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APRESENTAGCAO



O Staphylococcus aureus se caracteriza por ser um importante patégeno
para os humanos. A capacidade patogénica de determinada cepa reside no efeito
combinado de fatores extracelulares e toxinas juntamente com as propriedades
invasivas da cepa. Além destas propriedades intrinsecas, deve-se salientar o alto
grau de resisténcia desse microorganismo a varios antibioticos. As cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a multiplos antibiéticos representam um
grande problema no controle das infecgdes hospitalares (IH). A capacidade de
viruléncia e de propagacdo das cepas de S. aureus depende de fatores
imunoldgicos, socioecondmicos, sistema de controle e vigilancia epidemioldgicos
das infecgdes hospitalares e caracteristicas dos hospitais. As infecgdes
hospitalares tém sido estudadas em todas as partes do mundo, o que torna
importante a analise da resisténcia antimicrobiana e diversidade genbémica de
cepas de S. aureus. Esse estudo podera contribuir para o melhor entendimento
do mecanismo de resisténcia antimicrobiana e das infecgdes hospitalares e,
consequentemente, promog¢ao da saude e melhora da qualidade de vida.

O presente trabalho foi desenvolvido em dois capitulos, o primeiro relata os
aspectos gerais do Staphylococcus aureus e de sua resisténcia a antimicrobianos.
O segundo capitulo mostra os resultados obtidos, por meio da detecgéo fenotipica
(antibiograma) e genotipica (PCR e RAPD) de S. aureus. O material biolégico
utilizado foram cepas de S. aureus isoladas de cateter vascular central de
pacientes em leitos do Centro de Terapia Intensiva. Os objetivos foram a analise
da resisténcia antimicrobiana através do antibiograma; identificagcdo da presenca
do gene mecA utilizando a técnica de PCR e deteccao da diversidade genémica,
utilizando a tipagem molecular por polimorfismo de DNA dessas cepas,
amplificado aleatoriamente (RAPD). As referéncias bibliograficas estdo dispostas
de acordo com a revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, que segue o estilo

usado no Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/serials/lii.html).



CAPITULO 1

Consideracoes gerais sobre Staphylococcus aureus

e resisténcia a antimicrobianos



Staphylococcus aureus

Descrito por Ogoston, em 1880 (apud Levy, 1997), como cocos em forma
de cachos e responsaveis por infecgbes piogénicas, o género Staphylococcus
compreendia inicialmente duas espécies discriminadas pela producdo de
pigmentos: S. aureus, de cor amarelo-dourado (Figura 1), e S. albus, de colbnias
brancas. Em 1971, Baird Parker (apud Levy, 1997) reconhecia apenas trés
espécies de importancia clinica, utilizando como caracteristica diferencial a prova
da coagulase: a) coagulase-positiva - S. aureus; b) coagulase-negativa - S.
epidermidis e S. saprophyticus. Atualmente, esse género compreende 28
espécies e 8 subespécies de bactérias caracterizadas como cocos Gram-
positivos, catalase-positiva, imoveis, em geral ndo-capsulados e anaerdbios
facultativos (Waldvogel 2000).

Figura 1: Colénias de Staphylococcus aureus.

Essa bactéria € encontrada em um largo espectro de doencas, desde
lesdes superficiais até severas infecgbes sistémicas, principalmente, em
pacientes imunodeprimidos (Coia et al. 1988). Em individuo sadio, esse

microrganismo é, frequentemente, um comensal das fossas nasais e do intestino.



Infecgoes causadas pelo Staphylococcus aureus

As infecgdes por estafilococos podem ser didaticamente, classificadas com
base em dois mecanismos distintos: 1) processo infeccioso agudo; e 2) doengas
causadas por toxinas. As infecgbes agudas podem ser localizadas como pustulas,
furdnculos, impetigos ou processos mais extensos e graves, como infecgéo
cirurgica, osteomielite, pneumonia, endocardite, meningite, etc., ou disseminadas,
como bacteremia e septicemia. Doengas causadas por toxinas de estafilococos
apresentam, também, amplo espectro de manifestagdes clinicas, como celulite,
sindrome da pele escaldada, sindrome do choque toxico e intoxicagao alimentar
(Arbuthnott, et al. 1990; Almeida 2004).

Resisténcia a Antimicrobianos

A colonizacdo do S. aureus e a subsequente infeccdo em pacientes
hospitalizados constituem um elevado risco, principalmente, devido a
possibilidade de apresentarem multipla resisténcia aos antibiéticos usualmente
disponiveis no comércio. Além disso, os S. aureus podem expressar diversos
fatores de viruléncia que lhes conferem capacidade de rapida colonizacao e,
encontrando condicbdes apropriadas, pode ocorrer sua disseminagao através dos
diversos tecidos e 6rgaos do hospedeiro (Gongalves et al. 1987; Berger-Bachi
1994). Seu repertorio de genes, que pode ser regulado diferentemente
dependendo do sinal ambiental, permite a adaptagdo dessa bactéria a ambientes
adversos, possibilitando assim, sua invasdo, sobrevivéncia e multiplicagdo em
diferentes sitios do hospedeiro (Jordens et al. 1989; Lowy 2003). Os genes de
resisténcia bacteriana variam de acordo com sua localizagdo, tipo de
transferéncia e expressao ( Koneman et al. 2001).

A capsula polissacaridica, por exemplo, parece impedir a sua fagocitose
opsobnica, enquanto o peptideoglicano, da parede celular, parece estar envolvido
na resposta inflamatoria do hospedeiro contra infecgoes estafilocdcicas, pela
ativacao da via alternativa do sistema complemento. Um outro componente da

parede celular, o acido teicoico, parece estar envolvido com a ativagao do sistema



complemento e, ainda possivelmente, com a aderéncia desses microrganismos a
mucosa do hospedeiro (Lee et al. 1997).

Além dos componentes de superficie, os S. aureus secretam varias
enzimas e toxinas, consideradas fatores de viruléncia (Lebeau et al. 1994). S.
aureus, produtores de elevada quantidade da enzima catalase, parecem
apresentar maior taxa de sobrevivéncia no interior de fagdcitos
polimorfonucleares (Mandell 1975; Fung et al. 2001).

