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RESUMO:
Staphylococus aureus e Staphylococcus Coagulase negative(CNS) sdo reconhecidos
como causadores de infecgdes hospitalares e comunitarias em todas as regides do
mundo. Noés estudamos a produgao de biofilme em 43 cepas de Staphylococus aureus
meticilina resistente (MRSA) e em 21 isolados de Staphylococus epidermidis meticilina
resistente (MRSE) e a susceptibilidade a antibioticos destas cepas que foram obtidas de
pacientes infectados do Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP), localizado na
cidade de Niteroi no estado do Rio de Janeiro. Foi realizado também a Eletroforese em
campo pulsado (PFGE) de fragmentos de macrorestrigdo de Smal do DNA genomico,
bem como a tipificacdo do cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec).Os
isolados que carreaiam mecA foram usados para estudar a distribui¢cdo do tipo clonal
entre 43 cepas de MRSA colhidas no HUAP de 2003 a 2006. Nossos resultados
demonstraram que a maioria das cepas de MRSA (83.7%) e MRSE (52,4%)
produziram biofilme,e altas taxas de resisténcia de MRSA e¢ MRSE a eritromicina, a
clindamicina e ao ciprofloxacino foram observadas. Dois tipos clonais predominantes
(A e B) foram identificados por PFGE, tendo ambos compreendendo a maioria das
cepas (32,6% cada um). De acordo com a tipificagdo de SCCmec, o SCCmec tipo IV foi
o que prevaleceu (51,2%). Porém, o mais interessante em nosso estudo foi a mudanca
observada no background genético dos MRSA isolados do HUAP, pois o Clone
Epidémico Brasileiro(CEB) que era o clone predominante neste hospital, estd sendo
substituido pelo USA-400, um clone que a principio foi denominado de clone

comunitario Staphylococcus aureus meticilina resistente (CA-MRSA).



ABSTRACT:
Staphylococus aureus and coagulase-negative staphylococci (CNS) are recognized as
causing nosocomial and community-acquired infection in every region of the world. We
study biofilm production in 43 isolates of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and 21 isolates methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis (MRSE) and
the antibiotics susceptibilities of these strains that were obtained from infected patients
at Antonio Pedro University Hospital (HUAP) located in Niteroi city, Rio de Janeiro.
In addition, Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of Smal macrorestriction fragments
of genomic DNA as well as staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) typing
for mecA-carrying isolates were used to study the distribution of clonal types among 43
MRSA recovered in HUAP between 2003 and 2006. Our results demonstrated that the
majority strains of MRSA (83.7%) and MRSE (52,4%) produced biofilm and high
resistance of MRSA and MRSE to erytromicin, clindamicin and ciprofloxacin were
observed. The two major clones types (A and B) were identified by PFGE, with both
them comprising the majority of strains (32,6% each). According to SCCmec typing,
SCCmec type IV were the most prevalent type, showing 51,2% . But the most
interesting in our study is a changed observed in the genetic background of MRSA
isolates from HUAP, because of Brazilian clone, which was the major clone in this
hospital, was replaced by the USA-400, one type of community-acquired methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA).
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INTRODUCAO

Controle das Infec¢des Hospitalares e Vigilancia Sanitaria

Infeccdo Hospitalar ¢ definida como a infeccdo ndo evidenciada na
admissao hospitalar, adquirida durante o periodo de internacdo, podendo,
entretanto, se manifestar apds a alta do paciente. Este tipo de infec¢do pode ser
detectado em até 30 dias apds a cirurgia sem a colocagdo de prétese ou um ano ou
mais apos a colocacao desta (BENNET & BRANCHMAN, 1998).

Embora grande parte das infecgdes hospitalares seja de origem endogena e
de dificil prevencao, o nimero de infec¢des hospitalares que podem ser evitadas ¢é
consideravel. Para tal, normas de controle que atuem na melhoria da qualidade dos
servigos prestados pelos hospitais devem ser implantadas, visando reduzir ao
maximo a incidéncia de infec¢des neste ambiente.

No Brasil, a Lei n°® 9.431 de 06 de janeiro de 1997 (BRASIL, 1997) dispoe
sobre a obrigatoriedade dos hospitais em manterem um Programa de Controle de
Infec¢des Hospitalares (PCIH) e criarem uma Comissdo de Controle de Infeccgdes
Hospitalares (CCIH). Adicionalmente, uma portaria definindo as diretrizes e
normas para a prevencao e controle dessas infecgdes foi publicada em maio de
1998 (BRASIL, 1998). De acordo com esta portaria, as CCIHs devem ser
compostas por membros consultores e executores, sendo estes ultimos
representantes do Servico de Controle de Infecgdo Hospitalar (SCIH) e
responsaveis pela operacionalizacao das agdes de controle programadas.

Atualmente, as diretrizes gerais para o controle das infec¢des em servigos
de saude sdo delineadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
na Geréncia Geral de Tecnologia em Servigos de Saude, através da Unidade de
Controle de Infecgdes em Servigos de Satide (UCISA) (BRASIL, 2004). As agdes
e servigos voltados para a prevencdo e controle das infeccdes hospitalares devem
ser organizados de maneira a obedecerem a principios, diretrizes e normas de
organizagdo, dire¢do e gestdo do Sistema Unico de Satde (SUS), definidos através
da lei n° 8.080 de 19 de setembro de 1990 (BRASIL, 1990). Esta lei conceitua
como Vigilancia Sanitaria o conjunto de agdes capazes de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a satide e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio

ambiente, da produ¢do e da circulagdo de bens e da prestacdo de servigos de



interesse da saude.

Entre as atividades voltadas para o controle de infec¢des, consta a
implantacdo do Sistema Nacional de Informagdo para o Controle de Infec¢cdes em
Servicos de Saude (SINAIS) e formac¢ao de uma rede de Monitoramento da
Resisténcia Microbiana em Servigos de Saude (BRASIL, 1990). O objetivo deste
sistema ¢ auxiliar a identificagao e monitoramento das infec¢des, contribuir para a
priorizacdo das acdes de controle e organizar as diretrizes politicas nas esferas
municipal, estadual e federal. Assim, em junho de 2000, a diretoria colegiada da
ANVISA adotou a resolugdo RDC n° 48 com o intuito de verificar se o controle
das infecc¢des hospitalares estava, de fato, se concretizando.

O monitoramento da resisténcia microbiana, em grande parte do mundo, ¢
feito desde janeiro de 1997, pelo programa Internacional de Vigilancia
Epidemiolégica — SENTRY. Este programa tem analisado dados sobre a
resisténcia de patdgenos bacterianos, tanto de origem hospitalar quanto
comunitaria (PFALER et al., 1998). Existem oitenta centros de monitoramento
vinculados ao SENTRY em todo mundo; entre eles dez se encontram na América
Latina. No Brasil, estes centros estdo localizados em Sado Paulo, Rio de Janeiro,
Floriandpolis, Porto Alegre e Distrito Federal (SADER et al., 2004).

Encontra-se em operagdo, desde 2004, o projeto “Monitoramento e
Prevencao da Resisténcia Microbiana em Servigos de Saude”, resultado de uma
parceria entre a ANVISA, a Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS) e a
Coordenagdo Geral de Laboratorios de Saude Publica (CGLAB) do Ministério da
Satde (ANVISA, 2007). Tem por objetivo controlar e reduzir o surgimento ¢ a
disseminac¢do da resisténcia aos antimicrobianos em servi¢os de saude de nosso
pais. Em agosto de 2006, os hospitais participantes da Rede de Monitoramento da
Resisténcia Microbiana (RM) comecgaram a transmitir dados sobre a ocorréncia de
infeccodes e respectivos agentes causadores (ANVISA, 2007). Atualmente a rede
conta com 114 hospitais em todo o territorio brasileiro, com estudos focados nas
infeccdes primarias da corrente sangiiinea, confirmadas laboratorialmente, em
pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI) (ANVISA, 2007).

Dentre os microrganismos prioritarios nos estudos epidemiologicos e de
disseminagdo do programa da Rede de Monitoramento da Resisténcia Microbiana,
os estafilococos estdo entre os patdgenos que mais apresentam infecgdes

relacionadas a cepas resistentes. Assim, de acordo com os dados iniciais deste



programa relativos ao periodo de julho de 2006 a mar¢o de 2007, foi verificado
que a taxa de sensibilidade ao antibiotico oxacilina dos Staphylococcus aureus
oriundos de infec¢des primarias da corrente sanguinea ocorria em 38% dos casos,
considerando os hospitais que enviaram notificagdo (ANVISA, 2006). Nos Estados
Unidos da América, a ocorréncia de infeccdes por MRSA (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) adquiridas em unidades hospitalares ¢ da ordem de 60%,
de acordo com Grifin (2007) ou 77%, segundo Patel e colaboradores (2008).

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

Muitas bactérias do género Staphylococcus fazem parte da microbiota
anfibiontica da pele e superficies mucosas de humanos, principalmente da
cavidade nasal, axilas, boca, vagina e intestino. Talvez por isto, esses
microrganismos estejam associados a ampla variedade de infec¢des oportunistas,
podendo causar bacteremias, endocardites, ostemielites, peritonites, infecgcdes do
trato urinario, endocardites e septicemia entre outras. Neste género, duas espécies
sdo especialmente descritas como determinantes de infec¢des nosocomiais - S.
aureus e S. epidermidis (LOWY, 1998).

Levantamentos epidemioldgicos recentes sugerem que os S. aureus
representem o principal agente etioldgico das infecgdes nos setores de emergéncia
nos Estados Unidos (VANDECASTELLE et al., 2003; MORAN et al., 2006).
Infeccdes causadas por estas bactérias podem apresentar quadros agudos ou
cronicos (MASSEY et al., 2006). Estas bactérias produzem diversos fatores de
viruléncia, como vérias toxinas, adesinas e componentes de evasdo imunologica
(GILL et al., 2005), podendo também ser equipadas por pequenas ilhas de
patogenicidade denominadas SaPis. Tais ilhas podem carrear superantigenos e
outros genes de viruléncia que sdo responsaveis por algumas moléstias, entre as
quais a sindrome do choque toxico (UBEDA et al., 2007).

Muitos fatores de viruléncia dos estafilococos estdo ligados a parede
celular e sdo geralmente mencionados como fatores de superficie ou somaticos.
Tais fatores sdo importantes, principalmente, na interacdo do microrganismo com
o hospedeiro durante o processo inicial de colonizacdo (adesdo e invasdo), nos
mecanismos de evasdo (fuga) das defesas do hospedeiro e na modulagdo da
resposta imune. Além disso, esses microrganismos podem secretar uma ampla

variedade de proteinas conhecidas como exoproteinas (SALYERS & WHITT,



2002). Como exemplo de um produto de superficie, podemos citar as diversas
proteinas que se ligam as moléculas de adesdao que reconhecem a matriz
extracelular, as quais sdo agrupadas sob a sigla MSCRAMM (do inglés: microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules) (TON-THAT &
SCHNEEWIND, 1999). Uma fungao importante das MSCRAMM ¢ promover a
aderéncia bacteriana as proteinas soluveis presentes no plasma, como fibrinogénio,
fibronectina, colageno e outras. Como muitas proteinas plasmaticas podem se ligar
a superficies de material plastico e outras superficies lisas, a ligagdo da bactéria a
estas proteinas possibilita, por sua vez, sua fixagdo a biomateriais durante a
infeccdo no hospedeiro. Tal propriedade ¢ importante em processos patogénicos
associados a infec¢des de natureza nosocomial, envolvendo, por exemplo, o uso de
cateteres e proteses médicas, podendo levar a processos infecciosos graves, como
bacteremias e infecgdes disseminadas, principalmente no caso de -cateteres
endovenosos (TON-THAT & SCHNEEWIND, 1999).

E conhecido também que as toxinas superantigénicas sio detectadas em
clones de MRSA adquiridos em hospitais (FERRY et al., 2005) e funcionam como
fatores que garantem a patogenicidade destes microrganismos. A leucocidina
Panton-Valentine é uma toxina citolitica que atinge células mononucleares e
polimorfonucleares, causando morte celular por necrose ou apoptose (BOYLE-
VAVRA & DAUM 2007). Esta toxina resulta do sinergismo de duas proteinas,
LukS-PVL e LuKF-PVL codificada pelos genes lukS e lukF, respectivamente,
ambos com os genes carreados por bacteriofagos (SAID-SALIM et al., 2005). A
PVL ¢ responsavel pela necrose do tecido pulmonar e inflamagdo rara,
freqlientemente fatal e causadora da pneumonia necrosante (LABANDEIRA et al.,
2007). Este fato alertou a populagdo mundial quando, em 1982 e no inicio dos anos
90, foram relatadas mortes de quatro criangas com pneumonia necrosante sem
qualquer contato com o ambiente hospitalar (SAID-SALIM et al., 2003).

