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RESUMO

As infecgdes hospitalares causadas por diversos micro-organismos tem sido um enorme
desafio enfrentado pela medicina desde sempre. Dentre esses, Staphylococcus aureus
lidera todas as estatisticas tanto de infecgdes quanto de complicacbes e
morbimortalidade. Tal capacidade ¢ atribuida a expressdo de um sofisticado sistema de
defesa que confere, entre outros fatores, resisténcia até mesmo aos antibidticos mais
eficazes. Manaus-AM ndo difere dos outros grandes centros do Brasil e do mundo,
porque tem sido cada vez mais frequente a identificacdo de cepas resistentes, isoladas
em hospitais da capital amazonense. Tendo em vista esse quadro extremamente
preocupante para 0s servicos de salde, é necessario (1) delinear a etiopatogenia das
infeccOes hospitalares e a epidemiologia do S. aureus, (2) acompanhar a evolucdo dos
mecanismos de resisténcia, para subsidiar as decisdes medicas na definicdo do
tratamento mais adequado e (3) criar um protocolo de identificacdo dos isolados e perfil
de resisténcia em um periodo de no maximo 24 horas. O objetivo desse trabalho é
relatar os achados epidemiolGgicos e do espectro de resisténcia do S. aureus, obtido
mediante 2 estudos transversais com intervalo de cinco anos, envolvendo 113
pacientes, todos com cultura positiva para S. aureus e discutir a problemética da
identificacio em nivel de espécie, bem como do mecanismo de resisténcia aos
antibidticos. Observou-se um aumento da frequéncia de infecgdes por cepas MRSA de
47,3% para 96,6%, um resultado alarmante. Em conjunto esses resultados confirmam a
necessidade de medidas urgentes de controle das cepas multi resistentes de S. aureus o
que contribuira de forma profilatica as infeccGes hospitalares e também subsidiara o

médico nos casos submetidos a antibioticoterapia.

PALAVRAS CHAVES: Staphylococcus aureus, MRSA, MSSA, mecA.



ABSTRACT

Nosocomial infections caused by various microorganisms have been a huge challenge
for the medicine. Among these microorganisms, Staphylococcus aureus leads all
statistics of infections and also complications and morbimortality. This capability is
attributed to the expression of a sophisticated defense system that provides resistance,
among other factors, even to the most effective antibiotics. Manaus-AM does not differ
from other large centers in Brazil and the world, because resistant strains have being
identified frequently in this city. In a view of this worrying scenario for medicine, it is
necessary to (1) delineate the pathogenesis of nosocomial infections and the
epidemiology of S. aureus, (2) monitoring the development of resistance mechanisms,
to support medical decisions in defining the treatment more adequate and (3) creating
one protocol to the identification of isolates and resistance profile in a period up to 24
hours. This study describe the S. aureus resistance spectrum, obtained by two studies
with an interval of five years, involving 113 patients and discuss the problem of the
mechanism of the antibiotic resistance. We observed an increased frequency of
infections caused by MRSA strains 47.3% to 96.6%. The increase of the MRSA strains
is alarming. These results confirm the need for urgent control policy of the multi-
resistant strains of S. aureus which will help prophylactically to hospital infections and

also will subsidize the medical body in cases of antibiotic therapy.

KEY WORDS: Staphylococcus aureus, MRSA, MSSA, mecA.



JUSTIFICATIVA

O aumento da incidéncia de infecgdes por Staphylococcus aureus tem sido
destaque em diferentes publicacBes nos ultimos anos principalmente pela diminuicdo
progressiva do perfil de sensibilidade aos diferentes antimicrobianos, o que tem levado
a verdadeiros dilemas terapéuticos na pratica clinica.

O ndmero de pesquisas para descoberta de novos antibioticos diminuiu
sobremaneira nos Gltimos anos, enquanto que a resisténcia as drogas antimicrobianas
cresceu de forma assustadora.