O S. aureus tornou-se, do ponto de vista clinico, a espécie bacteriana mais
importante entre os estafilococos, tendo sido destacado como agente de infecgao
hospitalar entre as décadas de 50 e 60, particularmente, em funcdo das cepas
resistentes a penicilina. Poucas semanas apds o langamento da meticilina, que
ocorreu em 1961, foi isolada uma cepa de S. aureus resistente a essa droga
(“Methicillin Resistant Staphylococcus aureus” - MRSA) na Inglaterra (Jevons
1961; Robinson & Enright 2003).

O S. aureus resistente a meticilina (MRSA) recebeu maior destaque a partir
do final da década de 80, devido a ocorréncia de surtos graves de infec¢des
hospitalares em bergarios e unidades de terapia intensiva. Esses microrganismos
sdo considerados, até hoje, um dos maiores problemas clinicos e epidemioldgicos
em infecgdo hospitalar, ocupando o primeiro lugar nesse tipo de infecgao
associada a dispositivos invasivos em leitos de CTI, com resisténcia aos beta-
lactdmicos na ordem de 60% (Moreno et al. 2006). Cepas de S. aureus
multirresistentes sdo, hoje, comuns nos grandes hospitais de todo o mundo,
limitando as opgdes terapéuticas apenas aos antibidticos vancomicina e
teicoplamina (Levy 1997).

O paralelismo entre o uso de antimicrobianos, a selecéo e a disseminagao
de cepas resistentes é registrado e aceito internacionalmente, tendo sido descrito
pela primeira vez por Lepper em 1955 (apud Manrique & Galvao 1997). Embora o
risco preciso da selegcao de resisténcia aos antibidticos para a saude publica néo
tenha sido definido, ndo ha duvida de que é um problema global e extremamente
sério. A disseminacdo de germes resistentes é cada vez maior, a ponto de
ocorrerem situagdes em que nao ha opgéo terapéutica eficaz (Manrique & Galvéao
1997; Barie 1998). Tais mutantes resistentes comecaram a se disseminar,

inicialmente em hospitais de grande porte e mais recentemente, infecgbes



causadas por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) foram, também,
verificadas em hospitais de pequeno porte e em casas de saude para idosos
(Boyce 1990; Cohen 1992). Os MRSA sé&o responsaveis por elevado numero de
infecgcbes hospitalares, oriundas da transmissdo do patégeno horizontalmente, via
transmissao direta, através de auto-infecgdo, quando o microrganismo parte de
um sitio do corpo para outro; de transmissao cruzada, quando o microrganismo &
transmitido pelos profissionais de saude ou por outros pacientes e, finalmente,
através de via indireta, devido a contaminagdes oriundas do ambiente, veiculadas
pelo ar, poeira, pelo uso de catéteres e equipamentos cirurgicos ou outros
equipamentos hospitalares, como nebulizadores, sondas, etc. (Cohen 1992; Neu
1992; Boyce et al. 1997; Trzcinski et al. 1997). A infecgdo associada ao uso de
dispositivos intravasculares representa 10 a 20% de todas as infecgbes
nosocomiais € € uma das causas mais frequentes de morbidade e mortalidade,
representando uma fonte de bacteremia e sepse em pacientes hospitalizados. Os
custos de internacdo e o tempo de permanéncia hospitalar aumentam
significativamente nos pacientes com bacteremia (Sadoyama & Gontijo Filho
2002; Eggimann et al. 2004).

Estudos realizados com cepas de MRSA em hospitais brasileiros revelam a
existéncia de um unico clone predominante em todas as regides do Brasil, com
elevada multirresisténcia, conhecido como clone epidémico brasileiro - CEB
(Teixeira et al. 1995; Soares et al. 1997; Oliveira et al. 2001).

Procurado-se relacionar a maior gravidade das infecgdes com o fenébmeno
de multirresisténcia, porém, alguns estudos conseguiram apenas estabelecer um
aumento da morbi-mortalidade, que parece ser atribuida mais a falta de op¢des
terapéuticas do que a maior viruléncia dessas cepas (Ehrenkranz 1964; Bradley et
al. 1991; Figueiredo et al. 1991; Roman et al. 1997). O tratamento das infecgdes
causadas por bactérias fica restrito ao uso de antibiéticos parenterais e de custo
elevado (Bradley et al. 1991).

Os alvos de atuacao dos antibidticos beta-lactamicos sdo as enzimas com
funcado de transpeptidases, que atuam nas etapas finais da formacédo da parede
celular das bactérias. Essas enzimas, que por se ligarem aos antibioticos -
lactdmicos, sdo chamadas de “PBP” (“Protein Binding Penicillins”). sdo proteinas

de membrana que estao envolvidas na biossintese da parede celular e promovem



a formagao das pontes transversas de pentaglicinas do peptideoglicano, através
da ligacdo da D-alanina de uma cadeia peptidica com a L-lisina da cadeia
subsequente. Os antibidticos beta-lactdmicos, ao inibirem as “PBP”s, impedem a
formagdo da camada de peptidoglicano da parede celular, o que parece
desencadear a morte bacteriana por um processo ainda desconhecido. Cepas
susceptiveis de S. aureus produzem quatro “PBP”s: “PBP” 1, 2, 3 e 4, sendo as
“‘PBPs” 1, 2 e 3 consideradas como principais alvos dos beta-lactamicos (Waxman
& Strominger 1983; Tomasz et al. 1989; Dominguez et al. 1997; Marangoni 1997).

Atualmente, sdo conhecidos dois mecanismos principais pelos quais pode
ocorrer resisténcia bacteriana aos beta-lactédmicos: 1) alteragdo da proteina alvo
de acdo da droga, ou seja, das “PBP’s; 2) produgdo de enzimas inativadoras,

chamadas beta-lactamases (Mendonga 1997; Harbarth et al. 1998).