Por outro lado, um dos grandes problemas da medicina moderna ¢ a
utilizagdo crescente de procedimentos cada vez mais invasivos e agressivos, como,
por exemplo, dispositivos médicos implantaveis. Neste caso, ndo sdo apenas os S.
aureus - bactéria que apresenta uma grande variedade de fatores de viruléncia, os
responsaveis pelas infecgdes cronicas associadas a biopolimeros. Outros
estafilococos, principalmente os S. epidermidis, além de colonizarem, também

infectam pacientes fisiologicamente imunocomprometidos, como recém-natos



prematuros, pacientes idosos ou pacientes que apresentam doenca de base
causadora de imunossupressdo, além de usuarios de drogas ilicitas injetaveis e
pacientes submetidos a terapia imunossupressora. Estudos demonstraram que os S.
epidermidis estdo entre os microrganismos que mais causam septicemia em
neonatos dentre os estafilococos coagulase negativa - ECN (CUNHA et al., 2002;
RAIMUNDO et al., 2002; BRADFORD et al., 2006).

Biofilme

Para muitos pacientes, a implantacdo de materiais médicos, como valvulas e
proteses, pode salvar vidas. Contudo, tal procedimento acarreta consideravel risco
de infec¢do e, embora o risco de infec¢do varie entre 1 e 7%, o impacto deste
implante pode ser ainda maior, ja que infecgdes a ele associadas estdo diretamente
ligadas a cirurgias de repeti¢do e terapia prolongada com antibidticos (SAGINUR
et al., 2006). No Brasil, esse risco ¢ ainda maior, conforme relatado por Rosenthal
e colaboradores (2006), que observaram que as taxas de infec¢do associadas a
dispositivos médicos em Centros de Terapia Intensiva (CTI) em paises em
desenvolvimento s3o mais altas do que em paises desenvolvidos (ROSENTHAL et
al., 2000).

Tanto os S. aureus quanto os S. epidermidis sao as espécies patogénicas
mais significantes dentre as bactérias gram-positivas que formam o biofilme
(PARSEK & SENGH, 2002). A chave para a patogenicidade deste tipo de infec¢do
associada a materiais médicos € a aderéncia bacteriana a superficie de proteses e a
formacao de biofilme (SAGINUR et al., 2006).

O biofilme pode ser definido como uma estrutura comunitaria de células
bacterianas protegida por uma matriz polissacaridica ou protéica, auto-fabricada
pelas cepas e aderente tanto a superficies inertes como a vivas. As bactérias se
comunicam dentro desta estrutura através da elaboracao e do reconhecimento de
pequenas moléculas; tal mecanismo ¢ conhecido como quorum sensing
(SAGINUR et al. 2006). Este sistema de interacdo entre as bactérias ¢ regulado
pelo locus agr (CAFISO et al., 2007).

O sistema agr, observado inicialmente em S. aureus, funciona como um
sensor de densidade populacional (VUONG et al., 2004). O l6cus agr em S. aureus

¢ composto por genes acessorios agrA, agrB, agrC e agrD e de uma regido de



transcri¢do para o RNA III, molécula reguladora do locus, a qual também codifica
para a d-toxina (hld) (VAN WAMEL et al., 1998). Esse operon ¢ muito similar em
S. epidermidis, apresentando tamanho entre trés e cinco Kb ¢ 68 % de
similaridade. O sistema agr em S. epidermidis pode estar envolvido na formagao
do biofilme através da regulagdo da expressao da autolisina atlE, que parece estar
relacionada a adesdo primaria da superficie de polimeros (LI et al., 2004).

Outro fator modulador da viruléncia estafilococica ¢ a proteina reguladora
transcricional ~ SarA. Esta proteina esta intimamente relacionada ao
desenvolvimento do biofilme em S. aureus. Experimentos realizados com mutantes
do gene sarA em S. aureus demonstraram diminui¢do na transcri¢do do operon ica,
que codifica enzimas para sintese do polissacarideo conhecido como PIA
(polysaccharide intercellular adhesin), principal componente do biofilme
(CHEUNG & MANA, 2005). Da mesma forma, estudos com uma cepa mutante de
S. epidermidis apresentando inativagdo por inser¢do no gene SarA, observaram
uma diminuic¢do da transcrigdo do operon icaAADBC (CONLON, HUMPHREYS &
O’GARA, 2004). Conseqiientemente, a mutagdo do sarA provocou significativo
decréscimo da produ¢do de PIA, demonstrando sua influéncia na producdo de
biofilme.

Enquanto o microambiente sem biofilme pode ser heterogéneo onde as
cepas competem por espaco em condigdes variaveis, com limitagdo nutricional,
dessecagdo, exposicdo a agentes quimicos toxicos, radiagdo UV e mudangas de pH
e temperatura, no ambiente do biofilme elas encontram protecdo e estabilidade
ambiental. Assim, a formacgdo de biofilme apresenta-se como uma estratégia facil
para a sobrevivéncia do microrganismo em ambiente hostil (STOODLEY &
STOODLEY, 2005).

Até o momento, a regulacdo da formagdo de biofilme ¢ pouco entendida,
mas sabe-se que ¢ complexa multifatorial e didaticamente dividida em duas fases.
Na fase inicial, as cepas estafilocdcicas se aderem a superficies, o que ¢ mediado
por varios fatores: alteragdo do 4cido teicoico, como a redugdo da esterificacdo da
D-alanina, provocando aumento da estabilidade de aderéncia ao poliestireno
(GROSS et al., 2001). Assim, logo ap6s a implantagdo de um dispositivo médico,
o material composto de polimeros ¢ rapidamente recoberto por proteinas
plasmaticas e pela matriz extracelular como fibronectina, fibrinogénio, vitronectina

e trombospondina (VUONG & OTTO, 2002). Este material, depositado na



superficie do polimero, facilita a colonizagdo pelos patégenos. Além desta ligagdo
bacteriana indireta ao polimero, ligagdes diretas nao especificas da bactéria ao
polimero também podem ocorrer, principalmente devido a interagdes eletrostaticas
e hidrofobicas, como interagdes de Van der Waals, promovidas por proteinas
bacterianas de superficie e pelo PIA (ZIEBUHR et al., 2000).

Viérias proteinas parecem estar envolvidas nessa etapa inicial de formagao
de biofilme, dentre elas as autolisinas, AtIE para os S. epidermidis e Atl para os S.
aureus (FITZPATRICK, HUMPHERYS & O’GARA, 2005 a). Estas proteinas
apresentam alta similaridade, sendo codificadas por gene cromossdmico especifico
(HEILMAN et al., 1997). A proteina AtlE possui 1.335 aminoacidos e ¢ composta
por um peptideo N-terminal simples, um pré-peptideo (PP), um dominio amidase
de 60 kDa, trés ligacdes cationicas fortes e um dominio glicosaminidase de 52
kDa. Estudos complementares demonstraram que apenas a producdo da amidase
foi suficiente para restaurar o fenotipo positivo do biofilme e a separacdo completa
da célula, sugerindo ser a amidase uma proteina que pode estar envolvida na
produgdo de biofilme em S. epidermidis (VANDECASTELLE et al., 2003). Ainda
ndo foi completamente esclarecido como a proteina AtlE possui esta capacidade de
ligagdo especifica a superficies, mas estudos com mutantes do gene atlE
mostraram que estes apresentaram reduzida aderéncia primdria ao poliestireno,
baixa atividade de ligagdo a vitronectina in vitro e reduzida hidrofobicidade.
Provavelmente, por este motivo, estas cepas ndo formaram biofilme no
poliestireno, demonstrando reducao na viruléncia (TAKAHASHI et al., 2002).

Uma proteina de superficie que também parece estar associada a producao
de biofilme ¢ a chamada Bap (biofilm-associated protein), observada em cepas de
S. aureus envolvidas em infec¢des de glandulas mamarias bovinas. O gene bap
estd contido em uma ilha de patogenicidade (SaPlbov2) e codifica para uma
proteina com 2.276 aminoacidos que atua na primeira fase de aderéncia a
superficie (CUCARELLA et al., 2004). A proteina Bhp (Bap homologue protein)
de 258 kDa parece exercer uma funcdo semelhante em cepas humanas de S.
epidermidis, ou seja, ligagdo célula a célula, aderéncia a superficies lisas e
producao de biofilme (TORMO & KNECHT, 2005).

Na segunda fase, a bactéria ligada (direta ou indiretamente) a superficie do
polimero produz e acumula um material polissacaridico, extracelular, amorfo e

mucoide: o biofilme (GOTZ, 2002). Além do PIA, aparentemente proteinas



também estdo envolvidas nesta fase de acumulacdo. Um importante exemplo ¢ a
proteina de 140 kDa associada a acumula¢do-Aap (accumulation-associated
protein). Estudos com cepas de S. epidermidis mutantes, que ndo expressam o gene
aap, demonstraram que sua auséncia reduz drasticamente esta fase (HUSSAIN et
al., 1997). Adicionalmente, foi verificado que o tratamento de S. epidermidis com
anticorpos monoclonais anti-Aap levou a reducdo na espessura do biofilme
formado (SUN, ACCATIVVI & BRYERS, 2005). Outro trabalho ressaltou a
importancia do gene aap na produgdo de biofilme juntamente com o gene atlE,
mostrando que a maior parte das cepas de MRSE (S. epidermidis resistentes a
meticilina) produtoras de biofilme possuia estes dois genes além do operon ica,
sendo que todas as cepas deste estudo classificadas como fortemente aderentes
possuiam o gene aap (DE ARAUJO et al., 2006).

O glicocdlix bacteriano desempenha papel preponderante na fase de
formagdo do biofilme. E referido como PIA e composto por um polimero de N-
acetilglucosamina. A biossintese do PIA ¢é controlada pelo operon ica (MAIRA-
LITRAN et al., 2002), que é composto pelos genes icAADBC, responsaveis pela
sintese propriamente dita e pelo gene icaR (gene repressor). Além do operon ica,
outros genes também parecem estar envolvidos na regulacio da sintese do biofilme
em S. epidermidis, entre eles o TcaR, regulador associado ao locus de teicoplanina
(KNOBLOCH et al., 2004), reguladores adicionais como SarA, ja descrito
anteriormente e o fator 6 (fator relacionado ao estresse bacteriano). Tais fatores
parecem ser menos importantes em S. aureus (VALLE et al., 2003; KNOBLOCH
et al., 2004).

Além dos mecanismos de regulagdo descritos acima, outros mecanismos
também podem afetar a biossintese do PIA. Assim, a variacdo fenotipica na
produgdo de biofilme é causada por diferentes mecanismos como o controle da
sintese do PIA pela alternancia da inser¢do e excisdao do elemento 1S256, que pode
levar a regula¢do no nivel de transcri¢do do ica (dow-regulation) ou através de
uma mutagdo randdmica em cepas estafilococicas com 1S256 negativa
(NILSDOTTER-AUGUSTINSSON et al., 2007), que pode explicar o encontro de
cepas que possuem o operon ica e ndo produzem biofilme. (DE ARAUJO et al.,
2006; NILSDOTTER-AUGUSTISSON et al., 2007).

Antigamente a presenca do operon ica era relacionada como o principal

fator de producdo de biofilme; entretanto, estudos recentes demonstram que



mesmo cepas estafilocdcicas que ndo possuem o complexo icCAADBC conseguem
produzir biofilme. Assim, acredita-se que, embora o complexo ica desempenhe um
importante papel na producdo de PIA, sua presenga ndo ¢ condi¢do necessaria a
formagao de biofilme. Estes dados levam a proposta da existéncia de duas vias
para a producdo de biofilme: a via ica-dependente e a via ica-independente
(FITZPATRICK, HUMPHREYS & O’GARA, 2005 b; ROHDE et al., 2005).

Fatores ambientais também estdo associados a formacgao de biofilme, entre
eles a glicose, cujo aumento induz a producdo de biofilme (DOBINSKY et al.,
2003); a limitagdo de oxigénio (CRAMTON et al., 2001), pois sabe-se que o
crescimento anaerdbico estimula a formacao deste polimero aderente; a deplecao
de ferro, apontada como estimulo a produ¢do de biofilme, visto que, sob baixas
concentragdes de ferro, todas as amostras estudadas produziram biofilme e, a
medida que foi adicionado ferro ao meio, houve uma significante diminuicao da
formagao deste polissacarideo (JOHNSON et al., 2005). Outro fator estimulante
que tem sido descrito ¢ a presenca de heparina, que aumenta a interagdo célula a
célula (SHANKS et al., 2005). Além disso, a ativagdo do operon ica pelo etanol ¢é
icaR dependente, pois o etanol, em altas concentragdes, age direta e indiretamente
na repressdo, regulando tanto a transcrigdo como a pos-tradugdo do icaR
(CONLON, HUMPHREYS & O’GARA, 2002).

Foi sugerido anteriormente que a proximidade entre as bactérias dentro do
biofilme maduro poderia facilitar as trocas horizontais de informagdes genéticas,
incluindo genes com resisténcia a antimicrobianos e determinantes de viruléncia
(KLINGENBERG et al., 2005). Estudos tém também sugerido que o acumulo de
biofilme poderia ainda afetar a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos por
dificultar o acesso da droga (KLINGENBERG et al., 2005). Por outro lado, dados
indicam que a agdo do sistema imune em bactérias, no ambiente do biofilme,

encontra-se da mesma forma dificultada (GOTZ, 2002).

