90 V por 1:30 h, adicionado de brometo de etidio e visualizados

em transiluminador de luz ultra-violeta.

4.9. Seqlienciamento e analise

A sequéncia de nucleotideos foi determinada pelo método dideoxy chains-
termination com terminacfes marcadas com corante, e polimerase T7 DNA de
acordo com as instrucbes do fabricante (Applied Biosystems, Fosters, City, CA,
USA), seguido da analise com sequenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied

Biosystems). A sequéncia de nucleotideos foi alinhada com o programa clustal X,
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versdo 1,8/22 e a sequiéncia de nucleotideos disponivel no GenBank, sob nimero de
acesso 773395, foi usada para comparacao.

4.10. Eletroforese de pulsos elétricos alternados ( Pulsed Field Gel
Eletrophoresis - PFGE)

4.10.1. Preparacao do DNA

Aliquotas de 100 pL das culturas em TSB de cada isolado de MRSA
incubadas a 37°C por 18 - 24 h sob agitacdo a 200 rpm (fornecendo 10° UFC/ mL)
foram centrifugadas a 10.000 rpm/ 5 min/ 4°C, suspensas em tampao Tris/NaCl e
centrifugadas a 10.000 rpm/ 5min/ 4°C. Os sedimentos foram suspensos em 200 pL
do mesmo tampao e adicionadas de 200 pyL de agarose “low melting”. A confeccéo
dos discos foi realizada pipetando aliquotas de 20 pyL da mistura microrganismo/
agarose, dispondo-as sobre laminas de vidro cobertas com parafilme e cobrindo-as
com outra lamina de vidro coberta com parafiime. Os discos foram incubados em 1,0
mL de tampéao de lise contendo Tris 6,0 mM/EDTA 0,1 M/ NaCl 1,0 M, RNase 0,05
mg e lisostafina 0,08 mg, a 37°C por 3 h.. Apés a retirada do tampao de lise foram
tratados com 1,0 mL de solucdo aquosa contendo 1,0 mg de proteinase K e
incubados a 50°C por 18 h. Os discos contendo o DNA bacteriano foram submetidos
a 5 lavagens por 1 h. utilizando 5,0 mL de tampé&o Tris 10 mM/ EDTA 1 mM, e

mantidos em geladeira a 5°C com 5,0 mL do mesmo tamp&o, até o momento de uso.

4.10.2. Digestdo do DNA e eletroforese de campos el  étricos alternados (PFGE)
Os discos contendo DNA foram digeridos em tampé&o Tris 6,0 mM/ KCI 100
mM/ MgCl, 6,0 mM contendo 0,2 pL de 2-mercapto-etanol e 8 U de enzima Smal
para cada disco, e incubados a 25°C por 18 h. Posteriormente foram introduzidos
nos pocos do gel de agarose a 1% p/v em Tris 2,5 mM/ &cido bérico 2,5 mM/ EDTA
1 mM (TBE 0,5X), e submetidos a eletroforese de campos elétricos alternados
(pulsed field gel eletroforesis — PFGE) utilizando o aparelho CHEF DR llI (Bio-Rad).
A visualizagdo dos fragmentos de DNA foi realizada em transiluminador de luz

ultravioleta apés corar o gel com brometo de etidio a 0,1 mg/mL.
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4.10.3. Andlise do perfil de fragmentagédo do PFGE

A anadlise do perfil de fragmentacdo foi realizada através do software
Bionumerics Version 2.0 (Applied Maths — Kortrijk, Bélgica) que gerou um
dendrograma. A designacao dos clones foi realizada de acordo com os critérios de
Tenover et al. (1995).

4.11. Verificacdo da qualidade do desinfetante

A qualidade do desinfetante contendo cloreto de benzalcénio foi verificada
através do ensaio da atividade bactericida usando o Método da Diluicdo de Uso, da
AOAC (BELOIAN, 1990), conforme o Procedimento Operacional Padronizado - POP
INCQS n° 65.3210.007 ilustrado na FIGURA 7. Cilindros de aco inoxidavel foram
contaminados durante 15 min. com uma cultura de 48h incubada a 37°C, dispostos
verticalmente em placas de Petri forradas com papel de filtro e levadas a estufa a
37°C por 40 min. Cada um dos cilindros foi transferido para cada tubo contendo 10
mL do desinfetante, na diluicdo recomendada pelo fabricante, durante 10 min. Apés
esse tempo de exposicdo foram transferidos para os tubos contendo 10 mL de caldo
nutriente com lecitina e polissorbarto 80 (caldo Letheen). Ap6s 10 min. foram
novamente transferidos para tubos contendo 10 mL do mesmo meio de subcultura e
incubados a 37°C por 48 h.. Esse procedimento foi realizado utilizando 60 cilindros
de aco inoxidavel. Os ensaios foram realizados com os trés microrganismos de
referéncia, utilizando o desinfetante na diluicdo recomendada pelo fabricante.

Na leitura dos resultados verificou-se a presenca ou a auséncia de
crescimento nos tubos de subcultura e re-subcultura apés o tempo de incubacéo.
Através do critério de avaliacdo o desinfetante deve ser capaz de matar o0s

microrganismos de referéncia sobre 59 dos 60 cilindros.

4.12. Suscetibilidade ao desinfetante

A suscetibilidade ao desinfetante contendo cloreto de benzalcénio dos MRSA
isolados de amostras clinicas foi avaliada através do Método da Diluicdo de Uso, da
AOAC (BELOIAN, 1990), conforme o Procedimento Operacional Padronizado - POP
INCQS n° 65.3210.007 ilustrado na FIGURA 7. Cilindros de ago inoxidavel foram
contaminados durante 15 min. com uma cultura de 48h incubada a 37°C, dispostos
verticalmente em placas de Petri forradas com papel de filtro e levadas a estufa a

37°C por 40 min. Cada um dos cilindros foi transferido para cada tubo contendo 10
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mL do desinfetante, na diluicdo recomendada pelo fabricante, durante 10 min. Apés
esse tempo de exposicdo foram transferidos para os tubos contendo 10 mL de caldo
nutriente com lecitina e polissorbarto 80. Apos 10 min. foram novamente transferidos
para tubos contendo 10 mL do mesmo meio de subcultura e incubados a 37°C por
48 h. Esse procedimento foi realizado utilizando 60 cilindros de ago inoxidavel.

Os ensaios foram realizados com trés representantes de cada um dos dois
perfis clonais mais frequentes determinados pelo PFGE, e trés representantes de
MRSA multi-suscetiveis aos antimicrobianos a fim de verificar o seu comportamento
frente ao desinfetante na diluicdo indicada pelo fabricante e numa diluigdo 20%
abaixo da recomendada.

Os isolados de MRSA utilizadas neste ensaio foram:

» Clone A (clone prevalente): 01/02 RJ-A, 47/02 RJ-B contendo o gene
gacA/B e 0 54/03 RJ-B sem a presenca do gene gacA/B.

» Clone A, sub-tipo A3 (sub-tipo mais prevalente do clone A): 66/02 RJ-
C, 28/03 RJ-A contendo o gene gacA/B e o 58/03 RJ-B sem a
presenca do gene gacA/B.

» MRSA multi-suscetiveis aos antimicrobianos: 23/03 RJ-A e 24/03 RJ-A
contendo o gene gacA/B e o 57/03 RJ-B sem a presenca do gene
gacA/B.

Na leitura dos resultados verificou-se a presenca ou a auséncia de
crescimento nos tubos de subcultura e re-subcultura apés o tempo de incubacéo.
Para esse ensaio o critério de avaliacdo utilizado foi que os MRSA que
apresentaram crescimento em mais do que 1 cilindro foram considerados menos

suscetiveis do que o microrganismo de referéncia.

4.13. Determinagdo da concentracgao inibitéria minim  a (CIM) do desinfetante

A determinacd@o das CIMs do desinfetante & base de cloreto de benzalcénio
foi realizada segundo Al-Masaudi et al. (1991) com algumas modificacdes. Trés
representantes de cada um dos dois perfis clonais mais freqientes de MRSA
determinados pelo PFGE (clone A, e o sub-tipo A3), trés representantes de MRSA
multi-suscetiveis aos antimicrobianos, e o microrganismo de referéncia de S. aureus
foram cultivados em triplicata em meio TSB, e os CIMs determinados pela adicdo do
desinfetante com concentra¢des variando de 0,1 a 1,0 ppm/ 10 mL e incubados por

24, 48 e 72 h a 37°C. Adicionou-se a cada tubo, o inéculo de 2 pL (cerca de 2 x 10°
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UFC) obtido a partir de uma cultura de 24 h a 37°C em meio TSB. Foi considerada
como a concentragdo inibitéria minima, aquela correspondente a maior concentracao
do desinfetante que nao forneceu crescimento visivel. Os clones de MRSA e o
microrganismo de referéncia foram crescidos também na auséncia do desinfetante

como controle positivo.
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Do total de 11 cilindros de aco
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* Pode-se utilizar 1 bateria com 20 tubos e intervalo de 30 segundos entre cada

transferéncia.