Atualmente S. aureus é considerado um dos micro-organismos mais importantes
na pratica médica e apontado como responsavel pelas Infeccdes Relacionadas a
Assisténcia em Saude (IRAS) (NEWSON et al., 2008 e CORREAL et al., 2013).

Dados do National Nosocomial Infection Surveillance System (NNISS)
mostram que o S. aureus MRSA foi o responsavel por 59,5% das infeccbes em
Unidades de Terapia Intensiva de varios hospitais dos EUA (2006-2007), (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013). Ainda nos EUA, em 2011, o
namero de pacientes com infeccdes por MRSA foi de 80.461, e desses 11.285 pacientes
foram a 6bito (OLIVEIRA et al., 2014).

No Brasil, o isolamento de S. aureus e sua relacdo com infeccdes relacionadas a
assisténcia a salde atingem valores altissimos. Em varios hospitais brasileiros, o
isolamento de S. aureus MRSA varia de 30 a 80 % (SHORE et al., 2011 e OLIVEIRA
etal., 2014).

Vérias publicagdes mostram indices de mortalidade indiscutivelmente mais altos
em pacientes que desenvolveram bacteremia por S.aureus Meticilina (Oxacilina) —
Resistentes (MRSA) que por S. aureus Meticilina (Oxacilina) - Sensiveis (MSSA), além

disso, existe 0 aumento de custos associado & hospitalizagdo prolongada, necessidade de



antimicrobianos mais caros e gastos indiretos com medidas de controle de infecgéo
(OLIVEIRA et al., 2014).

Até meados de 1996 todas as cepas de MRSA eram universalmente sensiveis a
vancomicina, o primeiro S. aureus com resisténcia intermediaria a Vancomicina (MIC
4-8 microgramas / mL™) foi descrito por Hiramatsu no Japdo em 1997 (HOWDEN et
al., 2010).

Em 2002, foi descrito o primeiro S. aureus com resisténcia total a vancomicina
em Michigan, EUA e até 2003, trés cepas ja haviam sido descritas com a presenca do
gene vanA responsavel por esse fenotipo (ROSSI e ANDREAZZI, 2005). A partir de
entdo relatos de resisténcia vem sendo descritos mais e mais em todo o planeta,
inclusive com o aparecimento de clones de resisténcia de MRSA, agora ndo mais
restritos ao ambiente hospitalar, mas presentes também na comunidade.

Varias tentativas ja foram feitas para desenvolver uma vacina contra esta
bactéria, mas até 0 momento os resultados ndo sdo satisfatorios, assim, a terapia com
antibidticos ainda é a principal estratégia no combate a infec¢bes por S. aureus. E a
pergunta que fica é: até quando poderemos lancar mao dessa ferramenta? Se a cada dia
0 S. aureus parece desenvolver novos mecanismos capazes de driblar todas as armas
criadas pelo homem.

Em Manaus — Amazonas, existe poucos estudos mostrando o percentual de
incidéncia, o grau de resisténcia e 0 comportamento das cepas resisténtes de S. aureus,
assim sendo, o presente estudo faz uma colaboracéo relevante ao alertar as autoridades
para a necessidade de criacdo de um programa ou politicas publicas com estratégias

bem definidas de vigilancia das cepas resistentes para tentar evitar sua propagacao.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € um desafio para profissionais que se dedicam a area da
salde, gracas a sua alta incidéncia nas infeccGes hospitalares e ao seu espectro de
resisténcia aos mais diferentes antibidticos usados na pratica médica diaria, desde a
Penicilina e as Meticilinas (particularmente a oxacilina), até a Vancomicina. Com isso,
o individuo que possui essa bactéria em sua microbiota, de forma permanente ou
transitdria, torna-se reféem em potencial desta astuciosa bactéria que transita de
comensal a patogénica, aproveitando falhas nas defesas do hospedeiro e assim,
consegue adentra-lo e causar todo seu maleficio.