Resisténcia a antimicrobianos

Nas décadas de 80 e 90, a prevaléncia dos MRSA em infecg¢des
nosocomiais aumentou em varios paises (TEIXEIRA et al., 1995; CHAMBERS,
1997). Desde entdo, o MRSA tem representado um grave problema de saude
publica devido a multirresisténcia aos antimicrobianos e, inclusive, a resisténcia

aos antissépticos e desinfetantes freqlientemente associada a estas cepas (AL-



MASSAUD, DAY & RUSSEL, 1991; MIYAZAKI et al, 2007).

Pouco tempo depois da introdugcdo da penicilina na terapéutica das
infecgdes estafilococicas, surgiram cepas de Staphylococcus resistentes a este
antibiotico pela producdo de B-lactamases, enzimas capazes de hidrolisar o anel (3-
lactamico dessa classe de antimicrobiano. Diante da necessidade de se aperfeigoar
novas drogas resistentes a acdo das [-lactamases, foram desenvolvidas as
penicilinas semi-sintéticas (JEVONS, COE & PARKER, 1963). Desta forma, dois
sd0 os principais mecanismos de resisténcia aos antibidticos P-lactdmicos
apresentados pelos estafilococos clinicamente significantes: (i) a inibicao da
penicilina pela producdo de B-lactamase e (ii) a resisténcia intrinseca, que envolve
a produgdo de uma nova PBP (penicillin-binding protein), a PBP2a, que apresenta
uma diminui¢do de sua afinidade a maioria dos antibioticos p-lactamicos. A PBP2a
catalisa a transpeptidagdo e carboxipeptidagdo do peptideoglicana da parede
celular bacteriana, assumindo as fun¢des das PBPs normais dos estafilococos,
quando a bactéria resistente se encontra na presenga de antibioticos B-lactamicos
(HIRAMATSU et al., 2002). Esta PBP2a ¢é codificada pelo gene mecA, o qual
confere resisténcia a meticilina ou a outras penicilinas semi-sintéticas, como a
oxacilina. O mecA ¢ um segmento de DNA de 2,1 kb, que se encontra inserido em
um grande bloco de DNA exo6geno (ITO et al., 2001) conhecido como elemento
mec ou cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec; staphylococcal
cassette chromosome mec).

O SCCmec ¢ um elemento genético movel, integrado ao cromossomo dos
MRSA em um sitio especifico (attBscc), localizado préximo a origem de
replicagdo dos S. aureus, flanqueado por seqiiéncias diretas e repetidas. Este
segmento de DNA, variando entre 21 ¢ 67 kb, carreia o gene mecA e os genes
mecR1 e mecl, que codificam o indutor MecR e a proteina repressora Mecl. Outros
genes multiplos de resisténcia, além da meticilina, também podem ser ai
encontrados (OLIVEIRA et al., 1998). Ito e colaboradores, em 2003, descreveram
cinco diferentes tipos de SCCmec (I-V) definidos pela combinagdo de duas partes:
o complexo ccr e o complexo mec. Os cincos alétipos do complexo ccr tém sido
nomeado como ccrABI, ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4 ¢ ccrC. Cinco classes do
complexo mec também tém sido descritas. As diferentes estruturas sdo: Classe A,
mecl-mecR-mecA-1S431; Classe B, IS1272-mecRI-mecA-1S431; Classe Cle C2,
IS431-mecR1-mecA-IS431; Classe D, mecR1-mecA-IS431; Classe E, mecRI-



mecA-1S431(existe uma delecdo de 967- bp na membrana do dominio do mecR1
comparado com a classe D).
O esquema abaixo ¢ uma representacdo ilustrativa das diferentes estruturas do

complexo mec descrito por HANSSEN & SOLLID, 2005
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Esquema 1. Classes do complexo mec em estafilococo: mecl gene repressor, mecR
gene indutor. As setas indicam a dire¢do da transcrigdo (HANSSEN & SOLLID,
2005).

De acordo com Ito e colaboradores (2003), os cinco diferentes tipos de
SCCmec sao denominados SCCmec tipo I (classe B do complexo mec e ccrAB
tipo I); SCCmec tipo II (classe A do complexo mec e cCrAB tipo 2); SCCmec tipo
III (classe A do complexo mec e ccrAB tipo 3); SCCmec tipo IV (classe B do
complexo mec e ccrAB tipo 2) e SCCmec tipo V (classe C2 do complexo mec e
ccrC). Adjacente a estas duas regides (mec e CcCr), esta a regido J, parte nao
essencial dos componentes do SCCmec. Variantes de cada tipo de SCCmec sdo
definidas pela diferen¢a na regido J (HANSSEN & SOLLID, 2005).

No final de 2006, outro tipo SCCmec foi proposto - o tipo VI. Cepas

caracteristicas deste tipo possuem o complexo mecB, o cCcrAB al6tipo 4 e uma



regido especifica J1. Quinze cepas de MRSA contendo SCCmec tipoVI foram
inicialmente descritas no hospital Dona Estefania (Lisboa) e outras quatro cepas
foram encontradas em outros trés hospitais, sendo dois também situados em Lisboa
e outro em Coimbra (OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006).

Os SCCmec tipos I, IV e V ndo contém nenhum outro gene de resisténcia a
antibioticos, exceto o mecA. Porém, um subtipo do SCCmec tipo IV, subtipo IVc
carreia o Tn4001, que confere resisténcia a maioria dos aminoglicosideos; o
SCCmec tipo 1II carreia o transposon Tn554, que confere resisténcia a eritromicina
(ermA); o pUB110 substituido por um par de elementos 1S431 confere resisténcia a
kanamicina e a tobramicina; o SCCmec tipo III contém Tn554, pseudo #Tn554 e
uma copia integrada do pT181 (tetK, resisténcia a tetraciclina) e também pl 258,

que carrega resisténcia ao mercurio (HANSSEN & SOLLID, 2005).

Tipagem Genotipica de Staphylococcus

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico através da
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) ¢ amplamente utilizada em estudos
epidemioldgicos de infecgdes causadas por varias espécies bacterianas que
possuem importancia clinica. Este método ¢ uma excelente fonte de identificacio
da emergéncia e do subseqiiente espalhamento de novos clones. Cabe ressaltar que
essa técnica possui uma grande reprodutibilidade interlaboratorial que pode ser
utilizada para identificagdo do mesmo clone em diferentes lugares (CARRICO et
al., 2005).

Por outro lado, a técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) foi
recentemente desenvolvida e tem sido usada com sucesso para analise clonal
epidemioldgica de Neisseria meningitidis (FEIL et al., 1999), Streptococcus
pneumoniae (ENRIGHT & SPRATT, 1988), Staphylococcus aureus (ENRIGHT et
al., 2000), Streptococcus pyogenes (ENRIGHT et al., 2001), Campylobacter jejuni
(DINGLE et al., 2002), Salmonella enterica (KOTRETISHIVILLE et al., 2002) ¢
Enterococcus faecium (HOMAN et al, 2002).

Em diversos paises do mundo estdo disseminadas cepas de MRSA
geneticamente muito semelhantes ou até mesmo iguais quanto ao padrdo de PFGE
(pulsed-field gel electrophoresis), MLST tipo SCCmec, polimorfismos coa (que
codifica para coagulase) e spa (que codifica para proteina A).

Os principais clones encontrados causando infec¢des nosocomiais sdo:



clone Ibérico (ou USA-500), inicialmente detectado em um surto no Hospital
Bellvitage em Barcelona, Espanha, em 1989 (DOMINGUES et al., 1994).
Posteriormente, este mesmo clone foi detectado em hospitais em Portugal, além de
hospitais na Escocia, Italia, Bélgica, Finlandia, Eslovénia, Suécia, Franga,
Alemanha e na cidade de Nova York, EUA (ROBERTS et al., 1998; SA- LEAO et
al., 1999; GOMES et al., 2001; MURCHAN et al., 2003). Em 1999, Sa-Ledo e
colaboradores descreveram a disseminacdo de outro clone especifico de MRSA
(clone pediatrico ou USA-800) em pacientes pediatricos internados em hospitais
em Portugal, Polonia, Argentina, Colombia ¢ em Nova York, EUA (GOMES et al.,
2001; DA SILVA COIMBRA et al., 2003). Outro clone de MRSA, denominado
clone Nova York/Japonés (ou USA-100), geneticamente relacionado ao clone
pediatrico, mas apresentando um SCCmec tipo II, foi descrito inicialmente como
disseminado em Nova York e Toquio e posteriormente detectado em varios
hospitais localizados em diferentes estados norte-americanos (DA SILVA
COIMBRA et al., 2003). Atualmente, este ¢ o clone de MRSA mais encontrado em
hospitais nos EUA (BERGLUND et al., 2005). Outro clone também bastante
disseminado nos EUA e na Europa ¢ o EMRSA-16 ou USA-200 (DEURENBERG
et al., 2006).

No Brasil foi relatado um clone multirresistente de S. aureus, nomeado
clone epidémico brasileiro (CEB). Foi encontrado inicialmente em extensa area
geografica, abrangendo de Manaus a Porto Alegre - 5.300 km (TEIXEIRA et al.,
1995). Posteriormente, este clone também foi encontrado em hospitais de outros
paises como Argentina, Uruguai, Paraguai, Polonia, Chile, Portugal, Italia,
Republica Tcheca e China (DA SILVA COIMBRA et al., 2000; AIRES DE
SOUZA et al., 2001; MELTER et al., 1999; AIRES DE SOUZA et al., 2001;
CAMPINILE et al., 2001).

Infelizmente, a resisténcia bacteriana nao esta restrita apenas ao ambiente
hospitalar. Recentemente observou-se a presenca de clones de MRSA causando
infeccdes em pacientes da comunidade. Os primeiros relatos de MRSA
comunitario (CA-MRSA) foram descritos na Austrdlia, na década de 80, em
pacientes de comunidades remotas (UDO et al., 1993). As amostras foram isoladas
de pacientes aborigenes que haviam sido hospitalizados e residiam em uma
comunidade isolada a centenas de kilometros de qualquer cidade ou hospital e

diferiam das amostras de MRSA previamente isoladas em hospitais do oeste



australiano e conseqiientemente denominadas WA-MRSA (Western Australian
MRSA) (UDO et al., 1993). Hoje este clone ¢ também conhecido como WA-1,
apresenta SCCmec IV, ST-1 e ndo carreia os genes que codificam para leucocidina
Panton-Valentine (PVL). Riley e colaboradores, em 1995, descreveram uma
mudanca na epidemiologia das cepas de MRSA isoladas na Australia, atualmente
conhecidas pelas siglas OSPC ou SWPC (Oceania Southwest Pacific Clone ou
Southwest Pacific Clone), SCCmec IV e ST-30. Em 1998, Herold e colaboradores
observaram que o nimero de criangas hospitalizadas devido a infec¢des por CA-
MRSA nos Estados Unidos estava aumentando. Em 1999 surgiram relatos de
infeccoes causadas por CA-MRSA na Franga.

As cepas de CA-MRSA sao geralmente susceptiveis a antibidticos outros
que os PB-lactamicos. Analises feitas através de géis de PFGE mostraram que cepas
de CA-MRSA pertencem a tipos clonais ndo relacionados a clones isolados em
hospitais (NAIMI et al., 2001). Além disso, a técnica de MLST demonstrou que os
CA-MRSA tém maior diversidade clonal que os HA-MRSA (ENRIGHT et al.,
2002). Embora cepas de CA-MRSA geralmente possuam SCCmec tipos IV ou V
(ITO et al., 2003), estudos com cepas de HA-MRSA possuindo tipo SCCmec tipo
IV jé foram relatados (TRINDADE et al., 2005).

A primeira reportagem de infeccdes causadas por cepas de CA-MRSA
isoladas no Brasil foi publicada em 2005 (RIBEIRO et al., 2005). Neste artigo,
foram isoladas trés cepas; duas obtidas de dois pacientes da comunidade, presentes
na pele e em infec¢des associadas a tecidos moles, incluindo furunculose e a outra
cepa foi obtida de fluido de um paciente com artrite séptica. Os trés pacientes nao
tiveram contato com o hospital antes de apresentarem estas infec¢des, nao
possuiam historia anterior de isolados de MRSA, hospitaliza¢do ou cirurgia no ano
anterior, o que poderia ser justificado se as cepas pertencessem a um clone
comunitario. Estas cepas apresentaram SCCmec tipo IV, genes para a codificagdo
da PVL, da enterotoxina e da gama-hemolisina, que estreita a semelhanca entre
estas cepas com as CA-MRSA, classificadas como WA-1, encontradas no EUA,
no Pacifico e em alguns paises da Europa (RIBEIRO et al., 2005).

Um dado interessante que tem sido observado ¢ que clones descritos em
cepas do tipo SCCmec 1V, oriundas de individuos sdos da comunidade, estdo
sendo encontrados em varios isolados hospitalares (LAPLANA et al., 2007).

Estudos epidemiologicos de infec¢do com CA-MRSA tém mostrado uma répida



disseminagdo global destes clones. Em anos recentes, alguns laboratdrios ligados a
hospitais comegaram a isolar tipos de CA-MRSA em ambiente hospitalar. Na
Espanha, clones de MRSA USA-300 e USA-400 foram descritos como causadores
de infec¢do hospitalar (WENZEL, BEARMAN & EDMOND, 2007).