O gene mecA

Todas as cepas de MRSA testadas até o momento apresentam o gene
mecA. Esse gene codifica uma nova proteina-alvo para a penicilina, a qual foi
denominada de PBP 2a ou PBP 2’ (Hartmam & Tomasz 1986; Chambers &
Hackbarth 1987; Berger-Bachi et al. 1992). Trata-se de proteina que apresenta
baixa afinidade para os antibidticos [-lactamicos e, portanto, no mutante
resistente a meticilina ndo ocorre inibicdo da sintese da parede bacteriana, em
presenca da droga, uma vez que a PBP2a parece funcionar como uma PBP
substituta (De Jonge et al. 1993). Em 2004, Pinho, Lencastre e Tomasz
demonstraram em seu trabalho que para que ocorra uma completa expressao da
resisténcia a oxacilina, o gene estrutural da PBP2 possui fungdo essencial como
gene auxiliar. Comparando-se as sequéncias de DNA do gene mecA de
diferentes cepas de MRSA, verificou-se a existéncia de variagdes pequenas |,
indicando uma origem genética comum para esse gene (Ryffel et al. 1990). O
gene mecA esta contido no determinante mec ou segmento mec, variando,
aproximadamente, de 40kb a 60kb. A parte central desse fragmento (o “core”
mec) é composta pelo gene mecA e pelos genes mecR1-mecl, responsaveis pela
regulagdo do mecA. Além disso, outros elementos genéticos sdo encontrados no
segmento mec, como por exemplo a sequéncia de insergdo 1S71272 e o



transposon Tnb54, dentre outros (Archer et al. 1994). Tal fato parece sugerir que
a introdugdo do gene mecA nos S. aureus poderia ter ocorrido em um unico
evento (Lacey & Grinsted 1973; Matsuhashi et al. 1986; Inglis et al. 1990). Tais
conclusdes foram confirmadas pelos estudos de Kreiswirth et al. (1993), os quais
observaram que cada padrao de southern-hibridizagdo com o Tn554 ocorre em
associacdo com um e somente um, padrao de southern-hibridizacdo mecA. A
presenca constante de ambos, gene mecA e o Tn554 sugere que o segmento
mec, possivelmente, tenha entrado no S. aureus uma unica vez e que todas as
cepas isoladas subsequentemente adquiriram o referido gene por transferéncia
vertical. A partir de entdo, os clones evoluiram através de rearranjos gendmicos.
Uma hipétese interessante € que os S. aureus teriam adquirido horizontalmente o
gene mecA e seus genes regulatorios a partir de outras espécies bacterianas,
possivelmente, de estafilococos coagulase negativas, ja que o gene mecA e seus
genes regulatorios estdo, frequentemente, presentes nessas cepas (El-Adhami &
Stewart 1997; Marangoni 1997). A expresséao fenotipica da resisténcia dos MRSA
pode ser homogénea ou heterogénea. Na resisténcia heterogénea, apenas uma
pequena fragao da populacédo expressa resisténcia. Um fendtipo menos frequente
€ a resisténcia homogénea, onde toda a populagdo de células é resistente.

A expressao de resisténcia a meticilina em MRSA pode variar em
diferentes cepas, desde a concentracdo minima inibitéria (CMI) de 1,5 pg/ml,
muito proxima da CMI de cepas suscetiveis, até 800 ug/ml, em culturas
uniformemente resistentes. Os mecanismos reguladores da expressdo da
resisténcia sdo complexos e ndo totalmente conhecidos (El-Adhami & Stewart
1997; Marangoni 1997; NCCLS 2003).

Uma vez que os MRSA sado detectados em um determinado hospital,
tendem a persistir, aumentando progressivamente sua prevaléncia (Thompson, et
al. 1982; Beaujean et al. 1997; Hamilton-Miller 1997; Suller et al. 1997). Nos
hospitais, a maior forma de transmissdo do MRSA é pelas maos, especialmente
pelas maos dos trabalhadores de saude, colonizagdo ou infec¢cado de locais do
corpo e contacto com material ou superficies contaminadas com fluidos corporais
contendo o MRSA. As precaugbes standard publicadas nas guidelines do CDC
controlardo na maior parte dos casos a disseminagao hospitalar do MRSA (Siegel
et al. 2007).



A problematica das infec¢gdes por MRSA torna-se ainda mais severa com a
emergéncia recente de cepas apresentando susceptibilidade diminuida a
vancomicina (Hiramatsu et al. 1997a; Hiramatsu et al. 1997b; Tenover et al.
1998). Embora a prevaléncia deste tipo de infecgdo no resto do mundo seja
desconhecida, sera importante a aderéncia as novas recomendacgdes para
prevencdo da colonizagdo e infeccdo por estas cepas, como também, a
implementacdo de métodos moleculares para que ocorra um diagndstico correto e
preciso, de forma a controlar a disseminacdo mundial de S. aureus
multirresistentes (Mimica et al. 2006). Sistemas de tipagem molecular podem ser
utilizados para investigacbes de surtos, para confirmar e delinear a transmissao
de um ou mais clones epidémicos e monitorar reservatorios de organismos

epidémicos (Santos et al. 2003).
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CAPITULO 2

Deteccao de resisténcia a antimicrobianos por
testes fenotipicos e genotipicos em

Staphylococcus aureus.
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RESUMO

Staphylococcus aureus resistentes a multiplos antibidticos representam um
grande problema no controle das infecgdes hospitalares. O perfil de resisténcia a
antimicrobianos de isolados de S. aureus presentes em cateteres vasculares
central de pacientes internados em leitos do centro de terapia intensiva do
Hospital Escola da Universidade Federal do Tridangulo Mineiro foi avaliado por
meio de testes antimicrobianos, pelos quais foi possivel detectar um elevado nivel
de resisténcia a penicilina (94,7%) e ampicilina (86,8%), considerando-se
somente as amostras que possuiam resisténcia, além de uma cepa resistente a
vancomicina. A avaliacdo da resisténcia a oxacilina foi confirmada por PCR
através da presenca do gene mecA. A associagao dos resultados obtidos no teste
fenotipico com a presenga do gene mecA, considerado um método de referéncia,
foi confirmada através da Tabela de Contingéncia e do Teste de X? com correcéo
de Yates. Em 49 amostras avaliadas, 23 apresentaram resisténcia a oxacilina,
sendo possivel detectar a presenga do gene de resisténcia mecA em 21
amostras. O teste de tipagem molecular por RAPD permitiu a separagdo dos
grupos fenotipicos em dois padrdes diferentes de agrupamento, os que possuiam
resisténcia e os sensiveis aos antimicrobianos, com uma dissimilaridade de
73,3%. Ha maior similaridade genética entre grupos que apresentam o mesmo
tipo de resisténcia, confirmando assim as analises fenotipicas. Marcadores
moleculares para deteccao de resisténcia a oxacilina, como o gene mecA, foram

mais sensiveis que os marcadores fenotipicos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, resisténcia antimicrobiana, gene mecA,
RAPD.
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ABSTRACT