Médicos, bidlogos moleculares, bioquimicos, biomédicos e microbiologistas,
buscam formas de identifica-lo precocemente e elimina-lo, entretanto, ao que parece
todo avanco € rapidamente tornado sem efeito por novos isolados mais resistentes e
versateis. O problema € mundial e as estatisticas sdo assustadoras e preocupantes em se
pensando no futuro. Os dados epidemiolégicos em Manaus sdo poucos, mas na pratica
clinica a gravidade das formas clinicas e o nivel de resisténcia encontrado entre as cepas
circulantes na capital amazonense motivaram o presente estudo, mais detalhado e
aprofundado, para eventualmente nortear politicas publicas, praticas profilaticas e
terapéuticas em Manaus - AM.

De Abril a Outubro de 2005 realizamos uma pesquisa clinica que identificou 55
pacientes com cultura positiva para S. aureus no Laboratério de Andlises Clinicas do
Hospital Universitario Getulio Vargas (HUGV), essa pesquisa foi desenvolvida através
de um estudo prospectivo observacional que revelou um elevado percentual de
resisténcia para Penicilina (92,3%) e Oxacilina (61,5%) e todos os isolados foram
sensiveis a Vancomicina. Dos 55 pacientes analisados, 16 adquiriram S. aureus na

comunidade e 39 no ambiente hospitalar. Quarenta e seis (83,6%) necessitaram
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internacdo hospitalar (p-valor = 0,0000018<0,05) e 9 (16,4%) receberam tratamento
ambulatorial. Dos 39 pacientes que adquiriram S. aureus no ambiente hospitalar, 9
(23,1%) foram a obito (p-valor — 0,05) e desses, 5 estavam infectados por S. aureus
MRSA. Motivados pelos resultados do primeiro estudo, um segundo projeto, visando
ampliar o universo de estudo das infecgdes causadas por S. aureus, principalmente das
formas graves, o espectro de resisténcia apresentado a diversos antibidticos empregados
na clinica e para avaliar a dinamica do perfil de resisténcia no intervalo entre os dois
estudos. Para tanto, a proposta foi caracterizar todos os isolados quanto a Taxonomia
Classica e Molecular, Sensibilidade e Resisténcia aos antibioticos e em caso de
resisténcia, confirmar com ferramentas moleculares a presenca dos genes que lhes

conferissem tal fenotipo.

1.1. MICRO-ORGANISMOS E ANTIMICROBIANOS, UMA HISTORIA

COM VARIOS CAPITULOS.

A histéria da microbiologia clinica se inicia em 1675 com Antony Van
Leeuwenhoek na Holanda, ao descrever, com auxilio de seu microscépio, “pequenos
animais” presentes em &gua de chuva estagnada. Estudos posteriores levaram a
documentacdo formal dos micro-organismos. Em 1800, a populacdo passa a utilizar os
hospitais e estes se transformam em centros de treinamento médico.

Em 1841, Ignaz Semmelweis, trabalhando em um hospital de Viena, percebeu
que na ala cuidada pelos médicos havia 18% mais mortes por sepse puerperal do que na
ala cuidada pelas parteiras. A morte de um amigo, ap6s o mesmo ter se ferido durante
uma autopsia de uma paciente que havia ido a Obito por sepse puerperal levou
Semmelweis a postular um possivel ser invisivel que causara as mortes de ambos e que

poderia ser transferido do local da autdpsia aos quartos da maternidade e, assim, infectar
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as maes por ocasido do parto. Apds instituir medidas sanitarias como lavagem das méaos
dos médicos com desinfetante, limpeza dos aparelhos da sala de autopsia e limpeza dos
aparelhos utilizados no procedimento de partos, a taxa de mortalidade diminuiu em
torno de dois tergos (ROSSI E ANDREAZZI, 2005).

Em 1877, Robert Koch cora esfregacos de bactérias com azul de metileno e em
1880, aproximadamente 200 anos depois das descricdes de Leeuwenhoek, Ogston
descreveu a doenca estafilococica e seu papel na sepse e na formacao de abscessos.