FIGURA 7. Esquema do Método da Diluicdo de Uso (POP INCQS n° 65.3210.007)
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5. RESULTADOS

5.1. Identificac&o bacteriana

Através das caracteristicas morfo-tintoriais dos isolados provenientes dos
hospitais verificou-se que eram cocos Gram-positivos, produziam as enzimas
coagulase e catalase, e o kit ApiStaph confirmou que se tratavam de Staphylococcus

aureus.

5.2. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade de cada um dos 74 isolados dos Hospitais RJ-A,
RJ-B e RJ-C encontram-se nas TABELAS 2, 3 e 4, respectivamente. Esse perfil foi
determinado usando o sistema automatizado Vitek com o cartdo GPS 105, através
do qual a maioria dos isolados de S. aureus (95,95%) apresentou-se resistente a
oxacilina, e consequentemente a todos os [B-lactamicos testados e por essa razéo
determinados como MRSA. Além disso, pelo menos 83% dos isolados eram também
resistentes aos diferentes grupos de antimicrobianos. Um percentual de 4,05% dos
isolados (21/03 RJ-A, 23/03 RJ-A e 67/02 RJ-C) foi caracterizado pelo Vitek como
MSSA. O perfil global de resisténcia aos antimicrobianos dos 74 isolados clinicos
estudados encontra-se na TABELA 5.

Observou-se que dez (13,51%) dos 74 isolados apresentaram-se multi-
suscetiveis a varios antimicrobianos antiestafilococicos ndo-B-lactamicos, conforme
pode ser observado na TABELA 6. Pode-se ainda verificar que sete (9,45%) dos 74
isolados, denominados MRSA suscetiveis a gentamicina, ou MRSA-GS, foram
suscetiveis a ciprofloxacina, clindamicina, gentamicina, nitrofurantoina, rifampicina,
tetraciclina, trimetoprim/ sulfa e vancomicina, e entre eles encontravam-se 0s 3
isolados (21/03 RJ-A, 23/03 RJ-A e 67/02 RJ-C), que foram determinados através do
Vitek, como MSSA apresentando CIM de 0,5 pg/ mL para a oxacilina e o mesmo
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. Trés (4,05%) dos 74 isolados tinham
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos semelhante aos outros 7 MRSA-GS
com a diferenga de que eram resistentes a gentamicina.

Os outros 64 isolados (86,48%) apresentaram-se resistentes a todos os [3-
lactamicos testados (ampicilina, ampicilina/ sulbactam, cefazolina, oxacilina,

penicilina) e a maioria dos ndo-p-lactamicos (TABELAS 2, 3 e 4).
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A FIGURA 8 exibe a percentagem de resisténcia dos 74 isolados frente aos
antimicrobianos testados em relacéo a cada um dos trés hospitais. Observou-se que
100% dos isolados eram resistentes aos [(-lactamicos AMP e PEN nos trés
hospitais. No Hospital RJ-B 100% dos isolados eram também resistentes aos [-
lactamicos SAM, CFZ , OXA. Nos hospitais RJ-A e RJ-C essa taxa foi menor e
corresponde aos 3 isolados que foram identificados como MSSA pelo Vitek. No
Hospital RJ-A o numero de isolados exibindo resisténcia a maioria dos n&o-§3-
lactamicos (CIP, CLI, GEN, TET e SXT) foi ligeiramente maior do que nos outros
dois hospitais. A rifampicina foi o que apresentou maior eficacia nos trés hospitais
apesar do maior numero de isolados do Hospital RJ-B ter apresentado resisténcia a
esse antimicrobiano quando comparado aos outros dois hospitais.

A FIGURA 9 compara a percentagem de suscetibilidade aos antimicrobianos
dos 10 MRSA multi-suscetiveis entre os trés hospitais. O Hospital RJ-A apresentou
maior numero de isolados suscetiveis aos B-lactamicos SAM, CFZ e OXA do que os
Hospitais RJ-B e RJ-C. No Hospital RJ-B ndo foram detectados MRSA multi-
suscetiveis com suscetibilidade para aqueles antimicrobianos (SAM, CFZ e OXA). A
taxa de isolados suscetiveis aos ndo-fB-lactamicos CIP, CLI, NIT, RIF, TET, SXT e
VAN foi a mesma nos trés hospitais (100%). O Hospital RJ-B apresentou maior
namero de isolados sensiveis a gentamicina quando comparados aos outros dois

hospitais.

5.3. Teste para triagem preliminar de MRSA em 4gar  contendo meticilina
(Met 25)

Conforme pode ser verificado através da TABELA 7, quatro (5,40%) dos 74
isolados ndo cresceram em agar contendo 25 pug/ mL de meticilina, o que indicaria
que esses isolados nao seriam resistentes a meticilina, conforme descrito por
Rezende e Figueiredo (1997). Dois dos isolados (21/03 RJ-A, 23/03 RJ-A)
correspondiam aqueles identificados pelo sistema Vitek como suscetiveis a
oxacilina, e os outros dois (18/02 RJ-A e 24/03 RJ-A) tinham sido identificados

através do sistema automatizado como resistentes a oxacilina.
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5.4. Reagao em cadeia da polimerase

As amplificacbes dos genes mecA e gacA/B de alguns isolados estédo
ilustrados nas FIGURAS 10 e 11.

A presenca do gene mecA foi detectada em 100% dos isolados, confirmando
que se tratavam de 74 isolados de MRSA (TABELA 7), apesar de 4,05% (21/03 RJ-
A, 23/03 RJ-A, 67/02 RJ-C) terem sido caracterizadas como suscetiveis — MSSA —
atraves do sistema Vitek (TABELA 6).

Pela PCR verificou-se também a presenca do gene gqacA/B que é um dos
responsaveis por conferir resisténcia aos compostos quaternarios de amoénio. O
gene gacA/B foi detectado em 59 (79,73%) dos 74 isolados (TABELA 7). A taxa de
gacA/B encontrada em cada hospital foi: 100% (33 isolados) no Hospital RJ-A, 100%
(15 isolados) no Hospital RJ-C e 42,31% (11 dos 26 isolados) no Hospital RJ-B. Dois
isolados de MRSA multi-suscetivel (51/03 RJ-B e 57/03 RJ-B) ndo apresentaram o
gene qacA/B. O tamanho dos produtos da PCR dos genes mecA e gacA/B
corresponderam ao tamanho informado anteriormente (TABELA 1).

A pesquisa do gene smr foi realizada e a amplificacdo n&o resultou em
bandas inespecificas, tampouco verificamos qualquer banda no tamanho esperado.
N&o podemos afirmar ainda que o gene smr nao foi encontrado, pois estamos em

fase de aquisicdo do microrganismo que sera utilizado como controle positivo.

5.5. Sequienciamento e analise

As sequéncias de nucleotideos obtidas de 8 produtos de amplificacdo do
gene gacA/B foi alinhada com a seqliéncia de nucleotideos disponivel no GenBank e
verificou-se que havia homologia de 99%, confirmando que a maioria dos isolados

de MRSA deste estudo carream o gene gqacA/B

5.6. Eletroforese de pulsos elétricos alternados (P FGE)

De acordo com os critérios de Tenover et al (1995) identificou-se inicialmente
o perfil com maior nimero de isolados, 0 que presumidamente representaria um
surto, o qual foi denominado A. Foram entdo analisadas as diferencas no nimero de
bandas em relac@o a cepa-surto. Assim, os perfis com diferengas de 2 a 3 bandas e
de 4 a 6 bandas foram consideradas como sub-tipos da cepa-surto e denominadas

com a letra A seguida de nameros arabicos (ex. Al, A2). Aqueles que apresentaram
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7 ou mais bandas de diferenca foram denominados seqiencialmente com as outras
letras do alfabeto.

A analise do perfil de fragmentacdo do DNA através do PFGE dos 74 isolados
deste estudo pode ser observada através da FIGURA 12. Foi observado que os 74
isolados estavam distribuidos entre 11 diferentes perfis, e a maioria dos isolados
(42), o que corresponde a 56,76% exibiu pouca variagdo no perfil de PFGE e foram
denominados como clone A e sub-tipos Al, A2 e A3. Fazendo parte do clone A
foram encontrados somente os isolados dos hospitais RJ-A e RJ-B, coletados tanto
no ano de 2002 como de 2003.