Multiple antibiotic resistant Staphylococcus aureus represent a big problem
in the control of hospital infections. Resistance pattern of isolated S. aureus
presented in central vascular catheter of patients interned in the Intensive Therapy
Center of the School Hospital of the Universidade Federal do Triangulo Mineiro
was evaluated by antimicrobial tests, in which it was possible to detect high level
of resistance to penicillin (94.7%) and ampicillin (86.8%), only considering the
samples that presented resistance, beyond one strain that presented resistance to
vancomycin. The oxacillin resistance evaluation was confirmed by PCR with the
presence of the gene mecA. The association of the results obtained in the
phenotypic test with the presence of the gene mecA, considered the reference
method, was confirmed through the Table of Contingency and the Test of X? with
Yates correction. In 49 isolates evaluated, 23 were resistant to oxacillin, being
possible to detect the mecA gene in 21 samples. The test of molecular screening
by RAPD allowed the separation of the phenotypic groups in two different grouping
patterns, the ones that presented resistance to antimicrobials and the sensible
ones, with a dissimilarity of 73,3%. There is a higher genetic similarity between
groups that present the same type of resistance, thus confirming the phenotypic
analyses. Molecular markers for detection of resistance to oxacillin, like the gene

mecA, were more sensitive than the phenotypic markers.

Key-words: Staphylococcus aureus, antimicrobial resistance, mecA gene, RAPD.
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1.0. Introducgao

Staphylococcus aureus € considerado um dos principais patogenos
causadores de infeccbes em ambiente hospitalar. As manifestacdes clinicas vao
desde infecgdes traumaticas até septicemias. Com a introdug¢ao da meticilina na
terapéutica de infecgbes estafilocdcicas, no inicio da década de 1960, ocorreu um
aumento constante de isolados denominados Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus — (MRSA). Essas infec¢des por MRSA representam um grande problema
para as instituicbes de saude, grandes ou pequenas, visto que os fatores
predisponentes a essas infecgdes, tais como: tratamento antimicrobiano prévio,
internacdo prolongada, ventilagdo mecanica, acompanhamento em UTI,
cateterismo intravascular e procedimentos cirdrgicos em geral sdo comuns na
atividade meédica (Fagon et al. 1998). Aproximadamente 20% a 40% dos
pacientes com cateter vascular central desenvolvem infeccéo local, € 3% a 10%
desenvolvem bacteremia (Bernardo et al. 2005). Estima-se que 30% de todas as
bacteremias hospitalares endémicas e a maioria das candidemias estejam
relacionadas a terapia de infusdo, principalmente a partir de cateteres vasculares.
Sabendo que a duracdo da cateterizagdo vascular €, provavelmente, o maior
determinante desse tipo de infeccdo e sua incidéncia, certamente, pode ser
minimizada com o emprego de metodologia cuidadosa (Coelho et al 2007).

Muitas cepas de MRSA tém se mostrado resistentes a eritromicina,
ciprofloxacina, gentamicina, clindamicina, trimetoprim, rifampicina, além dos beta-
lactdmicos em geral, o que dificulta o tratamento e controle dessas infecgbes
(Speller et al. 1997; Aubry et al. 1997). Nos casos de cepas resistentes a
oxacilina, opta-se pelo uso da vancomicina, embora ja tenham sido reportados
casos de Staphylococcus aureus resistentes a esse antimicrobiano (Linden 1998;
Hiramatsu 1998).

A resisténcia intrinseca dos estafilococos a meticilina/oxacilina resulta de
PBPs (“Protein Binding Penicillins”) presentes na parede celular, as quais se
expressam a partir de um gene cromossOmico adquirido, mecA, que codifica as
PBP2’ ou 2a, cuja afinidade com os antibidticos beta-lactdmicos € muito baixa. A

resisténcia dos estafilococos aos antibidticos beta-lactdmicos pode ser fungao de
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alguns fatores ambientais como pH, temperatura e osmolaridade (Ryffel et al.
1992).

Existe heterogeneidade genética consideravel em populagbdes naturais de
S. aureus (Tenover et al. 1994; Kapur et al. 1995) a qual pode ser explorada para
investigar a disseminagao de cepas de S. aureus de origens humana e animal. A
avaliacdo desses tragcos heterogéneos pode ser realizada pelo marcador
molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), utilizado para diferenciar
os isolados em nivel intra-especifico (Lange et al. 1999).

Partindo-se do principio de que infecgcdes hospitalares por S. aureus
possam ter diversidade fenotipica e genotipica, pode-se esperar que ocorra uma
correlacdo dessas diferencas com o controle da infecgcdo. O presente trabalho
teve por objetivo verificar as variabilidades fenotipica e genotipica das cepas de
Staphylococcus aureus isoladas de Cateter Vascular Central (CVC) de pacientes
do Centro de Terapia Intensiva (CTIl) do Hospital Escola da UFTM (Universidade

Federal do Tridangulo Mineiro).

2.0. Material e Métodos

2.1. Isolamento e identificagao bioquimica

Foram utilizadas 49 cepas de Staphylococcus aureus isoladas e
identificadas previamente pelo servigco de patologia clinica da UFTM, a partir de
amostras obtidas dos CVC de pacientes do CTI no periodo de janeiro de 2005 a
fevereiro de 2006. Estes cateteres sao habitualmente descartados.