Em 1905, Hans Christian J. Gram desenvolveu o método de Gram para
identificacdo das bactérias gram-positivas e gram-negativas, e em 1929, Alexander
Fleming publicou no British Journal of Experimental Pathology, o seu primeiro trabalho
descrevendo a penicilina e seus efeitos sobre os micro-organismos gram-positivos.
Fleming observou que Staphylococcus semeados “pareciam se dissolver”, sob a acdo do
Penicillium, mas, na época, a comunidade cientifica ndo deu muito crédito a essa
descoberta. Somente em 1940, por ocasido da segunda guerra mundial na tentativa de
salvar os soldados feridos em combate, a penicilina é produzida em maior escala e seu
poder e disponibilidade ddo origem a era dos antibioticos.

Ainda na década de 1940, Ernest Chain e E.P. Abraham descobrem uma
substancia originaria da E.coli que podia inativar a penicilina. Esse foi o primeiro
produto bacteriano reconhecido como resistente a um agente antibacteriano. Dois anos
depois, em 1942 a resisténcia a penicilina comeca a ser descrita em algumas dessas
cepas, decorrente da producéo de penicilinases. Este avanco na clinica medica rendeu a
Howard Florey, Ernest Chain e Alexander Fleming o prémio Nobel de Medicina e

Fisiologia em 1945.
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De 1944 a 1945 cepas com producdo de beta-lactamases (penicilinases)
passaram a ser isolada em diferentes regifes levando a uma resisténcia substancial que
limitou o uso da penicilina e seus derivados.

Em 1950, o Japéo sofre a primeira grande epidemia de disenteria, e 0 agente
etiologico era resistente aos antibioticos, fato que posteriormente foi elucidado como
consequéncia de uma transferéncia genética entre espécies microbianas.

Em 1952, James T. Park e Jack L. Strominger descrevem o modo de acdo da
penicilina, ou seja, age inibindo a sintese da parede celular da bactéria. Cabe registrar
que a penicilina mudou a maneira de como a medicina estava sendo praticada. A terapia
e a profilaxia com antibidticos transformaram-se em regra na pratica médica e em todos
0s tipos de tratamento: com indicacao correta ou nao.

Em 1959, O. Sawada demonstra que a resisténcia aos antibidticos pode ser
transferida entre cepas de Shigella e Escherichia coli por plasmidios.

Em 1966, William Kirby e Alfred Bauer estabelecem padrdes para o teste de
sensibilidade aos antibioticos com base no principio de disco difusdo, procedimento que
distingue cepas sensiveis de cepas resistentes. “Esse método permitiu aos laboratorios
clinicos proverem informacgdes com acuracea, reprodutibilidade e confiabilidade com
relacdo a escolha dos antimicrobianos™.

Nos anos de 1960 e 1970, o uso indiscriminado de penicilinas semisintéticas, e
cefalosporinas favoreceram a emergéncia de cepas de S. aureus MRSA resistentes a
penicilinases (BROCK, 1975).

Em 1996 ocorre o primeiro alarme mundial com o trabalho de Hiramatsu, no
Japéo, sobre S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina ou GISA (S. aureus
com resisténcia intermediaria aos glicopepideos), até entdo universalmente sensiveis a

esta droga (HIRAMATSU et al., 1997).



23

Em 1997, cepas GISA foram relatadas nos EUA ap6s detec¢do de quatro casos
de infeccdo: Michigan (CDC, 1997), New Jersey (CDC, 1997), New York (ROTUN et
al., 1999) e lllinois (CDC, 2002). A resisténcia foi atribuida a um espessamento da
parede bacteriana. Esses pacientes apresentavam infeccfes cronicas e desenvolveram
infecgBes por cepas GISA em diferentes sitios anatdmicos, sem resposta clinica a
vancomicina. Nos casos relatados ndo foi descrita colonizagdo ou propagacdo dessas
cepas aos membros da familia ou aos funcionarios do hospital.