Atualmente tem sido relatada uma grande resisténcia de MRSA a
clindamicina e a eritromicina. Um exemplo deste fato ¢ que cepas de MRSA
apresentaram na Colombia uma resisténcia de 94% tanto para eritromicina quanto
para clindamicina, ao passo que para MRSE a taxa ¢ de 78,6% para eritromicina e
de 60,7% para clindamicina (REYES et al., 2007). Sabe-se que a resisténcia a
clindamicina pode ser induzida pela eritromicina. Este fato pode ser visualizado in
vitro através da realizacao do teste D, que consiste numa deformagdo do halo de
inibi¢do da clindamicina (o halo apresenta o formato da letra D) na presenga de
eritromicina. Um estudo do ano de 2007 mostrou que, dentre os estafilococos
estudados resistentes a eritromicina e sensiveis a clindamicina, 70,9%
apresentaram indugdo na resisténcia a clindamicina quando da realizagdo do teste
D (YILMAZ et al., 2007).

O uso intensivo, e por vezes abusivo, de antimicrobianos tem sido a
principal for¢a evoluciondria a impelir a emergéncia e ampla disseminag¢do dos
MRSA como patogenos hospitalares (HA-MRSA) e, mais recentemente, como
agentes de infecgdes comunitarias (CA-MRSA). E interessante ressaltar que os
HA-MRSA freqiientemente apresentam SCCmec tipo II ou III maiores e carreiam
varios genes de resisténcia; por isso, devem ter sido selecionados pelo intenso
“bombardeio” de antimicrobianos nos hospitais (OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE
LENCASTRE, 2002). Assim, esta se tornando cada vez mais dificil combater
infecgdes por MRSA, restando para tal poucas opgdes terapéuticas. Como
conseqiiéncia, a vancomicina tem sido utilizada para o tratamento de infec¢des por
HA-MRSA causadas por alguns poucos clones especificos, uma vez que cepas
pertencentes a estes clones de MRSA freqiientemente apresentam multipla
resisténcia aos antimicrobianos (CHANG et al., 2003; SAID-SALIM, MATHEMA
& KREISWIRTH, 2003). Outra droga usada no combate as cepas multirresistentes
¢ a linezolida. Trata-se de um antibidtico da classe das oxazolidinonas, que age
inibindo a sintese das proteinas bacterianas por ligar-se a subunidade 50s e que,
geralmente, apresenta excelente atividade contra gram-positivos, inclusive os

resistentes a meticilina e a vancomicina (CHANG et al., 2003; SAID-SLIM et al.,



2003). Apesar de serem drogas de uso exclusivamente hospitalar, a resisténcia de
MRSA a linezolida e a vancomicina ja foi descrita (PEETERS & SARRIA, 2005;
TOH et al., 2007).

O primeiro clone de MRSA que apresentou resisténcia intermediaria a
vancomicina (VISA) foi identificado em pacientes no Japao, em 1996. Em junho
de 2002, oito infecgdes por VISA foram identificadas nos Estados Unidos. Nesta
mesma data, o primeiro clone de Staphylococcus aureus resistente a vancomicina
(VRSA) foi identificado em Michigan, EUA (CHANG et al., 2003). No Brasil, a
primeira cepa de MRSA resistente a vancomicina foi relatada em 2005
(PALLAZO, ARAUJO & DARINI, 2005). A base genética para a resisténcia
estafilocdcica a vancomicina ainda ndo foi claramente elucidada.

Da mesma forma que os S. aureus, os ECN passaram a apresentar
resisténcia aos antimicrobianos. Cerca de 68% de cepas de ECN coletadas em
pacientes com quadro de septicemia, entre 1999 e 2006, num hospital da Turquia,
apresentou resisténcia a meticilina (KOKSAL, YASAR & SAMATSI, 2007).
Dentre os ECN, os Staphylococcus epidermidis, que sdo os microrganismos mais
envolvidos em infec¢des hospitalares, também apresentam alta resisténcia a
meticilina, podendo chegar a valores que variam entre 60 ¢ 80% (SANTOS et al.,
2000).

Em estudo recentemente realizado em um hospital em Niteroi (Hospital
Universitario Antonio Pedro - HUAP), verificou-se que os MRSE também sao
bastante resistentes a outros antimicrobianos que ndo os [P-lactdmicos (De
ARAUJO et al., 2006). Estudos realizados por KOKSAL e colaboradores (2007)
descrevem os ECN com elevadas taxas de resisténcia, sendo que algumas cepas
apresentaram resisténcia também a vancomicina e a teicoplanina.

Vale a pena ressaltar que o uso da terapia didria intravenosa de linezolida e
de quinupristin-dalfopristina, antibidticos alternativos contra cepas estafilococicas
resistentes aos glicopeptideos, pode chegar a US$ 320,00 por paciente, tornando o
tratamento contra infec¢gdes por MRSA cada vez mais caro e dificil (MELO
SASAKI & GRINBAUM, 2007).

Conforme as consideracdes expostas anteriormente, as mudangas nos perfis
de sensibilidade aos antimicrobianos e as alteragdes na epidemiologia das
infeccoes causadas por MRSA ¢ MRSE mostram a necessidade de estudos destas

cepas nos hospitais. Estes estudos devem avaliar o relacionamento genético, além



de certas caracteristicas, como a producao de fatores de viruléncia (a produgdo de
biofilme e da PVL) e a resisténcia destas cepas frente aos antimicrobianos mais

utilizados na clinica médica.

OBJETIVO GERAL




Estudar as cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis
encontradas no Hospital Universitario Antonio Pedro quanto ao perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos, ao relacionamento genético e a capacidade

de formar biofilme.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a susceptibilidade das cepas bacterianas frente aos antimicrobianos
utilizados na pratica clinica contra infecgdes estafilococicas, através da técnica de

difusdo da droga em agar a partir de discos;

2. Estudar a expressdo de biofilme nas cepas de S. aureus e S. epidermidis através

do método fenotipico quantitativo de aderéncia a placas de poliestireno;

3. Avaliar o relacionamento genético das cepas de S. aureus resistentes a

meticilina utilizando a técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE);

4. Classificar o elemento de resisténcia genética SCC mec nas cepas de S. aureus;

5. Verificar a expressdo de leucocidina Panton-Valentine nas cepas comunitarias

de S. aureus.

MATERIAIS E METODOS

1. Coleta e identificacdo das amostras

Foram obtidas 120 cepas de Staphylococcus do Hospital Universitario



Antonio Pedro (HUAP) oriundas de pacientes internados. Destas, foram estudadas
64 cepas de Staphylococcus resistentes a meticilina, sendo 43 classificadas como
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e 21 como Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE). Dentre as cepas de MRSA, 7 eram de
colonizacdo da nasofaringe, enquanto as outras 36 foram coletadas de processos
infecciosos, das quais 23 eram da corrente sanguinea, 4 de ponta de cateter, 2 de
secrecdes cutaneas e 1 de cada um dos seguintes locais: lavado bronquico, urina,
escarro, ferida cirurgica, corddo umbilical, secrecdo de lesdo Ossea e aspirado
traqueal.

Entre os MRSE, todas as 21 cepas eram de processos infecciosos, sendo 16
provenientes da corrente sanguinea, 3 de pontas de cateter, 1 de secre¢do purulenta
e 1 de lavado bronquico.

Todas as cepas foram previamente identificadas pelo método automatizado
VITEK (BioM¢érieux Vitek, Inc.). A confirmagao da identificacdo inicial realizada
no HUAP foi feita no Laboratério de Identificagao Bacteriana (INCQS, Fiocruz),
onde inicialmente os testes de catalase e coagulase (SLIDEX STAPH PLUS,
BioM¢érieux, Franga) foram realizados. Em seguida, as amostras foram submetidas
ao teste semi-automatizado Api Staph (20500/20509; Lab. BioMérieux, La Balme-

les-Grottes, Franga).

2. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos (teste de difusdo em meio
solido)

A susceptibilidade a antimicrobianos foi verificada utilizando a técnica de
difusdo em meio solido a partir de discos impregnados com antimicrobianos, de
acordo com as recomendacdes do CLSI (2006). Para tal, as amostras foram
cultivadas em 3 mL de TSB (Tripsine Soy Broth) por 18 h a 37 °C. A partir dessa
cultura, preparou-se um inoculo em salina estéril, com turvacao equivalente a 0,5
da escala McFarland (10° UFC/mL). O indculo padronizado foi espalhado
homogeneamente com auxilio de um swab estéril, em placas contendo agar
Mueller-Hinton (Merck, USA), de modo a se obter crescimento confluente. Em
seguida, os discos contendo os antimicrobianos foram aplicados sobre a superficie
semeada e as placas incubadas por 18 h a 35 °C. A leitura do didmetro do halo de
inibicdo de crescimento formado pelos discos contendo oxacilina, cefoxitina e

vancomicina foi realizada apos 24 h de incubacdo. Foram utilizados discos



contendo os seguintes antimicrobianos: penicilina G (10U), trimetropina (1,25ug)
+ sulfametoxazol (23,75ug), gentamicina (10pg), tetraciclina (30ug), eritromicina
(15pg), clindamicina (2pg), cloranfenicol (30pg), oxacilina (1pg), ciprofloxacino
(5pg), rifampicina (5ug), teicoplanina (30pg), cefoxitina (30pg) e vancomicina
(30pug) (Cecon Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil) e mupirocina (5pg) (Oxoid, Fisher
Scientific International, Inc). Para o controle do teste, a cepa Staphylococcus

aureus ATCC 25925 foi utilizada como padrao.

3. Teste de aderéncia e formacao de biofilme

Para a detec¢ao de biofilme foram utilizadas placas para microtitulagdao de
fundo plano, compostas de poliestireno inerte, contendo 96 pogos (Nunclon; Nunc
InterMed). As cepas analisadas foram semeadas por esgotamento em meio TSA
(Tripsine Soy Agar) e incubadas por 24 h a 37 °C. Apods esse periodo, as coldnias
foram repicadas para tubos contendo TSB suplementado com 1% (p/v) de glicose ¢
incubadas por 18/24 h com agitagdo. Em seguida, as culturas foram diluidas em
TSB suplementado com 1% (p/v) de glicose e em cada 4 pogos foram aplicados
200 pL de uma mesma cultura. Posteriormente, as placas foram incubadas por 20 h
a 37 °C. A densidade otica provocada pelo crescimento bacteriano (DO.) foi
determinada em leitor de ELISA a 595nm. Apds esta leitura, a placa foi lavada
duas vezes com solucdo salina e as bactérias fixadas a placa a 65 °C por 1 h. Em
seguida, 200 pL de solucdo de cristal violeta para gram foram adicionados a cada
poco, por 1 min. A placa foi entdo lavada duas vezes com agua destilada estéril e a
agua evaporada a 60 °C. A densidade otica do biofilme (DOy) foi medida a 595 nm
e as cepas classificadas segundo Amaral, Coelho & Flores, 2005. S. epidermidis
70D e Streptococcus pyogenes 75194 foram usados como controle positivo e
negativo do teste, respectivamente. O critério para classificacdo da producdo de
biofilme foi baseado nos resultados obtidos para o controle negativo (S. pyogenes).
A unidade de biofilme (UB) foi calculada usando a formula DO,/DO,. Assim,
tomando-se por base a medida de UB para o S. pyogenes como 0,115, as cepas de
S. aureus e epidermidis que apresentaram UB < 0,230 foram definidas como néo
aderentes e as que apresentaram resultados iguais ou maiores que 0,230 foram
classificadas como aderentes e descriminadas conforme segue: 0,230 < UB <
0,460 como fracamente aderentes; 0,460 < UB < 0,920 como moderadamente

aderentes ¢ UB > 0,920 como fortemente aderentes (AMARAL , COELHO &



FLORES, 2005).

4. Caracterizacdo molecular dos Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
4.1. Extracéo do DNA total:

A extracdo de DNA total foi realizada como descrito por Pacheco (1997).
Apo0s incubagdo por 24 h a 37 °C, algumas coldnias isoladas em placas com TSA
foram removidas e diluidas em 3 mL de TE (1,0 ml de Tris ImM pH 7,4; 0,2 mL
de EDTA 1mM pH 8,0; 98,8 mL de agua bidestilada). A seguir, 400 uL desta
suspensdo foram adicionados a 3,6 mL de agua bidestilada (diluicdo 1:10) e a
densidade otica (DOgoonm) medida. Com auxilio da formula abaixo, obteve-se o
volume necessario da suspensdo de células para a fervura.

Formula: DO encontrada 200 uL

04 x

O volume calculado da suspensdo de células em TE foi transferido para
um Eppendorff e centrifugado em seguida por 2 min a 12.000 xg. Posteriormente,
o sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspenso em 200 puL de TE. A
amostra foi entdo fervida por 10 min e ap6s centrifugac¢ao por 1 min a 12.000 xg, o
sobrenadante foi removido e transferido para outro Eppendorft, para ser estocado a

—-20°C.