As amostras coletadas foram colocadas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e incubadas por 30 minutos, em seguida semeadas em meio de cultivo agar
sangue e manitol e incubadas a 37°C durante 24 horas.

Somente as amostras que revelaram a presencga de colbnias de cocos com
caracteristicas sugestivas de S. aureus foram re-isoladas em novo agar BHI e,
apos 24 horas a 37°C, submetidas a prova de catalase e coagulase. As colbnias
que apresentaram caracteristicas compativeis com o género e espécie passaram

pela confirmagao microscopica, apos coloracado pelo método de Gram.

21



As amostras, cujas provas de coagulase em tubo, mostraram-se imprecisas
foram submetidas a prova da coagulase em Iamina com hemacias de carneiro
previamente sensibilizadas com hemolisina e fibrinogénio (Staphy-Test, Probac
do Brasil) (Mundim et al. 2003).

2.2. Teste de sensibilidade antimicrobiana

A avaliacdo da resisténcia aos antimicrobianos foi realizada utilizando-se o
método de difusdo em discos. Os isolados de S. aureus foram cultivados em meio
de cultura Brain Heart Infusion (BHI) a 37° até atingirem a concentragdo de 10°
UFC/ml, utilizando-se como referéncia a escala de turbidez 0,5 da escala de
McFarland. Essas amostras foram, individualmente, cultivadas em placas
contendo Mueller-Hinton Agar (MHA). Em seguida, foram adicionados os discos
contendo os antimicrobianos: ampicilina, penicilina, oxacilina para S. aureus,
vancomicina e ampicilina/sulbactam, sendo as placas mantidas a 37°C por
24horas. A interpretacdo dos resultados baseou-se na presenca do halo de
inibicdo produzido ao redor de cada disco sendo as amostras classificadas como
sensivel ou resistente, segundo a tabela de halos padronizada pelo NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards 1997).

2.3. Deteccao da presenca do gene mecA

2.3.1. Detecgao do gene mecA pela técnica de Reagdao em Cadeia de
Polimerase (PCR)

Foi empregada a técnica de PCR para confirmagdo da resisténcia a
oxacilina e presenca do gene mecA, detectados pelo teste de suscetibilidade aos

antimicrobianos.

2.3.2. Extracao de DNA

O DNA genbdmico das cepas resistentes foi obtido segundo Ausubel et al.
(1987) com algumas modificagbes, partindo-se de uma colénia de cada cepa
crescida em agar Muller-Hinton por 24hs a 37°C e suspensa em 100 ul de tampéo

(10mM Tris-HCI e 1TmM EDTA, pH8.0) a fim de estabelecer uma concentragao
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final de 3x10® UFC/ml, utilizando-se como referéncia & escala de turbidez 0,5 da
escala de McFarland. Para a lise celular foram adicionados 50 ul de lisozima
(20mg/ml) e incubados por 45 minutos a 37°C. Para completar a lise celular foram
adicionados 20 ul de SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) 20 % e 5 ul de proteinase K
(20mg/ml). Apo6s incubagdo a 37°C por 1 hora, foram acrescentados 200 ul de
NaCl 5M e agitado, manualmente, por 15 segundos. O material intracelular foi
separado por centrifugagdo a 10.000g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante
transferido para um novo microtubo. Em seguida, foram acrescentados 100ul de
fenol-cloroférmio (1:1) seguido de 100ul de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)
para liberacédo e separacéo de proteinas, seguido de centrifugacédo a 10.000g por
15 minutos e transferéncia do sobrenadante para um novo microtubo.

A precipitacdo do DNA foi realizada com 800ul de alcool etilico absoluto,
gelado. Apds a precipitagao foi realizada nova centrifugagdo a 10.000g por 15
minutos a 4°C, mantendo-se o pellet no fundo do tubo. Para aumentar a pureza
do material extraido procedeu-se a incubacéo a 42°C por 40 minutos com 20ul de
RNAse (10mg/ml) seguido de lavagem do pellet por duas vezes com alcool etilico
70%, secando a temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido em 30ul de
agua milliQ. O acido nucléico extraido foi conservado a temperatura de —20°C até
o momento de ser usado para analise por PCR (Polimerase chain reaction) e por
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

2.4. Amplificagao do gene mecA

A amplificacdo do gene mecA foi realizada segundo Murakami et al. (1991).
Foram utilizados 10pmol dos primers 5° AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 3’ e 5
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGCC 3’ (Invitrogen), 50ng do DNA extraido, 1U de
Taq polimerase, 10mM de dNTP, 2,5mM MgCl,, Tampdo 10X da Taq,
completando-se o0 volume para 20ul com agua ultra pura. A reagcao de PCR foi
processada em 40 ciclos constituidos de ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30s;
anelamento a 55°C por 30s; extensdo a 72°C por 1 minuto; um ciclo de extenséo
final a 72°C por 5 minutos e 4°C por tempo indeterminado. Um volume de 10ul do
produto da reagao foi aplicado, para separagao do fragmento do gene mecA por
eletroforese em gel de agarose 1%, 100ml de tampéao TBE 0,5 X (0,1M Tris; 0,1M
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acido bdérico; 1mM EDTA; pH: 8,4) mais 1g de agarose, corado com 2,0 ul de
Brometo de Etideo (puro) para visualizagdo do fragmento sob UV. Foi utilizado o
marcador de DNA de 100pb (Ludwig) para comparagao. Como controle negativo
foi utilizado S. aureus ATCC 25923. A visualizacdo das bandas foi realizada sob

luz ultra-violeta (UV) e o gel fotografado em VDS Pharmacia .

2.5. Determinacgao da concentragao de DNA genémico

O DNA extraido das cepas de S. aureus foi diluido 500 vezes e a
concentraggo do DNA gendmico determinada através de leitura em

espectrofotdmetro Hitachi U-200 nos comprimentos de onda A=260 nm.

2.6. Amplificagcao do DNA genémico de cepas de Staphylococcus aureus por
“Randon Amplification of Polymorphic DNA” (RAPD).