O clone do sub-tipo A3, além dos isolados dos hospitais RJ-A e RJ-C,
apresentou também 1 isolado do hospital RJ-B (58/03 RJ-B). O sub-tipo Al estava
restrito ao hospital RJ-A.

Quanto aos 10 isolados multi-suscetiveis, considerados como Novos MRSA,
apresentaram variados perfis genéticos e pertenciam a 6 diferentes clones (clone A
— sub-tipos A2, A10; clones E, F, G, J e K —isolados 67/02 RJ-C, 24/03 RJ-A, 21/03
RJ-A, 39/02 RJ-B, 23/03 RJ-A, 57/03 RJ-B, 51/03 RJ-B, 55/03 RJ-B, 62/02 RJ-C e
64/02 RJ-C, respectivamente (FIGURA 13).

Os representantes de cada clone estéo ilustrados nas FIGURAS 14 e 15.

5.7. Verificacao da qualidade do desinfetante

O desinfetante utilizado na diluicdo recomendada pelo fabricante (2000 ppm)
foi capaz de destruir os trés microrganismos de referéncia — Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Salmonella choleraesuis ATCC 10208 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442 — o que na analise de rotina, para avaliar a eficacia do produto teria
como resultado microbiolégico, um laudo satisfatério atestando a atividade

antimicrobiana do produto comercializado.

5.8. Suscetibilidade ao desinfetante

ApoOs certificar-se da qualidade em relacdo a atividade antimicrobiana do
desinfetante utilizando os trés microrganismos de referéncia, 0 mesmo método foi
utilizado para avaliar a suscetibilidade dos 09 isolados de MRSA, os quais foram

destruidos tanto na diluicdo de 2000 ppm como na de 1600 ppm.
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5.9. Determinacgdo da Concentracéo Inibitéria Minima  (CIM) do desinfetante

A CIM para os representantes do clone A foi de 0,9 ppm para o isolado 47/02
RJ-B, e de 1,0 ppm para o 01/02 RJ-A e o 54/03 RJ-B. Os isolados do sub-tipo A3
apresentaram CIM de 0,9 ppm para o 58/03 RJ-B, e de 1,0 ppm para os isolados
66/02 RJ-C e 28/03 RJ-A. No caso dos MRSA multi-suscetiveis a CIM foi de 0,7 ppm
para o isolado 24/03 RJ-A e de 1,0 ppm para os isolados 23/03 RJ-A e 57/03 RJ-B.

Portanto, a CIM correspondeu a uma concentracado pelo menos 2000 vezes
menor quando se considera o CIM de 1,0 ppm, do que a concentracdo do
desinfetante recomendada pelo fabricante, e 1600 vezes menor do que a
concentragcdo por nés escolhida no caso de ocorrer um erro no preparo do produto

na pratica para a desinfeccao.
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TABELA 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos (primers) usados para as
amplificagbes dos genes mecA and gqacA/B em Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina

Produto de
Gene Primer Sequéncias dos oligonucleotideos  Localizacdo PCR Referéncias
tamanho
(5-3) no gene (bp)
mecA  mecA-R ACTGCTATCCACCCTCAAAC 1182-1201 163 Mehrotra et al.

mecA-F CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 1325-1344 2000

gacA/B gacA/B-R CTATGGCAATAGGAGATATGGTGT 1802-1825 417 Mayer et al.
gacA/B-F CCACTACAGATTCTTCAGCTACATG 2193-2217 2001

smr smr-R AAACAATGCAACACCTACCACT  1658-1679 157 Mayer et al.
smr-F AACGAAACTACGCCGACTATG 1794-1814 2001
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TABELA 2 - Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados clinicos de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina do Hospital RJ-A

Isolados ANTIMICROBIANOS
clinicos AMP SAM CFZ CIP CLI ERY GEN NIT OXA PEN RIF TET SXT VAN

01/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r r r r S
02/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r r r r S
03/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
04/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
05/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
06/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
07/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r r r r S
08/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
09/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r r r r S
10/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
11/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
12/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
13/ 03 RJ-A r r r r r r S S r r r S S S
14/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
15/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
16/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
17/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
18/ 02 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
19/ 03 RJ-A r r r S S r r S r r r r r S
20/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r r r r S
21/ 03 RJ-A r S S S S S S S S r S S S S
22/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
23/ 03 RJ-A r S S S S S S S S r S S S S
24/ 03 RJ-A r r r S S S r S r r S S S S
25/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
26/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
27/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
28/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r I r r S
29/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
30/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
31/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
32/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r S r r S
33/ 03 RJ-A r r r r r r r S r r r r r S

AMP-ampicilina, SAM-ampicilina/sulbactan, CFZ-cefazolina, CIP-ciprofloxacina, CLI-clindamicina,
ERY-eritromicina, GEN-gentamicina, NIT-nitrofurantoina, OXA-oxacilina, PEN-penicilina-G, RIF-
rifampicina, TET-tetraciclina, SXT- trimetoprim/ sulfa, VAN-vancomicina.

S - suscetivel, r - resistente, | - intermediariamente resistente
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TABELA 3 - Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados clinicos de

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina do Hospital RJ-B

Isolados ANTIMICROBIANOS

clinicos AMP SAM CFzZ CIP CLI ERY GEN NIT OXA PEN RIF

TET SXT VAN

34/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
35/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
36/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
37/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
38/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
39/ 02 RJ-B r r r S S r S S r r
40/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
41/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
42/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
43/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
44/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
45/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
46/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
47/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
48/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
49/ 02 RJ-B r r r r r r r S r r
50/ 03 RJ-B r r r r r r r S r r
51/ 03 RJ-B r r r S S r S S r r
52/ 03 RJ-B r r r | S r r S r r
53/ 03 RJ-B r r r r r r r S r r
54/ 03 RJ-B r r r r r r r S r r
55/ 03 RJ-B r r r S S S S S r r
56/ 03 RJ-B r r r r r r r S r r
57/ 03 RJ-B r r r S S S S S r r
58/ 03 RJ-B r r r r r r r S r r
59/ 03 RJ-B r r r r r r r S r r

nw un un

=

I
S

I r S
r r S
r r S
r r S
r r S
S S S
r r S
r r S
r r S
r r S
r r S
r r S
r r S
r r S
r r S
r r S
r r S
S S S
I r S
r r S
r r S
S S S
r r S
S S S
r r S
r r S

AMP-ampicilina, SAM-ampicilina/sulbactan, CFZ-cefazolina, CIP-ciprofloxacina, CLI-clindamicina,
ERY-eritromicina, GEN-gentamicina, NIT-nitrofurantoina, OXA-oxacilina, PEN-penicilina-G, RIF-

rifampicina, TET-tetraciclina, SXT- trimetoprim/ sulfa, VAN-vancomicina.
S - suscetivel, r - resistente, | - intermediariamente resistente
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TABELA 4 - Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados clinicos de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina do Hospital RJ-C

Isolados ANTIMICROBIANOS
clinicos AMP SAM CFz CIP CLI ERY GEN NIT OXA PEN RIF TET SXT VAN

60/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r r r r S
61/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r S r r S
62/ 02 RJ-C r r r S S r r S r r S S S S
63/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r S r r S
64/ 02 RJ-C r r r S S r r S r r S S S S
65/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r r r r S
66/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r | r r S
67/ 02 RJ-C r S S S S S S S S r S S S S
68/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r S r r S
69/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r S r r S
70/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r I r r S
71/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r r r r S
72/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r I r r S
73/ 02 RJ-C r r r r r r r S r r | r r S
74/ 02 RJ-C r r r r r r S S r r r S S S

AMP-ampicilina, SAM-ampicilina/sulbactan, CFZ-cefazolina, CIP-ciprofloxacina, CLI-clindamicina,
ERY-eritromicina, GEN-gentamicina, NIT-nitrofurantoina, OXA-oxacilina, PEN-penicilina-G, RIF-
rifampicina, TET-tetraciclina, SXT- trimetoprim/ sulfa, VAN-vancomicina.