4.2. Polimerase Chain Reaction (PCR) multiplex para tipagem da ilha de
resisténcia SCCmec e PCR para a detec¢cdo do gene para Leucocidina Panton
Valentine (PVL).

Para a amplificacdo de regides especificas do genoma das cepas estudadas,
a PCR foi realizada em um volume final de 25 pL. As reag¢des individuais foram
compostas de agua esterilizada (qsp 25 pL), 2,5 uL tampao de reagdao 10 vezes
concentrado, 0,625 uL. de enzima Taq DNA polimerase (0,125 U, Gibco), 2 ul de
mistura de dNTPs (200 uM concentragdo final de cada), 1 pL de cada iniciador
envolvido na reacdo (0,01 uM, concentracao final de cada) e 5 uL. do DNA . Os
iniciadores utilizados nestes experimentos estdo descritos na tabela 1. A reacdo de
amplificagdo foi realizada em um termociclador GeneAmp PCR System 2400 (PE
Applied Biosystems), programado para desnaturagdo inicial de 95 °C por 5 min, 30



ciclos de 94 °C por 30 seg, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e extensao final de 72
°C por 7 min. Os fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a
eletroforese convencional, em gel de agarose a 1,5% (p/v), utilizando tampao TAE
1X (Tris-acetato, 40 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) a 90 V por 1 h e 30 min. A uma
aliquota de 2 pLL do marcador de corrida “123 ladder” (Invitrogen) foi adicionado
um volume igual do corante de corrida contendo glicerol (azul de bromofenol a
0,25% (p/v); xyleno-cianol FF a 0,25% (p/v); glicerol a 30% (p/v) em agua), sendo
o volume total aplicado em uma canaleta do gel. A cada aliquota de 10 pL do
produto da PCR foram acrescidos, separadamente, 5 pL. do corante de corrida para
DNA. As dilui¢des foram entdo aplicadas em diferentes canaletas e submetidas a
eletroforese, em gel de agarose a 1,5% (p/v) em tampdo TAE 1x (Tris-acetato, 40
mM; EDTA ImM, pH 8,0), 2 90 V por 1 h e 30 min. Apds este periodo, o gel foi
tratado com brometo de etidio a 0,5% (p/v) e os fragmentos de DNA visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta. O registro do padrio de bandas produzidas
pela eletroforese foi feito através de fotografia, empregando-se o filme Polaroid
667 (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989).

As reagdes em cadeia da polimerase multiplex foram realizadas de acordo
com Oliveira, Tomasz & De Lencastre (2002) para os seguintes l6cus pertencentes
aos diferentes SCCmec descritos (Tabela 1): locus A, especifico para o SCCmec do
tipo I; locus B, identificado especificamente no SCCmec do tipo II; 16cus C,
encontrado nos SCCmec dos tipo II e III; 16cus D, presente nos SCCmec dos tipos
I, IT e IV; locus E, especifico para o SCCmec do tipo III; locus F, também
especifico para o tipo III; 16cus G e locus H utilizados para diferenciar os SCCmec
dos tipos I e III dos tipos IA e IIIA, respectivamente. Finalmente, o gene mecA foi
utilizado como controle interno da reagdo de PCR. Os primers utilizados para
amplificar essas regides foram anteriormente descritos por Oliveira, Tomasz & De

Lencastre (2002).

4.3. Andlise dos Perfis de Fragmentacdo do DNA Cromossdmico através de
Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

O DNA cromossdmico foi preparado pela técnica de uso in situ, em

blocos de agarose. Resumindo, uma aliquota de 2 mL do crescimento bacteriano



em fase exponencial foi centrifugada em 9000 rpm por 5 min. Foi adicionada a
suspensao de células 250 uL de agarose (low melting, FMC) a 2% (p/v) em tampao
PIV (NaCl 1M; TRIS-HCI1 10 mM pH 7,6) a 50 °C. A mistura foi homogeneizada
e distribuida em moldes. Os blocos foram entdo transferidos para tubos contendo 4
ml de solucao de lise (NaCl 1 M; TRIS-HClI 6 mM pH 7,6; EDTA 100 mM pH
8,0; BRI1J-58 0,5% (p/v), desoxicolato 0,2% (p/v); sarcosina 0,5% (p/v), lisozima 1
mg/mL e lisostafina 10 U por cepa e incubados a 37 °C por 24 h. Em seguida, o
tampao de lise foi substituido pelo tampao ESP (EDTA 0,5 M pH 8,0; sarcosina
1% p/v) contendo 0,1 mg/mL de proteinase K (Sigma) e os blocos incubados por
18 ha 50 °C. Os blocos foram lavados 4 vezes com tampao TE (TRIS-HCI 10
mM pH 8,0; EDTA 0.1 mM pH 8,0) a 37 °C e entdo incubados com 10 U da
enzima de restrigdo Smal (Amersham) durante 24 h a 25 °C. Os fragmentos de
restricdo foram separados em gel de agarose (Amersham) a 1,1% (p/v), preparado
em tampao TBE 1x (TRIS 44,5 mM; &cido borico 44,5 mM; EDTA 1 mM, pH
final 8,3) através da eletroforese de campo pulsado, usando o aparelho CHEF-DR
IIT (Bio-Rad, Richmond, USA). Foram utilizadas as seguintes condi¢des para a
eletroforese: tempo de pulso crescente de 5 a 35 segundos, por 24 h a 6 V/cm, na
temperatura de 13 °C, com angulo de 120° para S. aureus. Apos a eletroforese, os
géis foram corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL), observados e fotografados

no Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

As cepas que apresentaram o mesmo perfil eletroforético com diferenca
de até seis bandas foram assinaladas como pertencentes a um Unico clone e
receberam uma letra maidscula Gnica. As cepas apresentando mais de seis bandas
de diferenga foram consideradas clones diferentes ¢ receberam letras maiusculas

diferentes (TENOVER, 1995).

5. Analise estatistica
A andlise estatistica utilizada para testar as hipoteses formuladas a partir
dos resultados obtidos neste trabalho foi o teste de hipodteses do qui-quadrado.

Adotamos como nivel de confianca 95% (o= 0,05).

Tabela 1. Descri¢ao da seqiiéncia dos iniciadores utilizados neste trabalho ¢ o tamanho do

amplicon



LOCUS INICIADOR TAMANHO SEQUENCIA TIPO DO
DO SCC mec
AMPLICON
(pb)
A CIF2 F2 495
CIF2R2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG
ATTTACCACAAGGACTACCAGC I
B KDP F1 284 AATCATCTGCAATTGGTGATGC 11
KDP RI CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
C MECI P2 209 ATCAGACTTGCATTCAGGC I1, 111
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC
D DCS F2 342 CATCCTATGATAGCTTGGTG LIL IV
e GCGGTTTCAATTCACTTGTC
E RIF4 F3 243 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 111
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGA
F RIF5 F10 414 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 111
RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC
G 1S431 P4 381 CAGGTCTCTTCAGATCTACG IA
Pub110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC
H 1S431 P4 303 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 1 A
PT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC
Mec A MECA P4 162 TCCAGATTACAACTTCACCAGG Padrio
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG Interno
luK PVL-1 406 ATCCGAGAGACTATTTTGTGC Em geral,
NPVL-2 CATCAACCTTTTTCTCACTTAC IVeV

Loécus A especifico para o SCCmec do tipo I; locus B especifico para SCCmec do tipo II; 16cus C
encontrado nos SCCmec dos tipo II e I1I; 1dcus D presente nos SCCmec dos tipos I, IT e IV; locus E
especifico para o SCCmec do tipo I1I; 16cus F também especifico para o tipo III; l6cus G e 16cus H

utilizados para diferenciar os SCCmec dos tipos I e III dos tipos 1A e IIIA, respectivamente.

O gene mecA foi utilizado como controle interno da reagdo de PCR. O gene IuK foi verificado nas
cepas comunitarias de MRSA.(Oliveira, Tomasz & De Lencastre (2002) ).

RESULTADOS

1. Identificagéo das cepas estafilococicas resistentes a meticilina



Neste estudo, foram utilizadas apenas as cepas de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis que apresentaram ter a mesma identificagdo tanto no
Api Staph quanto no Vitek. Todas as cepas de MRSA utilizadas nesta dissertagao
também apresentaram resultado positivo para coagulase e catalase. J& as cepas de
MRSE apresentaram resultado positivo para catalase e negativo para coagulase.
Desta forma, das 120 cepas obtidas do laboratério de microbiologia do HUAP,
apenas 64 foram classificadas como MRSA (43 cepas) e MRSE (21 cepas).

2. Caracterizacéo dos Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
2.1. Susceptibilidade dos MRSA aos antimicrobianos utilizados na clinica

Na andlise do perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos 43 MRSA
analisados, foi observado que a resisténcia a eritromicina estava presente na
maioria das cepas de MRSA estudadas (40/43 ou 93%), seguida da resisténcia a
clindamicina (38/43 ou 88%), a ciprofloxacino (35/43 ou 81 %), a gentamicina
(33/43 ou 77 %), ao cloranfenicol (26/43 ou 61 %), ao sulfametoxazol +
trimetoprima (17/43 ou 40 %), a tetraciclina (10/43 ou 23 %), a mupirocina (3/43
ou 7%) e a rifampicina (1/43 ou 2%) (Figura 1).

Todas as cepas apresentaram sensibilidade a vancomicina, a linezolida e a
teicoplanina. Uma resisténcia intermediaria foi verificada em 13 (30%) cepas,
sendo 7 (16%) a tetraciclina, 4 ao ciprofloxacino (9%) e 3 ao cloranfenicol (7%).
Cabe ressaltar que as cepas 13/04, 90/05 e 102/05 apresentaram resisténcia
intermediaria a dois ou mais antibioticos concomitantemente.

Também foi verificado que a maioria das cepas estudadas apresentou
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos além dos B-lactdmicos (38/43
ou 88%; Tabela 2).

A resisténcia a meticilina foi verificada através dos discos de oxacilina 1 pg
e cefoxitina 30 pg. Foi observada a presenca de coldnias bacterianas dentro do
halo de sensibilidade em 4 cepas (133/05, 52/06, 57/06 e 84/06) quando usado
disco de oxacilina. Quando a resisténcia a oxacilina foi constatada através de
discos com 30 pg de cefoxitina, os diametros dos halos de inibi¢cdo de crescimento
variaram entre 0 ¢ 18 mm.

Nao foi verificada inducdo da resisténcia a clindamicina pela eritromicina
na cepa 48/06, Unica cepa de S. aureus que era resistente a eritromicina e sensivel a

clindamicina.



2.2. Producéo de biofilme

Os resultados sobre a expressao de biofilme pelas cepas de MRSA
provenientes de pacientes infectados ou colonizados do HUAP sdo apresentados na
tabela 2. Das 43 cepas de MRSA testadas, 7 (16%) foram classificadas como nao
aderentes, ou seja, ndo produtoras de biofilme. Assim, as 36 (84%) cepas de
MRSA utilizadas neste estudo foram consideradas produtoras de biofilme e
classificadas como: (i) fracamente aderentes: 23% ou 10/43; (i1)) moderadamente
aderentes: 26% ou 11/43 e (iii) fortemente aderentes: 35% ou 15/43.

Das 7 cepas de MRSA isoladas de colonizagdo da nasofaringe, 2 ndo
produziram biofilme (29%), 3 foram classificadas como fracas produtoras (43%), 1
como produtora moderada (14%) e 1 como forte produtora (14%). Das 36 cepas
isoladas de quadros infecciosos, apenas 5 (14%) foram classificadas como ndo
produtoras, sendo 2 cepas oriundas da corrente sanguinea, 1 de urina, 1 de ponta de
cateter ¢ 1 de aspirado traqueal. Dentre as 31 cepas restantes, 7 (23%) foram
classificadas como produtoras fracas e foram obtidas de infec¢ao de corrente
sanguinea, 10 (32%) cepas foram classificadas como produtoras moderadas sendo
obtidas dos seguintes sitios: sangue (6), escarro (1), secrecao cutanea (1), secre¢cdo
de lesdo dssea (1) e ferida na pele (1). As 14 cepas de MRSA restantes (45%)
foram classificadas como fortemente produtoras de biofilme; destas, 9 cepas foram
obtidas de corrente sanguinea, 3 de ponta de cateter, 1 de swab umbilical e 1 de

lavado brénquico.

2.3. Andlise dos Perfis de Fragmentacdo do DNA Cromossdmico e
Clonalidade Através de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Através da técnica de PFGE, foram detectados dentre as 43 cepas de S.
aureus 14 clones, identificados como A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, L, M, N e O. Os
complexos clonais A e B foram predominantes, ambos com 14 representantes
(32,6%). As cepas pertencentes ao complexo clonal A apresentavam padrao de
PFGE semelhante ao apresentado pela amostra representativa do clone epidémico
brasileiro (CEB), clone largamente disseminado nos hospitais brasileiros e em
diversos outros paises.

As cepas do clone B se diferenciaram por mais de 6 bandas do complexo

clonal A, apresentando relacdo clonal com cepas designadas como USA-400,



amplamente disseminado nos EUA, causando infecg¢des tanto em hospitais como
em pele e tecidos moles de individuos saudaveis da comunidade. As cepas deste
estudo pertencentes ao clone B diferiram do padrdo USA-400 por apresentarem 4
bandas diferentes. Estas cepas ndo apresentaram subtipos conforme os critérios de
Tenover (1995).