O método RAPD para este estudo foi realizado por PCR utilizando primers
curtos aleatérios da Empresa Operon Tecnologic (OPA 01, OPA 04, OPA 07,
OPA 08, OPA 09, OPA 10, OPA11 e OPA 20) (Tabela 1). Foram utilizados para
cada reacdo 5ng de DNA extraido, 1U de Taq polimerase, 10mM de dNTP,
2,5mM MgCl,, tampéo 10X da Taq e o volume completado com agua ultra pura
para 20ul. A reagao foi processada em termociclador MJ Research PTC — 100,
programado nas seguintes condi¢gdes de amplificagéo: 3 ciclos iniciais de 94°C (1
minuto) desnaturagdo, 35°C (1 minuto) anelamento do primer, 72°C (2 minutos)
extensdo pela Taq polimerase e incorporagdo de nucleotideos seguidos de 34
ciclos de 94°C (1 minuto), 35°C (1 minuto), 72°C (2 minutos); 1 ciclo de 72°C (2
minutos) para extensao final e 4°C por tempo indeterminado. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e 100ml de
tampéao TBE 0,5 X (0,1M Tris; 0,1M acido bdrico; 1mM EDTA; pH: 8,4) corado
com 2,0 ul de Brometo de Etidio e separados durante 11h30, a 90V.

Foram aplicados 10 ul do produto da reagdao de RAPD na canaleta
juntamente com 2ul do tamp&o de carregamento 6X (sacarose 50%; azul de
bromofenol 0,25%:; xileno cianol FF 0,25%). Foi utilizado o marcador de DNA de
100 pb (Ludwig) para comparacdo. A visualizagdo das bandas foi realizada sob
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luz ultra-violeta (UV) e o gel fotografado em VDS Pharmacia .

Tabela 1: Primers utilizados para as reagbes de RAPD em Staphylococcus

aureus e suas respectivas sequéncias de nucleotideos.

Primer Seqiéncia

OPA-01 5 CAGGCCCTTC 3’
OPA-04 5" AATCGGGCTG 3
OPA-07 5 GAAACGGGTG 3
OPA-08 5 GTGACGTAGG 3’
OPA-09 5 GGGTAACGCC 3
OPA-10 5 GTGATCGCAG 3
OPA-11 5" CAATCGCCGT &
OPA-20 5 GTTGCGATCC ¥

2.7. Analise estatistica

Para as analises dos dados foi utilizado o programa Systat, versdo 10.1
(2004) para analise das bandas polimorficas e formagdo de clusters como,
também, a Tabela de Contingéncia e o Teste de X? com correcgdo de Yates para a
associagao dos dados obtidos (Callegari-Jacques 2006).

3.0. Resultados e Discussao

A Tabela 2 mostra que, entre as 49 cepas de Staphylococcus aureus
submetidas ao teste de sensibilidade, in vitro, frente aos 5 antimicrobianos, 11
(22,5%) revelaram-se sensiveis aos principios ativos testados. As 38 cepas
restantes foram agrupadas em 10 grupos de resisténcia distintos, sendo o grupo 1
(OXA / PEN / AMP / APS) predominante. Os resultados confirmam a prevaléncia
de cepas multirresistentes no Hospital Escola da UFTM e demonstram o amplo
espectro de resisténcia frente aos antimicrobianos usualmente empregados na
pratica clinica (Almeida 2004). Foi observado uma cepa resitentes a todos os

antimicrobianos, inclusive a vancomicina.
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Tabela 2: Grupos de resisténcia aos antimicrobianos nas cepas de S. aureus
isolados dos CVC de pacientes do CTIl do Hospital Escola da UFTM,
Uberaba/MG, 2007.

Cepas isoladas

Grupo Fenétipo de resisténcia aos com a caracteristica de
antimicrobianos* resisténcia

Ne %
1 OXA /PEN/AMP / APS 13 26,6
2 OXA /PEN/AMP 05 10,2
3 OXA / PEN 02 4,1
4 OXA/APS 01 2,0
5 PEN / AMP / APS 02 4,1
6 PEN / AMP 11 22,5
7 PEN / APS 01 2,0
8 OXA/PEN/AMP / APS / 01 2,0

VAN

9 OXA / AMP 01 2,0
10 PEN 01 2,0
11 > 11 22,5
Total de amostras 49 100,0

* Oxacilina (OXA), Penicilina (PEN), Ampicilina (AMP), Ampicilina/Sulbactan (APS),
Vancomicina (VAN).

** Sensiveis a todos os antimicrobianos testados.

A distribuicao da resisténcia das amostras esta apresentada na Tabela 3,
onde se constata um elevado indice de resisténcia a penicilina (94,7%) e a
ampicilina (86,8%), considerando somente as cepas resistentes. Os resultados
corroboram os trabalhos desenvolvidos por Booth et al. (2001), Tahnkiwale et al.
(2002) e Kaszanyitzky et al. (2004). O indice de resisténcia a vancomicina foi de
(2,6%), resultados similares, foram encontrados por Linden (1998) nos EUA,
Andrade et al. (2003) no Brasil e Bernardes, et al. (2004) no Brasil. O tratamento
rotineiro e prolongado com este antimicrobiano pode ser um dos fatores que
contribui para a selegcao desse tipo de resisténcia, no local de estudo (Mello et al.
2005). A diminuicdo da sensibilidade a vancomicina esta associada a uma
ativacdo da sintese da parede celular, havendo hiperproducdo das proteinas
ligadoras de penicilinas, PBP2 e PBP2a, resultando no espessamento da parede

bacteriana de S. aureus, dificultando assim, a entrada do glicopeptideo para o
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interior da célula bacteriana. O outro mecanismo de resisténcia a vancomicina
pelo S. aureus atualmente descrito € o da aquisicdo de um gene de resisténcia

classicamente descrito em Enterococcus spp, o gene vanA (CDC 2002).

Tabela 3: Porcentagem e perfil de resisténcia das cepas de S. aureus
isolados dos CVC de pacientes do CTl do Hospital Escola da UFTM,
Uberaba/MG, 2007.