Em 2000 foram descritas cepas GISA em S&o Paulo — Brasil, (OLIVEIRA et al.,
2000), despertando uma preocupacéo epidemioldgica para a detecgdo e o controle dessa
resisténcia nos hospitais brasileiros. Quatro cepas foram isoladas de pacientes da
unidade de queimados e uma cepa da unidade de ortopedia. Todos os pacientes estavam
em uso de vancomicina ha mais de 30 dias. O desenvolvimento da sensibilidade
intermediéria a vancomicina pode estar relacionado com o contato prolongado do
micro-organismo com esse antimicrobiano (ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

Em 2002 foi relatada nos Estados Unidos a primeira cepa de S. aureus
totalmente resistente a vancomicina (VRSA), em um paciente diabético de 40 anos e
com o quadro de insuficiéncia renal cronica (NCCLS, 2003). Esse caso em especial
merece destaque porque sugere um possivel mecanismo de aquisicao da resisténcia. O
histérico médico do paciente registra antibioticoterapia (incluindo vancomicina) para o
tratamento de uma Ulcera cronica no pe, desde abril de 2001. Em abril 2002, o paciente
foi submetido a amputacdo do dedo do pé, devido a um processo de gangrena, e,
subsequientemente, desenvolveu bacteremia por MRSA devido a um enxerto infectado.
O quadro néo evolui bem, infeccdo do cateter venoso central, e ao exame de cultura e
antibiograma houve o crescimento de um S. aureus resistente a vancomicina (VRSA). O

dado surpreendente é que o exame de cultura e antibiograma da leséo do pé identificou
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a bactéria Enterococcus sp. resistente a vancomicina e que possuia em seu genoma o
gene vanA. Esse gene nunca havia sido identificado em isolados clinicos de S. aureus,
logo se sugeriu que a resisténcia possa ter sido adquirida pela transferéncia horizontal
de material genético entre Enterococcus resistente a vancomicina e o S. aureus, (CDC,
2002).

O segundo caso de VRSA foi descrito em 2002, também nos Estados Unidos
(CDC, 2002). Nesse isolado também foi identificada a presenga do gene vanA e a
hipGtese levantada também foi de transferéncia horizontal de genes entre Enterococo
Resistente a Vancomicina (VRE) e S. aureus. Esses achados sao factiveis uma vez que a
transferéncia horizontal do gene vanA de Enterococcus faecalis para S. aureus ja havia
sido demonstrada em condigdes laboratoriais (dez anos antes) (NOBLE et al., 1994).

No Brasil os primeiros relatos de cepas VRSA comegaram a surgir entre 2000 e
2002 em Porto Alegre-RS, Séo Paulo - SP e Rio de Janeiro - RJ (TAVARES, 2004).

E importante reforcar a ineficiéncia crescente dos diferentes antibicticos diante
de novos tipos de resisténcia e a necessidade de otimizagéo na utilizagdo desse arsenal
terapéutico orientada por dados locais, além de uma acdo integrada de equipes de saude,

(DIXON, 1994).

1.2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

S&o cocos gram e catalase positivos que podem se apresentar aos pares, isolados
ou como um cacho de uvas (do grego estaphyle = cachos de uva) a microscopia de luz
devido a sua divisdo celular que ocorre em trés planos perpendiculares. S& micro-
organismos arredondados ndo maveis, que formam células esféricas medindo de 0,5 a
1,5 pum de didmetro (Fig. 1). Em sua maioria sdo aerdbicos podendo ser anaerdbicos

facultativos. Desenvolvem-se melhor em meio contendo cloreto de sédio a 10 % e em



25

temperaturas que variam de 18° a 40° C (6tima de 37° C) e pH préximo a 7.
Distinguem-se de outras espécies de estafilococos pelo pigmento dourado de suas
coldnias, e por apresentarem resultado positivo para o teste coagulase na fermentagdo

do manitol e desoxiribonuclease (WILKINSON et al., 1997).
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Figura 1: Microscopia eletronica de varreduda de Staphylococcus aureus. Aumento
de 20 mil vezes e colorido por ferramenta de imagem. Fonte: Centers for Disease

Control and Prevention’s Public Health image Library, nimero de acesso #11157.