As amostras 20/06, 48/06, 52/06 e¢ 57/06 foram alocadas no clone C
(Figura 2) por se diferenciarem em mais de 6 bandas do Complexo clonal A e do
Clone B. Estes padroes de PFGE apresentam relag@o clonal aparentemente com o
clone pediatrico (Figura 2).

Outras 11 cepas foram identificadas como cepas esporadicas por nao

apresentarem semelhanca no padrdo de PFGE com nenhum outro clone j& descrito.

2.4. Tipagem da ilha mec

Das 43 amostras de MRSA, apenas 2 cepas (4,7%) foram classificadas
como SCCmec tipo I e pertenciam a clones esporddicos; 1 cepa (2,35%)
apresentou SCCmec tipo II, sendo classificada também como clone esporadico; 18
cepas (41.9%) foram classificadas como SCCmec tipo III, pois os genes rif5 (414
pb), rif4 ( 243 pb) e mecl (209 Kb) foram amplificados (Figura 3). As outras 22
cepas restantes foram tipificadas como SCCmec tipo IV. Destas, 4 eram
esporadicas, 14 pertenciam ao complexo clonal USA-400, clone descrito
inicialmente como causador de infec¢cdes comunitarias e 4 pertenciam ao suposto
complexo clonal pediatrico. Na figura 2 pode ser verificado o fragmento de 342
pares de base (pb) referente ao 16cus DCS. A auséncia dos produtos de PCR para
os 16cus KDP (284 pb) e CIF2 (495 pb) também foi verificada, confirmando que
estas cepas possuem SCCmec tipo IV. O mec A foi utilizado como padrao interno

da reacgao.

2.5. Deteccdo genotipica da leucocidina Panton-Valentine (PVL) em cepas de
MRSA USA-400

Pelo fato do gene IukF, que codifica para a subunidade F da PVL, ser
descrito na maior parte das vezes em cepas comunitarias, sua deteccdo foi
realizada nas cepas pertencentes ao clone USA-400. Nao foi verificada a
amplificagdo do gene IUKF em nenhuma das 15 cepas pertencentes ao clone B

analisadas (Figura 4).



3.0. Caracterizacdo dos Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina.
3.1. Susceptibilidade dos MRSE aos antimicrobianos utilizados na clinica.

Ao se estudar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos MRSE
analisados, foi observada grande resisténcia a eritromicina (19/21 ou 90%),
seguida de clindamicina (14/21 ou 67%), ciprofloxacino (9/21 ou 43 %),
sulfametoxazol + trimetoprima (8/21 ou 31%), gentamicina (7/21 ou 33%),
mupirocina e cloranfenicol (6/21 ou 29%), tetraciclina (3/21 ou 14%) e
rifampicina (1/21 ou 5%). Nenhuma cepa resistente a vancomicina, a linezolida e a
teicoplanina foi detectada (Tabela 3).

Resisténcia intermediéria foi observada em 13 (62%) cepas, sendo 7 (33%)
ao cloranfenicol, 5 (24%) a gentamicina, 2 (10%) ao ciprofloxacino, 2 (10%) ao
sulfametoxazol + trimetoprima e 1 a eritromicina (5%). Cabe ressaltar que as cepas
51/04, 15/05, 24/05, 110/05, 08/06, 43/06 apresentaram resisténcia intermediaria a
dois ou mais antibioticos concomitantemente. Também foi verificado que a
maioria das cepas estudadas apresentou resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos além dos B-lactdmicos (16/21 ou 76%) (Tabela 3).

A resisténcia a meticilina foi verificada através de discos de oxacilina 1 pge
cefoxitina 30 pg. Quando a resisténcia a oxacilina foi constatada através de discos
com 30 pg de cefoxitina, o diametro dos halos variou entre 0 e 19 cm.

Através do teste do qui-quadrado verificou-se que nao ha diferencga
estatisticamente significativa entre as cepas de MRSA e MRSE ¢ a

multirresisténcia.

3.2. Producéo de Biofilme

Os resultados sobre a expressdo de biofilme pelas cepas de MRSE
provenientes de pacientes infectados ou colonizados do HUAP estao apresentados
na tabela 3. Das 21 cepas de MRSE testadas, 10 (48%) foram classificadas como
ndo aderentes, ou seja, foram consideradas como ndo produtoras de biofilme.
Assim, 11 (52 %) cepas do HUAP foram produtoras de biofilme, recebendo a
seguinte classificagdo: fracamente aderente 14% (3/21), moderadamente aderente
10% (2/11) e fortemente aderente 28 % (6/11).

Das 10 cepas ndao produtoras de biofilme, todas foram coletadas de

infecgdes da corrente sanguinea. Entre as outras 11 cepas restantes, 3 foram



classificadas como produtoras fracas e oriundas de sangue (2) e de lavado
bronquico (1). 2 cepas foram classificadas como produtoras moderadas e colhidas
1 da ponta de cateter e uma da corrente sanguinea. Dentre as 6 restantes que foram
classificadas como produtoras fortes, 3 vieram da corrente sanguinea, 2 de ponta

de cateter e 1 de secrecdo purulenta.

4. Andlise Estatistica na comparacdo da producao de biofilme

Ao se utilizar o teste do qui-quadrado no intervalo de confianga de 95%
para comparar se ha diferenga entre os MRSA ¢ os MRSE no que diz respeito a
producdo de biofilme constatou-se que ha uma diferenga estatisticamente
significativa entre a produ¢do de biofilme dos 2 grupos (p= 0,0077). No entanto, se
compararmos a aderéncia entre os principais clones de MRSA deste trabalho, o
USA-400 e o CEB, vemos que ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre
as cepas que produzem e as que ndo produzem biofilme nestes 2 grupos,

aparentando ter ambos clones uma significativa produgdo de biofilme.
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Figura 1. Perfil de resisténcia de 43 cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina frente

aos antimicrobianos usados na clinica.
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Figura 2. Perfis eletroforéticos obtidos pela metodologia de PFGE mostrando o complexo clonal A

(CEB), o Clone B (USA-400), o clone C (possivelmente relacionado com o clone pediatrico) e o
Clone H (esporadico). Linha 1, 54/04, clone A; linha 2, 90/05, clone A; linha 3, 32/04, clone A;
linha 4, 21/04, clone A; linha 5, 74/05, clone A; linha 6, 27/06, clone A; linha 7, 04/05, clone A;
linha 8, Padrdo do CEB(A1,9393); linha 9, Peso molecular (Lambda ladder); linha 10, 96/05, clone
B; linha 11, Padrdo USA-400; linha 12, 101/05, clone B; linha 13, 97/05, clone B ; linha 14, Padrido
USA-100; linha 15, 20/06, clone C; linha 16, 48/05, clone C ; linha 17 , 52/06, clone C; linha 18,
57/06, clone C; linha 19 , 02/06, clone H; linha 20, Peso molecular

(Lambda ladder).
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Figura 3. Amplificac@o dos genes Rif 5 (414 Kb) e Mec I (209 Kb) que codificam SCCmec tipo III,
Dcs (342 Kb) e Mec A( 600Kb) que codificam SCCmec tipo IV . Linha 1: Padrio de peso
molecular (low mass); linha 2: 13/04, tipo III; linha 3: 29/04, tipo III; linha 4: 30/04, tipo III;
linha 5: 32/04, tipo III; linha 6: 69/05; tipo IV; linha 7: 89/05, tipo IV; linha 8: 02/06, tipo I'V.
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Figura 4. Amplificagdo do gene IUKF que codifica para PVL.

Linha 1: Padrdo de peso molecular (low mass); linha 2: Padrdo USA-400; linha 3: 107/05; linha 4:
117/05; linha 5: 133/05; linha 6: 106/05; linha 7: 105/05; linha 8: 96/06; linha 9: 6505; linha 10:
WB69 (padrao positivo).
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Figura 5. Perfil de resisténcia de 21 cepas de Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina

frente aos antimicrobianos usados na clinica.

Tabela 2. Resultados da clonalidade, tipagem do SCC mec e produgéo de biofilme e perfil
de resisténcia das cepas de MRSA

CEPA ORIGEM CLONE SCC mec UB Classificagdo Resisténcia
tipo
13/04 Lavado A 11T 2.130 Produtora forte CLO, GENT, ERI, SUT,

bronquico FOX, CLIND



21/04

29/04

30/04

32/04

54/04

55/04

04/05

74/05

90/05

102/05

130/05

24/06

27/06

65/05

69/05

89/05

96/05

105/05

106/05

107/05

Escarro

Cateter

Swab umbilical

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Cateter

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Cateter

Swab de

nasofaringe

Swab de

nasofaringe

Cateter

111

111

1

11T

1

11T

111

1

1

1T

it

111

1

0.460

1.880

1.750

0.240

1.060

0.510

1.090

1.970

2.152

1.64

0.440

0.720

0,750

1.440

0.770

2222

0.90

0.380

0.390

0.110

Produtora
moderada
Produtora forte
Produtora forte
Produtora fraca
Produtora forte
Produtora
moderada
Produtora forte
Produtora forte
Produtora forte
Produtora forte
Produtora fraca
Produtora
moderada
Produtora
moderada
Produtora forte
Produtora
moderada
Produtora forte
Produtora forte
Produtora fraca

Produtora fraca

Nao produtora

CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
CLIND, TETRA
CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND
CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND, TETRA
CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND, TETRA
CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND, TETRA
CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND, TETRA
CIP, GENT, MUP, ERI,
SUT, FOX, CLIND
CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND, TETRA
CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND
GENT, RI, SUT, FOX,
CLIND, TETRA
CIP, GENT, RIF, ERI, SUT,
FOX, CLIND, TETRA
CIP, GENT, ERI, SUT, FOX,
CLIND
CIP, GENT, ERI, SUT, FOX,
CLIND
CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
CLIND
CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
CLIND
CIP, CLO, ERI, FOX,
CLIND
CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
CLIND
CIP, GENT, ERI, FOX,
CLIND
CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
CLIND
CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
FOX, CLIND

A complexo clonal do CEB, B complexo clonal do USA-400 e C parece ser o complexo clonal do clone Pediatrico e de D-O
clones esporadicos.
Considerando U.B. < 0,230 néo produtor, 0,230 < U.B. < 0,460 produtor fraco, 0,460 < U.B. < 0,920 produtor moderado ¢ U.B.
> 0,920 produtor forte. Sendo UB Unidade de Biofilme.
CIP: ciprofloxacino, CLO: cloranfenicol, GENT: gentamicina, RIF: rifampicina, MUP: mupirocina, ERI: eritromicina, SUT:
Sulfametazol+Trimetropim, FOX: cefoxitina, TET: tetraciclina, CLIN: clindamicina.

117/05

133/05

35/06

50/06

Sangue
Aspirado
traqueal

Sangue

Sangue

v

0.360

0.100

0.690

0.450

Produtora fraca

Nao produtora

Produtora

moderada

Produtora fraca

CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
CLIND
CIP, FOX

CIP, CLO, ERI, FOX,
CLIND

CIP, CLO, ERI, FOX,
CLIND



58/06 Secregdo cutanea B v 0.260 Produtora fraca CIP, CLO, ERI, FOX,
CLIND, TETRA

97/05 Sangue B v 0.380 Produtora fraca CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
CLIND
101/05 Swab de B v 0.190 Nao produtora CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
nasofaringe CLIND
20/06 Sangue C v 1.660 Produtora forte GENT, FOX
48/06 Secregdo cutanea C v 0.500 Produtora ERI, FOX,
moderada
52/06 Swab de ferida C v 0.490 Produtora CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
cirirgica moderada CLIND
57/06 Swab de C v 1.140 Produtora forte ERI, FOX, CLIND
nasofaringe
05/04 Secregdo da D 11 0.240 Produtora fraco MUP, FOX, CLIND
nasofaringe Esporadico
56/04 Sangue E v 0,710 Produtora CIP, OXA, PEN, GENT,
Esporadico moderada MUP, ERIFOX, CLIND,
TET
129/05 Sangue F 11T 0.060 Nao produtor CIP, CLO, GENT, ERI, SUT,
Esporadico FOX, CLIND
85/05 Secrecdo da G v 0,510 Produtora fraca CIP, OXA, PEN, ERI, FOX,
lesdo Ossea Esporadico CLIND, TET
02/06 Sangue H v 0.160 Nao produtora CIP, CLO, ERIL FOX,
Esporadico CLIND
11/06 Swab de 1 1 0.900 Produtora CIP, ERI, FOX, CLIND
nasofaringe Esporadico moderada
15/06 Sangue J 1 0.300 Produtora fraca GENT, ERI, SUT, FOX
Esporadico
49/06 Sangue L 11T 2.180 Produtora forte CIP, GENT, ERI, SUT, FOX
Esporadico
54/06 Sangue M v 1.622 Produtora forte CIP, ERI, FOX, CLIND
Esporadico
95/06 Urina N I 0.150 Nao produtora CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
Esporadico CLIND
84/06 Swab de (0} 1 0.090 Nao produtora CIP, CLO, GENT, ERI, FOX,
nasofaringe Esporadico CLIND

A complexo clonal do CEB, B complexo clonal do USA-400 e C parece ser o complexo clonal do clone Pediatrico e de D-O clones
esporadicos.