Antimicrobiano % de gene mecA- gene mecA-
resisténcia® positivo negativo
Oxacilina 60,5 91,3% 8,7%
Penicilina 94,7 66,7% 33,3%
Ampicilina 86,8 66,7% 33,3%
Vancomicina 2,6 100% 0%
Ampicilina/Sulbactam 47 4 77,7% 22,3%

* foram consideradas somente as amostras que possuiam resisténcia.

O wuso incorreto de antibidticos associado a selegdo natural dos
microrganismos, provavelmente, resultou no fendmeno da multirresisténcia.
Segundo Meng et al. (1998) a resisténcia as drogas esta relacionada,
principalmente, com o uso excessivo de antibidticos e as aplicagbes sub-
terapéuticas de antimicrobianos para a prevencédo de doengas (Schentag et al.
1998; Herwaldt 1999).

Do total de 49 cepas incluidas no estudo, 33 foram mecA-positivas (67,3%)
e 16 mecA-negativas (32,7%) (Figura 2 e Tabela 4). Considerando apenas as
cepas que possuem resisténcia a algum antimicrobiano, 86,8% delas
apresentaram o gene mecA. O método de detecgdo genotipica por PCR
apresentou sensibilidade e especificidade de 91,3% para as amostras
fenotipicamente classificadas como resistentes a oxacilina (Tabela 3). Resultados
similares foram encontrados por Grisold et al. (2002). As cepas classificadas
como resistentes a oxacilina e negativas para o gene mecA (8,7%), podem ter
sido selecionadas para resisténcia através de outro mecanismo, como o da
hiperproducdo de betalactamase ou alteracdo em outra PBP que nao a PBP2
(Geha et al. 1994; Alcaraz 2003).
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500pb

100pb

Figura 2 — Fragmentos de 513 pb do gene mecA (seta), de cepas de
Staphylococcus aureus isoladas dos CVC de pacientes do CTl do Hospital
Escola da UFTM, Uberaba/MG, 2007. Gel de agarose 1,5% corado com
Brometo de Etideo.

M = marcador de peso molecular (100 pb);

1 e 2 = cepas mecA-negativas;

3 e 4 = cepas mecA-positivas;

5 = controle negativo.

Tabela 4: Tabela de Contingéncia de resisténcia a oxacilina e presenga do gene
mecA em cepas de S. aureus isolados dos CVC de pacientes do CTI
do Hospital Escola da UFTM, Uberaba/MG, 2007.

Staphylococcus Presenca do gene mecA Total
aureus (linhagens) Sim Nao
Resitentes a oxacilina 21 2 23
Suscetiveis a oxacilina 12 14 26
Total 33 16 49

Para melhor visualizacdo dos resultados os dados foram dispostos em uma

Tabela de Contingéncia (Tabela 4) segundo Callegari-Jacques (2006), com as
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variaveis presenga da resisténcia fenotipica ao antimicrobiano oxacilina e
presenca do gene mecA. Os dados indicam que a freqiéncia de cepas de S.
aureus resistentes a oxacilina € consideravelmente alta (46,9% ou 23 em 49).
Verifica-se também que a presenca do gene mecA esta relacionado a presenga
de resisténcia a oxacilina (91,3% ou 21 em 23). Para validar estes resultados foi
aplicado o teste estatistico X? com correcdo de Yates (Callegari-Jacques 2006). O
XPyaes = 9,35 excede o valor critico para g/ = 1 e a = 0,01 (6,63) rejeitando-se,
assim, a independéncia entre presenca do gene mecA e a resisténcia a oxacilina.

Detectou-se, ainda, a presenca do gene mecA em 12 cepas (46,1%) de
todas as amostras que haviam sido classificadas como negativas para resisténcia
fenotipica a oxacilina, valores superiores aos encontrados por outros autores,
como Marshall (1998) e Pfaller (1999), que mostraram valores de 12% e 18%,
respectivamente. O indice elevado encontrado (46,1%) pode ser explicado, por o
fendtipo de resisténcia a oxacilina ser extremamente variavel e depende da
expressédo do gene mecA. Esta variabilidade é conhecida como heterorresisténcia
fenotipica, onde em toda populagdo bacteriana heterogeneamente resistente,
todas as células carregam o gene mecA, marcador genotipico da resisténcia,
porém, nem todas o expressam fenotipicamente, a resisténcia de forma
semelhante (Maranan et al. 1997). Os resultados comprovam a ampla distribuigédo
do gene de resisténcia nos leitos de CTl do Hospital Escola da UFTM, uma
tendéncia no ambiente hospitalar (Grisold et al. 2002).

Cada cepa de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) tem
um perfil caracteristico da propor¢cdo de células que crescem em presenca de
concentracdes especificas de oxacilina e de diferentes condicdes ambientais
(Maranan et al. 1997; Lowy 2003). A expressao da resisténcia a oxacilina no S.
aureus é regulada por genes homologos aos reguladores do gene blaZ, gene que
codifica a produgdo de B-lactamases. Os genes mecl e mecR1 regulam a
resposta do mecA aos beta-lactdmicos de uma maneira similar a regulagdo do
blaZ pelos genes blaR1 e blal, frente a exposigdo a penicilina (Chambers 1997;
Lowy 2003). Diversos métodos tém sido utilizados para a detec¢do da resisténcia
a oxacilina no Staphylococcus aureus, mas segundo Chambers (1997), o método
molecular por PCR é o unico método tido como “padrdo ouro” (gold standard)

para a detecgao da resisténcia. (Hiramatsu et al. 1992).
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As reagbes de amplificagdo ao acaso de DNA (RAPD), por meio de 8
primers curtos entre os 11 gendtipos (11 grupos) definidos pela mesma
caracteristica fenotipica, encontrada no teste do antibiograma, resultaram em 76
bandas amplificadas, das quais 18% eram polimorficas, porcentagem normal,

considerando as diferengas entre populagoes.

Figura 3 — Produtos de RAPD obtidos com o primer OPA-09, para os grupos fenotipicos
de Staphylococcus aureus isolados dos CVC de pacientes do CTl do Hospital Escola da
UFTM, Uberaba/MG, 2007. Gel de agarose 1,5%, corado com Brometo de Etideo.