S - suscetivel, r - resistente, | - intermediariamente resistente
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TABELA 5 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina exibindo o total de isolados resistentes

Antimicrobianos MRSA
Total 74 (100%)

Ampicilina 74 (100%)

Ampicilina/ sulbactam 71 (95,95%)
Cefazolina 71 (95,95%)
Ciprofloxacina 63 (85,13%)
Clindamicina 62 (83,78%)
Eritromicina 68 (91,89%)
Gentamicina 65 (87,84%)
Nitrofurantoina 0 (0,00%)

Oxacilina 71 (95,95%)
Penicilina G 74 (100%)

Rifampicina 43 (58,11%)
Tetraciclina 62 (83,78%)
Trimetoprim 62 (83,78%)

Vancomicina

0 (0,00%)

MRSA — S. aureus resistentes a meticilina
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TABELA 6 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos dos 10 isolados de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina multi-suscetiveis aos antimicrobianos
nao [-lactamicos

Isolados ANTIMICROBIANOS
clinicos AMP SAM CFZ CIP CLI ERY GEN NIT OXA PEN RIF TET SXT VAN

21/03 RJ-A r S S S S s S S S r S S S
23/03 RJ-A r S S S S S S S r S S S
24/03 RJ-A r r r S S S r S r r S S S S
39/02 RJ-B r r r S S r S S r r S S S S
51/03 RJ-B r r r S S r S S r r S S S S
55/03 RJ-B r r r S S S S S r r S S S S
57/03 RJ-B r r r S S S S S r r S S S S
62/02 RJ-C r r r S S r r S r r S S S S
64/02 RJ-C r r r S S r r S r r S S S S
67/02 RJ-C r S S S s s S S s r S s S S

AMP - ampicilina; SAM — ampicilina/sulbactam; CFZf — cefazolina; CIP — ciprofloxacina;

CLI - clindamicina; ERY — eritromicina; GEN — gentamicina; NIT — nitrofurantoina; OXA — oxacilina;
PEN- penicilina G; RIF- rifampicina; TET — tetraciclina; SXT — trimetoprim; VAN - vancomicina

r —resistente; S — suscetivel;
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TABELA 7 - Resultados dos testes Met25 e pesquisa dos genes mecA e qacA/B em
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Isolados  Met25 mecA gacA/B Isolados Met25 mecA qgacA/B | Isolados Met25 mecA qacA/B
clinicos clinicos clinicos

01/ 02 RJ-A C P P 34/ 02 RJ-B C P N 60/ 02 RJ-C C P P
02/ 02 RJ-A C P P 35/ 02 RJ-B C P N 61/ 02 RJ-C C P P
03/02RJ-A C P P 36/02RJ-B C P N 62/02RJ-C C P P
04/ 02 RJ-A C P P 37/ 02 RJ-B C P N 63/ 02 RJ-C C P P
05/ 02 RJ-A C P P 38/ 02 RJ-B C P P 64/ 02 RJ-C C P P
06/ 02 RJ-A C P P 39/02 RJ-B I P P 65/ 02 RJ-C C P P
07/ 02 RJ-A C P P 40/ 02 RJ-B C P P 66/ 02 RJ-C C P P
08/ 02 RJ-A C P P 41/ 02 RJ-B C P P 67/ 02 RJ-C | P P
09/02RJ-A C P P 42/02RJ-B C P N 68/02RJ-C C P P
10/ 02 RJ-A C P P 43/ 02 RJ-B C P P 69/ 02 RJ-C C P P
11/ 02 RJ-A C P P 44/ 02 RJ-B C P P 70/ 02 RJ-C C P P
12/ 03 RJ-A C P P 45/ 02 RJ-B C P P 71/ 02 RJ-C C P P
13/ 03 RJ-A C P P 46/ 02 RJ-B C P P 72/ 02 RJ-C C P P
14/ 03 RJ-A C P P 47/ 02 RJ-B C P P 73/ 02 RJ-C C P P
15/ 03 RJ-A C P P 48/ 02 RJ-B C P P 74/ 02 RJ-C C P P
16/ 03 RJ-A C P P 49/ 02 RJ-B C P P

17/ 03 RJ-A C P P 50/ 03 RJ-B C P N

18/ 02 RJ-A N P P 51/ 03 RJ-B I P N

19/03RJ-A SC P P 52/ 03 RJ-B C P N

20/ 03 RJ-A C P P 53/ 03 RJ-B C P N

21/ 03 RJ-A N P P 54/ 03 RJ-B C P N

22/ 03 RJ-A C P P 55/ 03 RJ-B I P N

23/ 03 RJ-A N P P 56/ 03 RJ-B C P N

24/ 03 RJ-A N P P 57/ 03 RJ-B I P N

25/ 03 RJ-A C P P 58/ 03 RJ-B C P N

26/ 03 RJ-A C P P 59/ 03 RJ-B C P N

27/ 03 RJ-A C P P

28/03RJ-A SC P P

29/03RJ-A C P P

30/ 03 RJ-A C P P

31/ 03 RJ-A C P P

32/ 03 RJ-A C P P

33/03RJ-A C P P

Met25 — agar contendo 25 pg/ mL de meticilina; mecA — pesquisa do gene mecA, gqacA/B — pesquisa
do gene gacA/B; C — crescimento confluente; SC — crescimento semi-confluente; | — crescimento de
colbnicas isoladas; P — positivo; N — negativo.

42



100% -'I. -'I. o -'I.
90% - = |- =

80% -
70% -
60%
50%
40% -

30% -

Percentagem de resisténcia

20% -
10% -

0% — — T - — - T T — - — — T \
AMP SAM CFZ CIP CLI ERY GEN NIT OXA PEN RIF TET SXT VAN

Antimicrobianos

O Hospital RJ-A O Hospital RJ-B @ Hospital RJ-C

FIGURA 8 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina dos trés hospitais do Rio de Janeiro.

AMP-ampicilina, SAM-ampicilina/sulbactan, CFZ-cefazolina, CIP-ciprofloxacina, CLI-
clindamicina, ERY-eritromicina, GEN-gentamicina, NIT-nitrofurantoina, OXA-
oxacilina, PEN-penicilina-G, RIF-rifampicina, TET-tetraciclina, SXT- trimetoprim/
sulfa, VAN-vancomicina.
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FIGURA 9 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos dos 10 isolados de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e multi-suscetiveis dos trés hospitais
do Rio de Janeiro.

AMP-ampicilina, SAM-ampicilina/sulbactan, CFZ-cefazolina, CIP-ciprofloxacina, CLI-
clindamicina, ERY-eritromicina, GEN-gentamicina, NIT-nitrofurantoina, OXA-
oxacilina, PEN-penicilina-G, RIF-rifampicina, TET-tetraciclina, SXT- trimetoprim/
sulfa, VAN-vancomicina.
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FIGURA 10 — Produto da amplificacdo do gene mecA obtida através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR).

PM (pb) — peso molecular (pares de base); pistas 1 a 16: MRSA mecA positivo. Pista
1 — MRSA 05/02 RJ-A, pista 2 — MRSA 11/02 RJ-A, pista 3- MRSA 18/03 RJ-A, pista
4 — MRSA 21/03 RJ-A, pista 5 — MRSA 23/03 RJ-A, pista 6 — MRSA 33/03 RJ-A,
pista 7 — 34/03 RJ-B, pista 8 — MRSA 38 RJ-B, pista 9 — 39/02 RJ-B, pista 10 —
MRSA 58/03 RJ-B, pista 11 — MRSA 61/02 RJ-C, pista 12 — MRSA 47/02 RJ-B, pista
13 — MRSA 56/02 RJ-B, pista 14 — MRSA 60/02 RJ-C, pista 15 — MRSA 62/02 RJ-C,
pista 16 — MRSA 65/02 RJ-C, pista 17 — S. aureus ATCC 33591 controle positivo,
pista 18 — S. aureus ATCC 25923 controle negativo, pista 19 — PM (pb) peso
molecular (pares de base).
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FIGURA 11 - Produto da amplificacdo do gene gacA/B obtida através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR).

PM (pb) — peso molecular (pares de base); pistas 1 a 6 e pistas 8 a 18: gacA/B
positivo; pista 7: qacA/B negativo. Pista 1 — MRSA 05/02 RJ-A, pista 2 — MRSA
11/02 RJ-A, pista 3- MRSA 18/03 RJ-A, pista 4 — MRSA 21/03 RJ-A, pista 5 — MRSA
23/03 RJ-A, pista 6 — MRSA 33/03 RJ-A, pista 7 — 34/03 RJ-B, pista 8 — MRSA 38
RJ-B, pista 9 — 39/02 RJ-B, pista 10 — MRSA 58/03 RJ-B, pista 11 — MRSA 61/02
RJ-C, pista 12 — MRSA 47/02 RJ-B, pista 13 — MRSA 56/02 RJ-B, pista 14 — MRSA
60/02 RJ-C, pista 15 — MRSA 62/02 RJ-C, pista 16 — MRSA 65/02 RJ-C, pista 17 —
MRSA 67/02 RJ-C, pista 18 — MRSA 73/02 RJ-C, pista 19 — H,O controle negativo.
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FIGURA 12 - Dendrograma dos 74 isolados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina
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FIGURA 12 - Dendrograma dos 74 isolados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (continuagéo)
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meticilina multi-suscetiveis aos antimicrobianos ndo B-lactamicos
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FIGURA 14 — Perfil de fragmentacdo do DNA dos representantes de cada clone de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina obtido através de eletroforese de
campos elétricos alternados, apds a digestdo com a enzima Smal.