Considerando U.B. < 0,230 ndo produtor, 0,230 < U.B. < 0,460 produtor fraco, 0,460 < U.B. < 0,920 produtor moderado ¢ U.B. >
0,920 produtor forte. Sendo UB Unidade de Biofilme.

CIP: ciprofloxacino, CLO: cloranfenicol, GENT: gentamicina, RIF: rifampicina, MUP: mupirocina, ERI: eritromicina, SUT:
Sulfametazol+Trimetropim, FOX: cefoxitina, TET: tetraciclina, CLIN: clindamicina.

Tabela 3. Resultados da producéo de biofilme e perfil de resisténcia de MRSE

Cepa Origem da UB Classificagdo Resisténcia
cepa
24/04 Lavado 0,270 Produtora fraca CIP, GENT, MUP, ERI,

bronquico SUT, FOX



51/04
58/04
02/05
08/05

15/05
19/05

24/05

30/05

31/05

36/05
49/05

59/05

68/05
70/05

110/05
08/06
43/06
46/06

51/06
81/06

Sangue
Sangue
Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Secregao
purulenta
Cateter

Sangue

Cateter

Sangue

Sangue

Cateter
Sangue
Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

0,136
0,003
0,111
3,592

0,401
0,014

0,020

0,248

1,056

0,480
0,026

2,060

0,020
1,030

1,400
0,880
0,070
1,140

0,004
0,200

Nao produtora
Nao produtora
Nao produtora

Produtora forte

Produtora fraca

Nao produtora

Nao produtora

Produtora fraca

Produtora forte

Produtora moderada

Nao produtora

Produtora forte

Nao produtora

Produtora forte

Produtora forte
Produtora moderada
Nao produtora

Produtora forte

Nao produtora

Nao produtora

CIP, FOX
ERI, FOX
SUT, FOX
CIP, GENT, MUP, ERI,
SUT, FOX, CLIND
ERI, FOX, CLIND
CIP, CLO, ERI, FOX,
CLIND
CLO, ERI, FOX, TETRA,
CLIND
CIP, GENT, MUP, ERI,
SUT, FOX, CLIND
ERI, FOX, TETRA,
CLIND
GENT, ERI, SUT, FOX
CLO, GENT, MUP, ERI,
FOX, CLIND
CIP, GENT, MUP, ERI,
SUT, FOX, CLIND
ERL, SUT, FOX
CIP, MUP, ERI, FOX,
CLIND
CIP, ERI, FOX, CLIND
CLO, ERI, FOX, CLIND
CLO, ERI, FOX, CLIND
RIF, ERI, SUT, FOX,
CLIND
CLO, ERL, FOX, TETRA
CIP, GENT, ERI, FOX,
CLIND

U.B. < 0,230 nao produtor, 0,230 < U.B. < 0,460 produtor fraco, 0,460 < U.B. < 0,920 produtor
moderado e U.B. > 0,920 produtor forte. Sendo UB Unidade de Biofilme.

CIP: ciprofloxacino, CLO: cloranfenicol, GENT: gentamicina, RIF: rifampicina, MUP: mupirocina,
ERI: eritromicina, SUT: Sulfametazol+Trimetropim, FOX: cefoxitina, TET: tetraciclina, CLIN:

clindamicina.

DISCUSSAO

Desde o primeiro relato sobre o aparecimento de S. aureus meticilina



resistente (MRSA) em 1961, estas bactérias se apresentam como um problema
mundial devido ao aumento de sua incidéncia (JEVONS, COE & Parker, 1963).
Estes microrganismos tornaram-se, assim, um problema clinico importante, pois 0s
MRSA sao geralmente multirresistentes e as opgdes terapéuticas limitadas (FLUIT
etal., 2001).

Dados de 2005 indicam que nos paises do sul da Europa, as taxas de cepas
hospitalares de MRSA estao em torno de 40%, incluindo Portugal, que chega a ter
maior prevaléncia, por volta de 47% (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System, 2006). No Brasil € em outros paises, incluindo os EUA, cerca
de 60% das cepas hospitalares de S. aureus sdao do tipo MRSA (NNIS, 2004;
AMARAL, COELHO & FLORES, 2005; BRITES, SILVA & SAMPAIO-SA,
2006).

Ao testar a susceptibilidade das cepas de MRSA que fazem parte desta
dissertacdo frente aos 14 antimicrobianos utilizados na pratica clinica, observamos
uma elevada resisténcia destas cepas frente a eritromicina (93%), a clindamicina
(88%), e ao ciprofloxacino (81%) . Além disto, 88% das cepas apresentaram
multirresisténcia, ou seja, resisténcia a trés ou mais classes de drogas além dos -
lactdmicos. Recentemente, um estudo, feito em unidades de terapia intensiva em
hospitais do Canada, verificou que 90% das cepas de MRSA eram resistentes a
fluorquinolonas e 76% a clindamicina (ZHANEL et al., 2008). Em outro estudo,
realizado em um hospital coreano, comparou-se a multirresisténcia das cepas de
MRSA em adultos e criangas. A taxa de resisténcia encontrada foi de 92% a
eritromicina, 82% a clindamicina e ao ciprofloxacino e 32% a tetraciclina para os
adultos. Este mesmo trabalho verificou que as taxas de resisténcia foram mais
baixas, porém consideraveis, quando o alvo de estudo foram as criangas. E
interessante notar que a eritromicina continuou sendo a droga com taxas de
resisténcia mais altas e sempre superiores a 76%. No entanto, a resisténcia a
clindamicina e ao ciprofloxacino foi bem menor, 16% e 8% respectivamente
(PARK et al., 2007). O autor sugere que esta diferenca se deve ao fato de que as
cepas que colonizam criangas sejam bem diferentes das que colonizam adultos,
que, por possuirem habitos diferentes, a cepa provém de distintos sitios de
colonizacdes. Além disso, estes dois grupos apresentam defesas imunologicas
diferenciadas e a pressdo seletiva das drogas age de maneira distinta, ja que para

tratar infecgdes nao € usado o mesmo antibidtico.



Nas ultimas décadas, também foi observado um aumento substancial na
freqiiéncia de resisténcia a meticilina e na multirresisténcia entre os Estafilococus
Coagulase Negativa (ECN) (DE MATTOS et al., 2003). O niimero de cepas de S.
epidermidis multirresistentes que colonizam a pele de pacientes hospitalizados, de
profissionais de saude e até mesmo de pessoas saudaveis da comunidade vem
aumentando nos ultimos anos. No estudo realizado por De Araujo e colaboradores
(2006) , também foi demonstrado que, além das cepas nosocomiais, as cepas de
MRSE isoladas de individuos sdos da comunidade vém crescendo quanto ao seu
potencial de multirresisténcia aos antimicrobianos, pois 15 das 35 cepas de MRSE
analisadas naquele estudo, de origem comunitaria, apresentaram resisténcia a até
quatro antimicrobianos diferentes, além da penicilina e oxacilina, demonstrando
que cepas de MRSE isoladas de individuos sdos da comunidade podem apresentar
multirresisténcia.

A multipla resisténcia aos antibioticos em S. epidermidis é um problema
reconhecido mundialmente e parece estar relacionado com o uso indiscriminado e
prolongado dessas drogas (PEETES & SARRIA, 2005). Estes dados podem ser
confirmados nesta dissertacdo, pois das 21 cepas de MRSE obtidas de pacientes
hospitalizados, 76% apresentaram resisténcia a trés ou mais antibidticos além dos
B-lactamicos. Um estudo semelhante realizado no mesmo hospital relatou que 72%
das cepas de MRSE apresentaram multirresisténcia (DE ARAUJO et al., 2006).
Em outra pesquisa (MONSEN, KARLSSON & WISTROM, 2005) realizada em
um hospital na Suécia, foram isoladas 70 cepas de ECN oriundas de 68 pacientes.
Os autores relataram que todas as cepas analisadas apresentaram resisténcia a
oxacilina, a clindamicina, ao cotrimazol, a gentamicina e ao 4cido fusidico. Dentre
estas 70 cepas multirresistentes, 69 foram identificadas como Staphylococcus
epidermidis.

Em nosso estudo, a maioria das cepas nosocomiais de MRSE apresentou
resisténcia a eritromicina (90%) e taxas elevadas também foram observadas para
clindamicina (67%), ciprofloxacino (43%), sulfametoxazol-+trimetroprima (38%) e
gentamicina (33%), seguidas de resisténcia ao cloranfenicol e & mupirocina (29%),
a tetraciclina (14%) e a rifampicina (5%). Estes dados estdo de acordo com a
literatura cientifica, uma vez que estudos anteriores também observaram um
aumento da freqiiéncia da resisténcia a estes antimicrobianos em cepas de MRSE

hospitalares (PFALLER, et al., 1999; DIEKEMA, et al., 2001; SADER, et al.,



2004).

Baixas taxas de resisténcia de cepas de MRSA e MRSE a mupirocina tém
sido observadas (WATANABE et al., 2001; KRESKEN et al., 2004;). O estudo de
Kresken foi realizado com 787 cepas de S. aureus e 456 de S. epidermidis obtidas
de 26 laboratorios localizados na Austria, Alemanha e Suica. A resisténcia a
mupirocina foi detectada somente nas cepas resistentes a oxacilina (MRSA e
MRSE) e as taxas de resisténcias apresentadas foram de 3,1% e 4,5%,
respectivamente. Em nosso trabalho foram verificadas taxas de resisténcias de
28,6% em MRSE € 7% em MRSA.

Atualmente existem poucos clones de MRSA hospitalares espalhados pelo
mundo, sendo os principais: Ibérico (ST 247 - SCCmeclA), Brasileiro (ST 239 -
SCCmeclll), Nova York/Japonés (ST 5 - SCCmecll), Pediadtrico (ST 5 -
SCCmeclV), EMRSA-16 (ST 36 - SCCmecll), EMRSA-15 (ST 22 - SCCmeclV) e
Berlim (ST 45 - SCCmeclV) (OLIVEIRA, TOMASZ & DE LENCASTRE, 2002;
AIRES DE SOUZA & DE LENCASTRE, 2004).

O clone epidémico Brasileiro (CEB), descrito pela primeira vez em 1995
(TEIXEIRA et al., 1995), encontra-se amplamente disseminado pelos hospitais do
Brasil e também em hospitais de varios paises e vem demonstrando predominancia
sobre outros clones (MELTER et al., 1999; DA SILVA COIMBRA et al., 2000;
DE SOUZA et al., 2001; AIRES DE SOUZA et al., 2001; CAMPINILE et al.,
2001; AMARAL et al, 2005). Um bom exemplo € que, entre 1992 e 1993, o clone
Ibérico representava 77% dos isolados dos hospitais portugueses, nimero que
declinou dramaticamente depois da introducdo do clone brasileiro em 1995,
chegando a representar, entre 1996 e 2000, cerca de 69% das cepas isoladas no
hospital geral de Santo Antonio, em Oporto, Portugal (AMORIN et al., 2007).

Segundo Deurenberg e colaboradores (2006), atualmente estes principais
clones de MRSA hospitalares estdo distribuidos nos seguintes paises: 1) Clone
Brasileiro/Hungaro - Argélia, Argentina, Australia, Austria, Brasil, Chile, China,
Republica Tcheca, Finlandia, Alemanha, Grécia, India, Indonésia, Coréia,
Mongolia, Paises Baixos, Polonia ¢ Portugal; 2) Clone Nova York/Japonés -
Austria, Bélgica, Canadd, Dinamarca, Finlandia, Franca, Alemanha, Cor¢ia,
México, Singapura, Suécia, Uruguai, Reino Unido e Estados Unidos; 3) Clone
Ibérico - Bélgica, Croacia, Republica Tcheca, Dinamarca, Finlandia, Franga,

Alemanha, Italia, Paises Baixos, Polénia e Portugal; 4) Clone Pediatrico -



Argélia, Argentina, Austria, Brasil, Coldmbia, Dinamarca, Franga, Coréia,
Noruega, Polonia, Portugal, Espanha, Suécia, Uruguai, Reino Unido e Estados
Unidos; 5) Clone EMRSA-15 - Australia, Bélgica, Republica Tcheca, Dinamarca,
Alemanha, Irlanda, Kuwait, Nova Zelandia, Noruega, Portugal, Singapura,
Espanha, Suécia e Reino Unido; 6) Clone EMRSA-16 - Australia, Bélgica,
Canada, Dinamarca, Finlandia, Alemanha, Irlanda, México, Noruega, Espanha,
Suécia, Suica, Reino Unido ¢ Estados Unidos ; 7) Clone Berlim - Arménia,
Australia, Bélgica, Finlandia, Alemanha, Hungria, Paises Baixos, Noruega,
Espanha, Suécia, Suica ¢ Estados Unidos (DEURENBERG et al., 2006).