M = marcador de peso molecular (100 pb);

G1 a G11 = grupos fenotipicos de resisténcia — Tabela 2;

B = controle negativo.

A Figura 3 mostra o resultado dos fragmentos amplificados ao acaso,
utilizando o primer OPA-09. Com os resultados obtidos de todas as amplificacbes
ao acaso, foi construido um dendrograma (Figura 4) de porcentagem de
desacordo, que permitiu o agrupamento das cepas em 2 padrdes diferentes de
agrupamento, 0s que possuiam resisténcia e os sensiveis aos antimicrobianos,
com uma dissimilaridade de 73,3%. A distancia genética limite foi encontrada para
0s grupos 8 e 11, resistentes a todos os antimicrobianos testados, inclusive a
vancomicina e sensivel a todos os antimicrobianos, respectivamente. O
mecanismo de resisténcia a vancomicina (classe dos glicopeptideos) da-se por

substituicdo da terminagao D-ala-D-ala (sitio de ligagdo do antimicrobiano) por D-
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ala-D-lac, que impede a ligagao da vancomicina; essas alteragdes sao codificadas
pelo gene vanA (Leclerg & Courvalin 1998).
Dentro do padrao resisténcia, houve trés padrdes de agrupamentos

(Figura 4) que apresentaram um elevado grau de relacionamento genético.

GRUPO _8
GRUPO _1
GRUPO _6 m
GRUPO 5
Genétipos GRUPO_4
GRUPO 7
GRUPO _3
GRuPO 2 — | |l
GRUPO_ 10 —
GRUPO 9 —
GRUPO_11

| T | |
0.0 0.1 0.2 0.3

Distancia genética por porcentagem de desacordo

Figura 4 — Dendograma representativo da distdncia genética por porcentagem de
desacordo e agrupamento pelo método de UPGMA entre 11 gendtipos utilizando 8
primers. Os grupos estao separados por resisténcia: Grupo 8 (OXA/PEN/AMP/APS/VAN);
Grupo 1 (OXA/PEN/AMP/APS); Grupo 6 (PEN/AMP); Grupo 5 (PEN/AMP/APS); Grupo 4
(OXA/APS); Grupo 7 (PEN/APS); Grupo 3 (OXA/PEN); Grupo 2 (OXA/PEN/AMP); Grupo
10 (PEN); Grupo 9 (OXA/AMP) e o Grupo 11 — sensivel (OXA/PEN/AMP/APS/VAN). |, Il e

[l agrupamentos de maior similaridade genética.

O agrupamento | foi o mais similar entre os gendtipos estudados,
possuindo uma distancia genética de apenas 0,022 (2,2%). Nesse agrupamento
foram reunidos 2 grupos fenotipicos de resisténcia, Grupo 10 a penicilina e o
Grupo 9 a oxacilina e ampicilina, demonstrando a similaridade de grupos que nao
possuiam multirresisténcia. Além disso, o0 mecanismo de resisténcia destes
grupos (B-lactédmicos) é analogo, ou seja, ambos inibem as “PBP”s (“Protein

Binding Penicillins”) que atuam na formagao da parede celular e ao inibirem as
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“‘PBP’s, impedem a formacé&o da camada de peptidoglicano da parede celular,
desencadeando a morte bacteriana (Waxman & Strominger 1983). Ja no
agrupamento Il, onde todos os grupos apresentam resisténcia a penicilina,
obteve-se semelhancga genética de 93,3%. O agrupamento Ill, com semelhanca
genética de 88,9%, apresenta grupos com resisténcia a pelo menos dois
antimicrobianos, sendo um deles a ampicilina. Outra caracteristica em comum
entre os grupos 1, 4, 5 e 8 é a resisténcia ao antimicrobiano sulbactam, um
inibidor de beta-lactamases (Oplustil et al. 2000).

Os dados mostram uma distancia genética de desacordo pequena entre as
amostras analisadas, caracterizadas por serem amostras da mesma espécie e
todas terem sido isoladas de um mesmo tipo de material infectado. Ha uma maior
similaridade genética entre grupos que apresentam o mesmo tipo de resisténcia,
confirmando assim as analises fenotipicas.

A tipagem molecular por RAPD & mais rapida, menos onerosa e detecta
minuciosamente regides com pequenas diferengas no material genético (Welsh &
Mcclelland, 1990; Tambic et al. 1997).

A caracterizagdo molecular de gendétipos de S. aureus tem se tornado uma
ferramenta de grande importancia para o entendimento dos mecanismos de
resisténcia dessa espécie e, consequentemente, fornecer subsidios para o uso

adequado e eficiente dos antimicrobianos (Wang et al. 2002).
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4.0 Conclusoes

As cepas de Staphylococcus aureus que apresentam o gene mecA
possuem maior frequéncia de resistentes a oxacilina (21/33 ou 63,6%) do
que suscetiveis a oxacilina (12/33 ou 36,4%). O valor-P associado a esta
concluséo é de 0,001 < P < 0,01.

Marcadores moleculares para deteccédo de resisténcia a oxacilina, como a
PCR para o gene mecA, sao mais sensiveis que o0s marcadores
fenotipicos.

Um método com boa acuracia, como o método molecular por PCR, é
indicado para um diagnostico correto da resisténcia a oxacilina nos S.
aureus. O uso de antimicrobianos e de medidas de controle de infecgao
hospitalar, sdo dependentes de bons métodos de diagndstico,
principalmente, em ambientes onde o gene mecA esteja amplamente
distribuido.

O S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) detectado pelo marcador
fenotipico e/ou morfolégico deve ser testado para determinagao de algum
dos genes relacionados a resisténcia a vancomicina como: vanA, vanB,
vanD, vanE e vanF e vanG, para a confirmagao dos dados.

O surgimento de VRSA corrobora a necessidade de estratégias para
evitar/prevenir a propagac¢ao de microrganismos resistentes a antibidticos e
controlar o uso de drogas antimicrobianas em ambientes de assisténcia a
saude.

O RAPD-PCR por ser uma técnica de facil execucado e rapida, pode ser
utilizado para tipagem de grande parte das bactérias de interesse na clinica

médica.
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