PM (Kb) — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs);
pista 1 — MRSA 02/02 RJ-A; pista 2 — MRSA 61/02 RJ-C; pista 3 — MRSA 04/02 RJ-
A; pista 4 — MRSA 59/03 RJ-B; pista 5 — MRSA 60/02 RJ-C; pista 6 — MRSA 62/02
RJ-C; pista 7 — MRSA 53/03 RJ-B; pista 8 — MRSA 74/02 RJ-C; pista 9 — MRSA
51/03 RJ-B; pista 10 — MRSA 57/03 RJ-B; pista 11 — MRSA 14/03 RJ-A, pista 12 —
MRSA 18/02 RJ-A.
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FIGURA 15 — Perfil de fragmentacdo do DNA dos representantes de cada clone de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina obtido através de eletroforese de

campos elétricos alternados, apds a digestdo com a enzima Smal.
PM (Kb) — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs);

pista 1 — MRSA 38/02 RJ-B; pista 2 — MRSA 30/03 RJ-A; pista 3 — MRSA 39/02 RJ-
B; pista 4 — MRSA 40/02 RJ-B; pista 5 — MRSA 17/03 RJ-A; pista 6 — MRSA 70/02
RJ-C; pista 7 — MRSA 19/03 RJ-A; pista 8 — MRSA 50/03 RJ-B; pista 9 — MRSA

13/03 RJ-A; pista 10 — MRSA 58/03 RJ-B.
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6. DISCUSSAO

Resisténcia € uma resposta natural a pressao antimicrobiana na qual ocorre a
ineficacia da quimioterapia. A introducdo de um grande numero de agentes
antimicrobianos na pratica clinica gerou cepas de microrganismos que sobrevivem e
se multiplicam in vivo na presenca de altas concentracées de drogas. O S. aureus
possui uma extensa variabilidade gendmica e adquire facilmente as ferramentas
para resistir aos antimicrobianos, e este € o caso do MRSA que se constitui em um
dos principais patégenos de origem hospitalar causador de alta morbidade e
mortalidade (MALLORQUI-FERNANDEZ et al., 2004).

Uma das estratégias de controle de infec¢des para prevenir a disseminacao
de MRSA nos hospitais consiste na identificacdo rapida e confidvel desse
microrganismo, seja causando infeccbes em pacientes ou colonizando pacientes e/
ou a equipe de saude.

A deteccdo do gene mecA através de técnicas moleculares como a PCR séo
consideradas como padrdao ouro na caracterizacdo de MRSA. Porém, poucos
laboratérios tém capacidade técnica e/ ou econbmica para realizar esses testes, e
assim meétodos tradicionais de suscetibilidade antimicrobiana tais como difusdo em
agar usando discos impregnados com antimicrobianos, ou diluicdo em meio liquido
ou métodos automatizados sdo empregados na deteccéo fenotipica de MRSA.

A expressdo de resisténcia heterogénea a meticilina é uma limitacéo inerente
dos métodos de detecgdo fenotipica de MRSA (MONSEN et al., 2003). Para tentar
aumentar a especificidade e a sensibilidade dos métodos fenotipicos tém sido
utilizados meios de cultura especiais, diferentes in6culos e temperaturas de
incubacéo alteradas (NCCLS, 2000; BROWN, 2001).

Em funcdo disso, alguns métodos tém sido propostos, tais como o uso de
discos contendo 30 g de cefoxitina sobre agar Muller-Hinton com inéculos de 10°
UFC/mL (FELTEN et al., 2002), agar suplementado com desferrioxamina (MONSEN
et al.,, 2003), método cromogénico em placa (MERLINO et al., 2000), teste de
aglutinacdo com latex (FELTEN et al., 2002) e o de &gar contendo 25 pug
meticilina/mL (RESENDE & FIGUEIREDO, 1997), entre outros.

Para este estudo, dentre os métodos fenotipicos comumente utilizados para a
caracterizacdo de MRSA foi escolhido o sistema automatizado Vitek, que é bastante

utilizado em varios laboratérios clinicos, para determinar a suscetibilidade de S.

52



aureus resistentes a meticilina/ oxacilina. Os resultados obtidos neste trabalho,
através do sistema Vitek usando o cartdo GPS 105, indicaram que 95,95% dos
isolados de MRSA analisados eram MRSA e 4,05% (21/03 RJ-A, 23/03 RJ-A, 67/02
RJ-C) foram detectados erradamente como suscetiveis (MSSA), apresentando CIM
de 0,5 vg/ mL para a oxacilina.

O fendtipo de heterogeneidade e as mudancas freqlentes do “software” e
diferentes cartdes disponiveis para o sistema automatizado Vitek tornam dificeis as
comparacoes entre os dados obtidos nos diversos trabalhos cientificos publicados.
Por exemplo, Skulnick et al. (1992) comparando os resultados obtidos através de
microdiluicdo em meio liquido e sonda para o gene mecA com os obtidos através do
Vitek usando cartdo GPS-AS, relataram o resultado de falso negativo em 14,2% dos
isolados na detec¢cdo de MRSA. Em contrapartida, mesmo utilizando o cartdo GPS-
SA, Knapp et al. (1994) examinando 67 isolados de MRSA encontraram
concordancia com os resultados de mecA. Frebourg et al. (1998) avaliaram que o
sistema Vitek empregando o cartdo GPS 503 foi aceitavel, apesar de ter falhado em
detectar 3 (4,7%) dos 67 S. aureus mecA positivos, 0s quais foram determinados
como falso suscetiveis. Yamazumi et al. (2001) utilizando o cartdo GPS 106
verificaram que 2% dos isolados mecA positivos foram caracterizados de forma
errada como suscetiveis a oxacilina, mesmo assim 0s pesquisadores avaliaram e
consideraram esse resultado confiavel para a deteccdo de MRSA.

Os resultados do sistema Vitek obtidos com os isolados deste estudo
apresentaram falhas na caracterizacdo de MRSA, multi-resistentes ou multi-
suscetiveis aos antimicrobianos, com taxas parecidas com as encontradas por
Frebourg et al. (1998) e Yamazumi et al. (2001). Apesar dessa falha os resultados
foram considerados confiaveis, porém enfatiza-se a necessidade urgente da
melhoria na deteccdo de MRSA através do Vitek, jA que mesmo apds 4-5 anos em
relacdo aos trabalhos realizados por aqueles pesquisadores, aliado as atualizagbes
dos cartdes e dos “softwares” desse sistema automatizado ainda continuam a
ocorrer problemas na detec¢cdo de MRSA.

Nesta tese observou-se também que dos 74 isolados, 10 (13,51%)
correspondiam a um tipo novo de MRSA, os quais sdo multi-suscetiveis aos
antibioticos ndo B-lactamicos. Sete (9,45%) dos 74 isolados eram suscetiveis a
gentamicina e por essa razdo denominados de MRSA-GS, e entre eles
encontravam-se os trés isolados (4,05%) que foram determinados pelo Vitek como
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MSSA - 21/03 RJ-A, 23/03 RJ-A, 67/02 RJ-C — 0s quais apresentaram-se resistentes
somente a ampicilina e a penicilina G.

O fenotipo de MRSA-GS é observado na Franca desde 1992 representando
3% das cepas de MRSA, e em 1998 ja atingia a taxa de 58%. Essas cepas
apresentavam outra caracteristica inesperada, que é o da resisténcia heterogénea a
oxacilina (BLANC et al., 2001), ja que até 1990 nos paises do oeste Europeu
predominavam os MRSA multi-resistentes aos antimicrobianos apresentando
resisténcia homogénea a oxacilina (LAURENT et al., 2001).

Um outro método fenotipico usado foi o da triagem em agar meticilina
contendo 25 pg/ mL de meticilina (Met 25), descrito por Resende & Figueiredo
(1997). Através desse método de triagem os autores afirmam que somente os MRSA
de qualguer das 4 classes podem ser determinados, jA que nem o S. aureus
borderline nem o suscetivel sdo capazes de crescer no 4gar contendo Met 25.