Conforme descrito, a atual entrada de outros clones hospitalares tem sido
relatada. Um exemplo claro desta mudanga est4d no fato de que no hospital citado
acima, a partir de 2001, houve uma alteracao abrupta na predominancia global dos
clones de MRSA, elevando para 80% a incidéncia do clone EMRSA-15 no periodo
de 2001 a 2005, enquanto o CEB apresentou um declinio de 69% para 12% no
mesmo periodo. Conseqiientemente, houve um aumento da susceptibilidade das
cepas aos antibidticos ndo B-lactdmicos, tendo como marcador do EMRSA-15 a
susceptibilidade a gentamicina e ao sulfametazole-trimetropina. Observou-se
também na Espanha, no ano de 2000, uma rapida mudanca da predominancia do
perfil clonal dos MRSA. Assim, em hospitais onde o clone Ibérico era prevalente,
este foi substituido pelo EMRSA-16 com conseqiiente aumento de susceptibilidade
a gentamicina e a tetraciclina. (MONTESINOS et al., 2000).

Também cabe ressaltar que, no estudo de Amorin e colaboradores (2007),
foi proposto que a resisténcia ao sulfametazole-trimetropina serviria como
importante marcador fenotipico da identificagdo do CEB, uma vez que foi
constatada a resisténcia a este antimicrobiano entre 33 (92%) das 36 cepas
isoladas. Tais resultados estdo de acordo com nosso estudo, o qual constatou que
das 14 cepas classificadas como CEB, treze (93%) apresentaram a resisténcia a
este antibiotico.

Do mesmo modo que Amorin e colaboradores (2007), neste trabalho de
dissertacdo também foi verificada a entrada de um novo clone de MRSA no
hospital estudado. Assim, das 43 cepas de MRSA obtidas do HUAP, observamos
que 32,6% (14/43) foram identificadas com pertencentes a um clone inicialmente
descrito como comunitario, o USA-400. Diferentemente do observado por

Teixeira e colaboradores (1995) e Amaral e colaboradores (2005), neste trabalho



verificamos que apenas 32,6% (14/43) das cepas foram identificadas como
pertencentes ao complexo clonal CEB.

Estudos recentes apontam que cepas de MRSA da comunidade com
SCCmec tipo IV vém sendo isoladas em varios hospitais (LAPLANA et al., 2007,
WENZEL, BEARMAN & EDMOND, 2007). Em um hospital na Espanha foi
descrito que a maioria das amostras que causava infeccdo hospitalar estava
relacionada aos tipos USA-300 e USA- 400 (WENZEL, BEARMAN &
EDMOND, 2007). Outro estudo recente, realizado com 422 pacientes em 11
emergéncias de hospitais universitarios dos Estados Unidos, demonstrou que 75%
das cepas isoladas foram classificadas como pertencentes a clones comunitarios
(CA-MRSA) (KRIDASAN et al., 2006).

As cepas de CA-MRSA sdo sensiveis a outros antibioticos, exceto os [3-
lactamicos (DEURENBERG et al., 2006; CORTES et al., 2007), pois estas, em
geral, ndo contém outros genes de resisténcia além do mecA (HANSSEN &
SOLLID, 2005). Neste estudo, observamos que as 14 cepas de USA-400 (Clone B)
apresentaram perfil de resisténcia aumentado com relagdo as USA-400
anteriormente descritas (DEURENBERG et al., 2006, CORTES et al., 2007).
Exemplificando, todas as cepas classificadas como USA-400 encontradas no
HUAP eram resistentes ao ciprofloxacino, 13 cepas (93%) apresentaram
resisténcia a clindamicina e a eritromicina e 12 (86%) ao cloranfenicol. Vale
ressaltar, no entanto, que apenas 1 (107/05) foi resistente ao sulfametazole-
trimetropina. Parece clara a ocorréncia da incorporacao de elementos de resisténcia
no background genético da célula, quando estas cepas se tornam predominantes no
ambiente hospitalar. A predominancia da USA-400 pode ter ocorrido pelo fato
destas cepas possuirem a sua fase lag de crescimento menor do que cepas
altamente resistentes, como ocorre com o CEB, pois seu genoma ¢ mais simples e
por isso se multiplica mais rapidamente.

Um estudo afirma que o SCCmec do tipo IV foi encontrado duas vezes a
mais do que outros tipos de SCCmec nas cepas de MRSA. Isto possivelmente se
deve ao pequeno tamanho do SCCmec tipo IV comparado a outros tipos de
SCCmec, o que possivelmente pode facilitar a transferéncia do cassete entre as
cepas (DEURENBERG et al., 2006).

Ao se estudar os genes da PVL, percebe-se que estdo geralmente

associados a CA-MRSA (LISA et al., 1999). A maior parte das cepas CA-MRSA



estudadas na Europa e nos Estados Unidos possui genes desta leucocidina
(VANDENESH, 2003). No entanto, nenhuma das 14 cepas deste trabalho
classificadas como clone USA-400 teve o gene IukF amplificados quando
submetidas a PCR. Similarmente, estudos feitos com CA-MRSA obtidos na
Australia também demonstraram que a maioria das cepas analisadas nao
amplificou os genes para PVL (CASEWELL, 1986; COOMBS, 2006).

Outro estudo (ROSSNEY et al., 2007) mostrou que carrear os genes de
PVL ndo ¢ restrito as cepas de CA-MRSA, sendo também encontrado no montante
de 25% em um grupo HA-MRSA na Irlanda. Este fato confirma outra pesquisa
(DIEP et al., 2006), que demonstra que o gene pvl ndo pode ser usado como um
marcador isolado do CA-MRSA, acrescido do fato de que muitas cepas
classificadas como CA-MRSA ndo expressam a leucocidina, conforme citado
acima.

Nao restam duvidas que a resisténcia a antimicrobianos é um dos
mecanismos mais importantes que leva a permanéncia e disseminagdo de cepas
infecciosas nos hospitais. Mais recentemente, outro mecanismo também tem sido
implicado nesta permanéncia e espalhamento de cepas estafilocdcicas hospitalares.
A capacidade de produzir biofilme pelas cepas do género Staphylococcus é
também considerada um fator preponderante na patogenia destes microrganismos
(VANDEESCASTELLE et al., 2003). Dessa forma, sem a prote¢do do biofilme,
estas bactérias estariam susceptiveis as defesas imunologicas do hospedeiro ou
mesmo aos antimicrobianos (LI et al., 2005).

Infecgdes bacterianas na regido de implantes de materiais médicos como
cateteres e proteses artificiais representam um sério problema na 4rea médica.
Pesquisas realizadas nos EUA verificaram que, quando se consideram todos os
materiais médicos implantados, o nimero de infec¢des associadas a implantes
pode chegar a um milhdo por ano (HENTRICH & SCHOENFISCH, 2006).

A literatura cientifica mostra que infec¢des associadas a cuidados médicos
¢ a maior causa de doencas e morte de pacientes em paises desenvolvidos
(JARWIS,1996 ; DIAZ MOLINA, et al.,1998). Infec¢des associadas a dispositivos
médicos, tais como respiradores associados a pneumonia, cateter venoso central e
cateter associado ao trato urindrio sdo considerados riscos a seguranca de pacientes
na UTI (Unidade de Tratamento Intensivo) (FAGON, et al., 1994).

Rosenthal e colaboradores (2006), em estudo realizado em paises em



desenvolvimento (paises da América Central e do Sul, india, Marrocos e Turquia),
observaram altas taxas de infec¢do associadas a dispositivos médicos (22,5
infecg¢des por 1000 pacientes por dia, internados em UTI), sendo que, dentre estes
casos, 84% das infec¢des foi causada por MRSA. Naquele estudo também foi
ressaltado que a incidéncia total de casos de infecgdes associadas a cateter venoso
central pode ser quatro vezes maior em paises em desenvolvimento se comparados
a paises que seguem as normas padronizadas pelo National Nosocomial Infections
Surveillance dos CDC (Centers for Disease Control), como Estados Unidos, Reino
Unido, Canada, Australia e Alemanha.

Esta diferenca pode ocorrer, considerando que alguns paises ndo possuem
mandados judiciais de criacdo de Programas de Infec¢do Hospitalar e a acreditacao
dos hospitais (ROSENTHAL et al., 2006). Estes autores abordam, também, a
existéncia de uma diferenca entre as taxas de paises periféricos e desenvolvidos,
pois fontes de informagdes sobre o controle das infecgdes sdo muito limitadas nos
paises periféricos, além das taxas de corpo de enfermagem/paciente serem muito
menores do que nos UTI dos EUA, por exemplo. Estudos realizados nos EUA
sobre infecgdes causadas por dispositivos médicos demonstraram que o pequeno
nimero de integrantes do corpo de enfermagem, cuidando de um numero grande
de pacientes, aumenta o risco destes tipos de infeccdo (ANDERSEN et al., 2002;
HUGGONET et al., 2004). E, finalmente, o uso de tecnologia ultrapassada pode
ser um fator de crescimento destas infeccdes. Por exemplo, o sistema aberto de
infusdo intravenosa ¢ usado em paises em desenvolvimento enquanto que o
sistema fechado ¢ padrao de uso em paises desenvolvidos (ROSENTHAL et al.,
2006). Foi demonstrado, recentemente, que o uso destes sistemas fechados resulta
numa taxa muito menor de infeccdo sanguinea associada a cateteres venosos
centrais (ROSENTAL & MAQUI, 2004).

A produgdo de biofilme sempre esteve associada aos S. epidermidis. No
entanto, esta bactéria ndo era considerada como patdogeno para o homem. A partir
dos anos 80, com o grande aumento da utilizacdo de processos invasivos, tanto
para fins de diagndsticos como para fins terapéuticos, estas bactérias passaram a
ser amplamente implicadas como patogenos hospitalares e foi creditada a producao
de biofilme a sua capacidade patogénica. Neste trabalho de dissertagdo, foi
verificado que das 21 cepas de S. epidermidis resistentes a meticilina obtidas do

HUAP, 11 eram produtoras de biofilme (52%). Resultados semelhantes foram



verificados por Aratjo e colaboradores em 2006. Apesar de 90% das cepas serem
de corrente sanguinea, a significancia clinica ndo foi avaliada neste estudo. Além
disso, também foi verificado que as 14 cepas pertencentes ao clone CEB e as 14
pertencentes ao clone USA-400 foram significantemente produtoras de biofilme
(trabalho em anexo). Diferentemente dos nossos resultados, o estudo de Amaral e
colaboradores (2005) verificou que cepas de MRSA pertencentes ao subclone A;
do complexo clonal CEB, o tipo mais encontrado no Brasil at¢é o momento,
produziam mais biofilme quando comparadas a cepas de S. aureus sensiveis a
meticilina (MSSA), clones esporadicos ¢ CEB ndo A;. No estudo de Amaral e
colaboradores (2005), a maioria das cepas analisadas foi coletada entre 1996 ¢
2001. Acreditamos que o fator temporal associado a pressdo seletiva possa ter
facilitado a troca de material genético, possibilitando o aparecimento de outros
clones com capacidade aumentada de produzir biofilme.

Evidentemente, a capacidade de cepas produtoras de biofilme em causar
infeccoes em individuos em nosso pais € muito mais alta do que em paises onde
existe uma maior vigilancia no controle das infeccdes causadas por MRSA e
MRSE.

Devido aos fatos apresentados neste trabalho, vé-se que ¢ de extrema
importancia um maior monitoramento da resisténcia microbiana nos hospitais
brasileiros pela ANVISA, pois através desta medida os pacientes receberdao um
tratamento mais eficaz e menos dispendioso. Infelizmente, recentemente foi relato
que seis estados brasileiros, dentre eles Rio Grande do Norte e Santa Catarina, nao
possuem coordenagdes de controle de infec¢cdo hospitalar. Espera-se que com
maxima urgéncia, nossa agéncia reguladora faca com que estes estados cumpram a
lei n©9431 de 1997, pois somente desta maneira eles passardo a ser mais atuante

no combate a infec¢ao hospitalar.



CONCLUSAO

*As cepas hospitalares estdo associadas a produgdo de biofilme, sugerindo assim

sua importancia na patogénese de infec¢cdes nosocomiais.

*As cepas de MRSA e MRSE possuem grande resisténcia a eritromicina, a

clindamicina e ao ciprofloxacino.

* A resisténcia ao cotrimazol confirmou ser um importante marcador do Clone

Epidémico Brasileiro (CEB).

*O Complexo Clonal USA-400 apresentou resisténcia a varios antibioticos, sendo
que 92,8% destas cepas apresentam sensibilidade ao  cotrimazol

(sulfametoxazol+trimetropina).

* As cepas de MRSA deste estudo que pertencem ao complexo clonal USA-400
ndo apresentaram genes para a producdo da PVL e se comportaram como as cepas

comunitarias australianas, WA-MRSA.

*A entrada de clones mais sensiveis a antibioticos no ambiente hospitalar também
foi detectada neste estudo, como as 4 cepas que aparentam pertencer ao Clone

Pediatrico.

* Introducdo e predominancia do complexo clonal USA-400, antes um clone
comunitario, agora se apresentando mais resistente a varios antibioticos, dentre as
cepas coletadas de pacientes internados do Hospital Universitario Antonio Pedro

(HUAP).
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