Neste trabalho os 74 isolados foram submetidos ao método de triagem em
Met 25. Dentre os 3 MRSA caracterizados pelo Vitek como MSSA apenas 1 (1,35% -
amostra 67/02 RJ-C) cresceu nesse meio com alta concentracdo de meticilina e os
outros dois ndo foram capazes de crescer. Uma outra amostra bacteriana (24/03 RJ-
A) multi-suscetivel aos antibidticos ndo B-lactamicos, suscetivel a gentamicina e
resistente a oxacilina e por isso reconhecido como MRSA pelo Vitek ndo foi capaz
de crescer no 4gar Met 25. Entretanto a amostra, 18/02 RJ-A, com perfil de multi-
resisténcia aos antibioticos, inclusive a oxacilina também ndo exibiu crescimento
sobre o agar Met 25. Contrariamente o estudo realizado por Resende & Figueiredo
(1997) que através do teste utilizando agar Met 25 conseguiu detectar todas as
classes heterogéneas de MRSA, nossos resultados indicam que nado foi possivel
demonstrar isso para as amostras aqui estudadas, o que denota que a detecgéo de
MRSA com resisténcia heterogénea continua a ser um desafio para a sua
caracterizacdo nos laboratorios clinicos (FREBOURG et al., 1998), principalmente
quando se trata de MRSA-GS.

A deteccdo do MRSA é complicada ndo somente em isolados suscetiveis a
gentamicina mas também pelo fato da expressédo da resisténcia a meticilina ser
variavel e, normalmente, heterogénea. Essa heterogeneidade € uma limitacdo
inerente para a acuracia dos resultados do teste de suscetibilidade, ja que a maioria

das células nas cepas heterogéneas sdo suscetiveis a baixas concentracbes de
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antibiéticos p-lactamicos (1 a 5 pg/ mL de meticilina) com uma pequena propor¢ao
de células que crescem em concentracdes de 50 pug/ mL ou mais (TOMASZ,
NASCHMAN & LEAF, 1991; CHAMBERS, 1997).

Muitos artigos cientificos tém sido publicados abordando sobre as
consequéncias dos problemas relativos aos testes de suscetibilidade e sobre as
varias recomendacfes, algumas conflitantes, sobre os métodos rotineiros mais
confiaveis (BROWN, 2001), com o intuito de desenvolver uma técnica de deteccéo
rapida e acurada de resisténcia a meticilina em estafilococos. A acuracia na
deteccdo desses microrganismos € importante ndo somente para proporcionar a
escolha apropriada da terapia antimicrobiana como também para o controle
endémico de MRSA (SKQV et al., 2003).

A fim de dirimir davidas quanto aos resultados conflitantes da resisténcia a
meticilina/ oxacilina pelos dois métodos fenotipicos escolhidos, os 74 isolados foram
submetidos & técnica da PCR com oligonucleotideos especificos para mecA
(MEHROTRA, WANG & JOHNSON, 2000) e verificou-se que esse gene foi
amplificado em 100% dos isolados confirmando serem todos MRSA.

A tipificagdo molecular tem como objetivo definir se um determinado grupo de
cepas de uma mesma espécie tem uma origem clonal, isto €, vém de um precursor
comum. Para os MRSA essa informacdo € necessdaria por varias razées, como
investigar se em um surto 0 microrganismo causador pertence a um anico clone, ou
fornecer dados sobre a populagdo de MRSA ap6s a implementac¢do das medidas de
controle ou apds a troca de antibidticos, ou ainda para deduzir sobre a evolucéao e
disseminacéao global das cepas de MRSA.

O aumento da incidéncia de MRSA durante as ultimas décadas tem sido
acompanhado pelo aparecimento de clones desses microrganismos 0s quais
tornaram-se endémicos em muitos paises. Algumas cepas de MRSA tém sido
designadas como cepas epidémicas ja que estdo associadas a alta prevaléncia e
disseminacéo intra e inter-hospitalar, e até mesmo entre paises.

Neste estudo foi utilizada a técnica de PFGE, a qual foi introduzida em 1984 e
€ atualmente ainda considerada como padrédo ouro para tipificar as cepas de MRSA
(SALMENLINNA, 2002). Utilizando os critérios de interpretacdo dos perfis de
restricdo produzidos pelo PFGE de acordo com Tenover et al. (1995) verificou-se
gue dentre os 74 isolados, 42 (56,76%) estavam representados dentro de um perfil
clonal (A, Al, A2 e A3) de MRSA que estava mais presente. Foi observado que esse
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perfil de PFGE corresponde ao clone epidémico brasileiro detectado em amostras de
MRSA isoladas de hospitais entre 1993 e 1994 (TEIXEIRA et al., 1995)

Teixeira et al. (1995) estudaram 85 isolados de MRSA provenientes das
regides Norte, Sudeste e Sul do Brasil e verificaram que 66% dos isolados que
estavam presentes nessas regibes se tratavam do mesmo clone, e que foi
denominado clone epidémico brasileiro. Para uma melhor avaliagdo da incidéncia de
MRSA em relacéo a este trabalho, verificou-se que ao se re-dimensionar o objeto de
estudo de Teixeira et al. (1995) para os MRSA isolados nos hospitais do Rio de
Janeiro, observou-se que dos 48 isolados, 23 pertenciam ao clone epidémico o que
representa 47,92%, valor semelhante ao encontrado nesta tese (56,76%).

E surpreendente e preocupante que apds 10 anos o mesmo clone persista
nos hospitais da cidade do Rio de Janeiro e, esse fato conduz a algumas
ponderagcbes. A primeira delas se refere a razdo pela qual o clone epidémico
continua a sobrepujar aos outros clones j4 que € inegavel que houve um avanco
técnico-cientifico tais como o desenvolvimento de novos medicamentos e de
técnicas cirdrgicas menos invasivas, aliado ainda a implementacdo do controle de
infeccbes hospitalares com o objetivo de minimizar os problemas relativos aos
microrganismos patogénicos, muitas vezes multi-resistentes aos antimicrobianos.

A segunda ponderacdo incide sobre os fatores de viruléncia do clone
brasileiro que poderiam estar contando com mecanismos mais eficientes
possibilitando que ndo somente sobrevivam como também se multipliguem, mesmo
em condi¢cOes adversas.

A terceira, e ultima ponderacao, diz respeito ao local em que se encontra
albergado ja que os pacientes portadores desses microrganismos, em condi¢cdes
normais ndo permanecem hospitalizados por um periodo de 10 anos e portanto ndo
seriam os disseminadores diretos desse clone. Esse raciocinio nos leva a conjeturar
gue o clone A e seus sub-tipos estejam colonizando os profissionais de saude que
atendem aos pacientes, e que muitas vezes trabalham em mais do que um hospital,
e que como portadores poderiam ser uma das causas da disseminacdo de tais
microrganismos. Além de colonizar os profissionais de saude, essa cepa pode
também estar no ambiente hospitalar, em superficies fixas como camas, bancadas,
mesas de refeicdo, paredes e chdo, entre outros. Sendo assim, as medidas de
higiene como a limpeza, a descontaminacdo e a desinfec¢cdo, devem também ser

observadas de forma mais critica.
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Em relagdo aos 10 MRSA multi-suscetiveis aos antibiéticos, dentre os 74
isolados, detectados neste estudo verificou-se que esses pertenciam a 6 diferentes
clones (clone A, sub-tipos A2, e Al0; clones E, F, G, J e K), indicando uma
diversidade genética nesses isolados de Novos MRSA, contrastando com estudos
realizados na Franga, que demonstraram a transmisséo de um clone epidémico do
novo MRSA (BLANC et al.,, 2001). Esses MRSA mais suscetiveis aos antibioticos
tém sido relatados e sdo comuns em hospitais da Franca, onde desde 1992, foi
observado o surgimento de um novo fendtipo de MRSA, caracterizado pela
expressdo heterogénea de resisténcia a meticilina e suscetibilidade a vérios
antibiéticos como gentamicina, tetraciclina, rifampicina, lincomicina (BLANC et al.,
2001; LAURENT et al., 2001).

Laurent et al. (2001) utilizaram 38 cepas de MRSA-GS oriundas de diversos
hospitais da Franca isoladas entre 1996 e 1998, que foram agrupadas de acordo
com o perfil de fragmentacdo de DNA através de PFGE e do perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos. Os pesquisadores verificaram dois perfis de PFGE principais —
o grupo Al onde se encontrava a maioria (90%) dos isolados resistentes a
eritromicina e o grupo B com a maior incidéncia (86%) de isolados suscetiveis a
eritromicina. Os autores sugeriram que existiria uma ligacdo entre o padréo genético
e o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos.

Diferentemente do resultado encontrado por Laurent et al. (2001) né&o foi
possivel fazer qualquer correlagédo entre os perfis de PFGE e o de suscetibilidade a
eritromicina dos isolados de MRSA-GS aqui estudados. Esses microrganismos
apresentaram grande varialibidade genética sendo que 6 MRSA-GS estavam
distribuidos entre 3 clones distintos: G, J e K. Verificou-se que cada clone
apresentou perfis de suscetibilidade diferentes a eritromicina — no clone G os
isolados 23/03 RJ-A e 57/ 03 RJ-B eram suscetiveis, no clone J os isolados 62/ 02
RJ-C e 64/ 02 RJ-C apresentaram-se resistentes, e o clone K agrupou 1 isolado
suscetivel (55/ 03 RJ-B) e o outro resistente (51/ 03 RJ-B) a eritromicina.

Quanto aos 3 isolados que foram caracterizados erradamente como MSSA
pelo Vitek, a amostra bacteriana 67/02 RJ-C foi isolada em fevereiro/ 2002 no
Hospital RJ-C e 18 meses apés, em agosto/ 2003, os outros dois (21/03 RJ-A, 23/03
RJ-A) no Hospital RJ-A. Esses MRSA apresentavam em comum o mesmo perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos, sendo suscetiveis a eritromicina e resistentes

somente a ampicilina e a penicilina G. Porém, pertenciam a 3 perfis distintos de
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fragmentacdo de DNA pelo PFGE, o que indica que ndo sdo do mesmo clone e
portanto ndo parece ter ocorrido a disseminacdo entre os hospitais RJ-A e RJ-C,
contrariamente do que foi observado nos hospitais franceses por Blanc et al. (2001).

Blanc et al. (2001) estudaram 75 MRSA, entre os resistentes a gentamicina
(MRSA-GR) e os MRSA-GS, isolados em 1990, 1995, 1996, 1997 e 1998 e
selecionados aleatoriamente no Centro de Referéncia Nacional para Toxemia
Estafilococica de Lion, de hospitais ndo Universitarios e do Hospital de Perpignan.
Nesse estudo foi realizada a analise genética da populacdo de MRSA através do
polimorfismo de amplificacdo randémica de primers (RAPD) utilizando multiplos
oligonucleotideos. Os pesquisadores verificaram que a maioria dos MRSA franceses
pertenciam ao mesmo grupo filogenético que compreendiam tanto os MRSA-GR
quanto os MRSA-GS. Segundo Blanc et al. (2001) o fato das cepas de MRSA-GS
serem proximamente relacionadas sugere que sua emergéncia na Franga foi devido
a disseminacdo de um clone especifico. Além disso, os autores afirmam que o fato
desse clone de MRSA-GS pertencer ao mesmo grupo filogenético originalmente
compreendido somente pelas cepas de MRSA-GR sustenta fortemente a hipétese
de que o MRSA-GS tenha se originado de cepas resistentes a gentamicina.

Pesquisadores como Aubry-Damon et al. (1997) e Galdbart et al. (2000)
especularam que a mudanca no uso de antimicrobianos nos hospitais franceses,
diminuindo o uso de aminoglicosideos, poderia ter sido responséavel pela emergéncia
e disseminacao dessas cepas de MRSA-GS, porém existem algumas evidéncias de
que a mudancga no uso de gentamicina ndo tenha sido o Unico fator interferente para
0 surgimento de MRSA-GS, tais como: a diminuicdo do uso de gentamicina nao foi
relatada em todos o0s hospitais; somente a mudanca na utlizacdo de
aminoglicosidos ndo poderia explicar o aumento na suscetibilidade a outros
antimicrobianos e o0 reaparecimento da resisténcia heterogénea a meticilina/
oxacilina observado no fenétipo desses Novos MRSA; a diminuicdo do uso de
aminoglicosideos teria favorecido também o aparecimento de outras cepas de
MRSA-GS ao invés de somente um ou dois determinados clones.

A transmissdo de alguns importantes patdégenos nosocomiais, incluindo
MRSA (RUTALA et al., 2000) tem sido relacionada a contaminacdo ambiental nos
hospitais e instituicbes de saude. A utilizacdo de desinfetantes e anti-sépticos €
parte essencial das praticas de controle das infeccBes e auxilia na prevencao das
infecgdes nosocomiais (MCDONNELL & RUSSELL, 1999).
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Desinfetantes e anti-sépticos a base de compostos quaternarios de amoénio
(QACs), como por exemplo o cloreto de benzalcénio, cloreto de cetilpiridina,
cetrimida séo freqientemente utilizados em hospitais e instituicdes de saude com o
objetivo de prevenir a disseminacédo dos patdégenos. Tem sido sugerido que o amplo
uso dos QACs pode impor uma pressao seletiva e contribuir para a emergéncia de
microrganismos resistentes aos desinfetantes/ anti-sépticos nesses ambientes
(SIDHU et al., 2002), através dos genes gac.

No presente estudo foram examinadas a distribuicdo do gene gacA/B nos 74
isolados de MRSA dos 3 hospitais localizados na cidade do Rio de Janeiro isolados
entre 2002 e 2003. A frequéncia do gene gacA/B foi de 79,73%, que é muito maior
do que a encontrada por Noguchi et al. (1999) e um pouco mais elevada do que a
encontrada por Mayer et al. (2001). Neste trabalho observou-se que a mais baixa
frequéncia de gacA/B foi no Hospital RJ-B (42,3%) e nos outros dois hospitais esse
gene foi detectado em 100% dos isolados. Noguchi et al. (1999) encontraram que
10% dos MRSA isolados no Japdo no ano de 1992 apresentavam o gene gacA/B.
Mayer et al. (2001) analisaram os MRSA isolados entre 1997 e 1999 de 24
diferentes estudos do European Sentry e encontraram uma frequénica de 63% de
gacA/B.

Portanto o gene qacA/B, que confere resisténcia ao desinfetante/ anti-séptico,
estd amplamente disseminado nos 3 hospitais estudados e este € um dado
importante e relevante considerando que € a primeira vez que a presenca do gene
gacA/B esta sendo relatada nos MRSA isolados no Brasil.

Sessenta e quatro MRSA incluidos neste estudo sao resistentes aos
diferentes antimicrobianos, e 10 MRSA sdo multi-suscetiveis aos antimicrobianos
nao (-lactdmicos, sendo que 7 entre os 10 sdo amostras de MRSA-GS. O gene
gacA/B foi detectado indistintamente entre esses isolados e ndo esta relacionado a
um determinado perfil clonal além de parecer que nao estad também relacionado ao
perfil de resisténcia aos antibioticos.

Estudos tém indicado que os genes de resisténcia gac (gacA/B e smr/ gacC)
sdo geralmente plasmidiais e estdo associados a transposons contendo 0s genes
que codificam resisténcia a gentamicina, trimetoprim, penicilina, kanamicina e
tobramicina (SIDHU et al., 2002). A introducdo de um grande numero de agentes
quimioterapicos na pratica clinica resultou no desenvolvimento e disseminacédo de

uma variedade de determinantes de resisténcia aos antibiéticos entre as populacées
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bacterianas, e nos ultimos tempos tem ocorrido também uma crescente preocupacao
no que diz respeito a emergéncia da co-resisténcia e da resisténcia cruzada entre 0s
antibioticos e os desinfetantes que sdo largamente utilizados nos hospitais.

A co-resisténcia entre 0s compostos quaternarios de amobnio e o0s
antimicrobianos (antibiéticos) é de grande interesse, pois 0s produtos a base de
guaternarios de aménio sdo amplamente utilizados em estabelecimentos de salude e
de preparo de alimentos. A utilizagcdo dos compostos quaternarios de aménio em
hospitais pode facilitar a introducédo e a disseminacdo de genes de resisténcia aos
antibiéticos assim como a disseminagdo de resisténcia aos antibidticos pode
introduzir os genes de resisténcia aos quaternarios de amoénio (CHAPMAN, 2003).

A resisténcia aos desinfetantes € um tema controverso ja que sdo usados em
concentracfes muito mais altas do que o valor da CIM de forma a atingir uma rapida
velocidade de morte, o que impossibilita a bactéria em superar os danos de um
ataque violento do desinfetante ou mesmo em desenvolver a resisténcia. No
entanto, é provavel que ocorram situacfes nas quais 0S microrganismos sejam
expostos a concentracdes mais baixas do desinfetante do que a dose letal, o que
pode acarretar no desenvolvimento da suscetibilidade reduzida, seja através da
adaptacao fenotipica ou de alteragcfes genéticas (Chapman, 2003).

A resisténcia aos quaternarios de aménio é frequentemente relatada em
termos de valores de CIM (Chapman, 2003). O valor da CIM dos representantes de
cada um dos principais grupos (A, A3 e MRSA multi-suscetiveis) variou de 0,7 a 1,0
ppm, independentemente da presenca do gene gacA/B. Somente 0 S. aureus ATCC
6538, utilizado como referéncia no ensaio da suscetibilidade ao desinfetante e que
nao contém o gene mecA, apresentou o valor de 0,5 ppm para a CIM. O valor da
CIM para os MRSA nédo parece estar relacionado com o perfil de fragmentacao de
DNA pelo PFGE ou com o perfil de suscetibilidade aos antibiéticos ou mesmo com a
presenca direta do gene gqacA/B.

O gene gacA/B sozinho néo parece influenciar a variagéo nos valores da CIM
entre os MRSA, ja que os isolados contendo ou ndo o gacA/B nao exibiram
variagfes concretas da CIM. Porém, esse determinante aumentou os valores da CIM
em MRSA quando comparados com o S. aureus ATCC 6538 que ndo apresenta
esse gene.

Os mesmos representantes de MRSA foram avaliados quanto a sua

suscetibilidade ao desinfetante através do método oficialmente adotado em nosso
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Pais. Tanto na concentracdo recomendada pelo fabricante a qual corresponde a
2000 vezes o valor da CIM quanto na concentracdo 20% abaixo correspondente a
1600 vezes maior do que a CIM e verificamos que esses isolados foram destruidos
pelo produto. Apesar dos representantes dos principais clones de MRSA deste
estudo terem apresentado CIM 2000 vezes menor do que a diluicAo recomendada
para a desinfeccdo com aquele produto, a alta prevaléncia do gene gacA/B pode ser
o resultado da pressdo seletiva imposta pela ampla utilizacdo de desinfetantes a
base de quaternarios de amoénio nos hospitais.

Na pratica clinica, uma das medidas de higiene preconizadas para prevenir a
disseminagdo de microrganismos € a descontaminacdo e desinfeccdo de quartos
potencialmente contaminados, dos utensilios e dos pacientes colonizados.
Consequentemente, é alarmante que 79,73% dos MRSA estudados carreando o
gene de resisténcia aos desinfetantes/ anti-sépticos tenham sido isolados de
amostras clinicas e que o gene gacA/B esteja disseminado entre esses hospitais.

Mesmo que a presenca dos genes de resisténcia aos compostos quaternarios
de aménio néo leve a falha da desinfeccéo, eles certamente aumentam a ocorréncia
dessa probabilidade além da atencdo que deve ser dada quanto ao monitoramento
da eficacia da desinfeccdo ja que existe 0 risco da co-resisténcia entre o0s
quaternarios de amonio e os antibidticos. A presenca do gene de resisténcia aos
desinfetantes/ anti-sépticos em S. aureus é de especial importancia, pois isso pode
significar um grande potencial para a sobrevivéncia desses organismos no ambiente
hospitalar (GILLESPIE, MAY & SKURRAY, 1986).
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7. CONCLUSOES

1. O sistema Vitek, utilizando o cartdo GPS 105, foi capaz de caracterizar as
amostras de MRSA multi-resistentes aos antibioticos.

2. Porém, esse mesmo sistema automatizado utilizando o cartdo GPS 105, ndo
foi capaz de caracterizar as amostras dos Novos MRSA que sao multi-
suscetiveis aos antibioticos, ja que foram caracterizados como MSSA.

3. Especial atencdo deve ser dada com relacdo as cepas de Novos MRSA
(multi-suscetiveis) para que ndo sejam erradamente identificadas como
MSSA, o que reforca a necessidade de aperfeigoar o sistema Vitek e/ ou de
realizar estudos para o desenvolvimento de metodologia rapida e acurada
para a caracterizacdo dos MRSA.

4. Os resultados obtidos com os isolados utilizados neste estudo atraves do
método de triagem com &agar Met 25 contradizem os resultados do trabalho
realizado por Resende & Figueiredo (1987) pois 4 isolados de MRSA, entre
multi-suscetiveis e multi-resistentes, ndo cresceram nesse meio com alta
concentracdo de antibiético.

5. A PCR foi a técnica mais confidvel na caracterizagdo de MRSA, pois
detectou 0 gene mecA em todas as amostras analisadas, inclusive daquelas
que foram identificadas erroneamente como MSSA através dos métodos
fenotipicos.

6. Os Novos MRSA tém perfis de macro-restricdo distintos, pertencendo a 6
diferentes clones, o que indica grande diversidade genética.

7. Pode ter ocorrido a disseminacdo de MRSA entre os Hospitais RJ-A, RJ-B e
RJ-C ja que o clone mais presente (A, e os sub-tipos Al e A2) foi encontrado
nesses hospitais em 2002 e em 2003.

8. Os valores das CIMs variaram entre 0,7 ppm e 1,0 ppm para o0s
representantes dos 2 clones mais presentes e do grupo de MRSA
multisuscetiveis

9. As CIMs néo parecem estar relacionadas com o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos e com o perfil de fragmentacdo de DNA por PFGE.

10.As variacbes nos valores das CIMs ndo parecem estar correlacionadas

somente com a presenca do gene qacA/B entre os MRSA ja que os isolados
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contendo ou ndo esse determinante ndo exibiram variagbes concretas da
CIM.

11.Entretanto o gene gacA/B aumentou os valores da CIM em MRSA quando
comparadas com o S. aureus ATCC 6538 que ndo apresenta esse gene.

12.0s MRSA apresentaram-se suscetiveis ao desinfetante a base de cloreto de
benzalcbnio tanto na concentragdo recomendada pelo fabricante, que
correspondia a 2000 vezes o valor da CMI quanto na concentracdo 20%
abaixo, ou seja 1600 vezes o valor da CMI.

13.A alta prevaléncia do gene gacA/B em isolados de MRSA do Brasil pode ser
devido ao pressao seletiva imposta pela ampla utilizagdo dos produtos a
base de quaternarios de amoénio em hospitais e em estabelecimentos de
preparo de alimentos.

14.0 gene qacA/B esta amplamente disseminado entre os MRSA (79,73%)
analisados, o que é alarmante pois a presenca desse gene de resisténcia
aos desinfetantes e anti-sépticos pode conferir a esses microrganismos um
significante potencial para sobreviver no ambiente hospitalar.

15.A presenca do gene gacA/B ndo parece estar relacionado com um
determinado perfil de suscetibilidade aos antibioticos e tampouco com um

determinado perfil clonal.
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9. ANEXO 1

A fim de homogeneizar o entendimento a respeito de alguns termos utilizados

neste trabalho foram adotadas as defini¢cdes indicadas por Tenover et.al (1995):

>

Isolado: € um termo geral para uma cultura pura de bactérias obtidas
por subcultivo de uma colbnia isolada a partir de um isolamento
primario em placa, sendo presumidamente derivada de um Unico
organismo, do qual além do género e da espécie ndo se dispbe de
outra informagéo relacionada.

Isolados epidemiologicamente relacionados: séo isolados cultivados a
partir de espécimes coletados de pacientes ou de ambientes durante
um determinado tempo ou de uma area bem definida como parte de
uma investigagcdo epidemiolégica que sugere que os isolados possam
ser originados de uma fonte em comum.

Cepa: € um isolado ou um grupo de isolados que podem ser
distinguidos de outros isolados do mesmo género e espécie através
das caracteristicas fenotipicas, ou genotipicas, ou ambas. Uma cepa é
uma subdivisdo representativa de uma determinada espécie.

Clones: ou isolados geneticamente relacionados sdo isolados
indistinguiveis entre si quando analisados por testes genotipicos, como
PFGE e ribotipagem entre outros, ou que por serem tdo similares entre
eles sdo considerados presumidamente serem derivadas de um
mesmo ancestral.

Surto: € 0 aumento da incidéncia de uma doenca infecciosa em um
local especifico durante um determinado periodo de tempo.

Cepa surto: sdo os isolados da mesma espécie que estdo relacionados
epidemiologicamente (como exemplo tempo, local, fonte de infecgéo) e

geneticamente (gendtipos indistinguiveis).
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