A filogenia dessa bactéria vem mudando ao longo dos anos, muito em
consequéncia dos dados moleculares, e apesar das divergéncias entre alguns
pesquisadores em nivel de classe (Coccus ou Bacilli), a tendéncia tem sido classificar S.
aureus como uma eubactéria do filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales, familia
Staphylococcaceae, género Staphylococcus (Wattam, 2014). O género Staphylococcus
possui 54 espécies descritas no banco Taxonomy do NCBI, desses, 17 podem ser

isolados de amostras biolégicas humanas.
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Espécies do género Staphylococcus fazem parte da microbiota indigena da pele e
membranas mucosas humanas, em especial a mucosa nasal. Em geral desenvolvem uma
relagcdo comensal com o hospedeiro humano, bem como em outros animais. Dentre as
espécies do género S. aureus, se destaca. Considerado um patégeno oportunista,
freqlientemente estd associado a infecgdes adquiridas na comunidade e no ambiente
hospitalar (FREIRAS, 2004). Certamente é a espécie de maior importancia medica

devido a gravidade das infec¢des que pode causar (KLUYTMANS, et al., 1995).

1.2.1. PAREDE CELULAR

Metade do peso da parede celular é constituida por peptideoglicano, uma
caracteristica comum as bactérias-gram positivas (Fig. 2). E formada por cadeias de
glicano constituidas por 10 a 12 unidades alternadas de acido N-acetilmuramico e N-
acetilglicosamina; essas cadeias sdo ligadas por pontes peptidicas, onde as cadeias de
glicano séo ligadas por pontes de pentaglicinas que s&o ligadas a L-lisina em uma cadeia
tetrapeptidica e a uma D-alanina em uma cadeia adjacente. O peptideoglicano tem
atividade semelhante & endotoxina, estimulando a producdo de pirégenos enddgenos,
ativando o complemento e a producéo de interleucina pelos mondcitos e a agregacgéo de
leucdcitos polimorfonucleares (processo responsavel pela formacdo de abscessos),

(LOWY, 1998).

O peptideoglicano também estimula a liberagdo de citocinas pelos macrofagos,
ativando o complemento e a agregacdo de plaquetas. Diferengas na estrutura do
peptideoglicano do S. aureus podem contribuir para sua capacidade em desencadear
coagulacao intravascular disseminada (KESSLER et al., 1991).

O é&cido ribitol teicéico junto com o peptideoglicano sdo 0s maiores

componentes da parede celular. Os acidos teicoicos sdo polimeros espécie-especifica,
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contendo fosfato ligado, covalentemente, a camada de peptideoglicano ou através de
ligacdo lipofilica a membrana citoplasmatica (acidos lipoteicoicos); eles medeiam a
fixacdo dos estafilococos as superficies mucosas através de sua ligacdo especifica a

fibronectina.

Capsula ou camada limosa
de polissacaridio

Camada de peptidioglicano

Polissacaridio A
(acido teicdico)

Proteina A

Membrana
citoplasmatica

Fator de
agregac¢do

Figura 2: Estrutura da parede celular do S. aureus. Fonte: Microbiologia

Médica (MURRAY et al., 2002).

A cépsula, ou camada limosa (Fig. 2), é uma frouxa camada de polissacarideos,
externa ao peptideoglicano. E observada apenas ocasionalmente nos estafilococos
cultivados in vivo. Existem 11 sorotipos capsulares. Os sorotipos 5 e 8 ocorrem em 75%
das infec¢bes em humanos. Muitos S. aureus meticilina-resistentes isolados sdo do tipo

5 (LEE, 1996).

1.2.2. Proteinas de Superficie

Muitas proteinas de superficie do S. aureus tém caracteristicas estruturais em

comum. A maioria das cepas é revestida uniformemente pela proteina A, que tem
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propriedades antifagocitarias baseada em sua habilidade em se ligar a fracdo Fc (Fator

complemento) das imunoglobulinas.

Existe também a coagulase, uma proteina que se liga ao fibrinogénio e o
converte em fibrina insoltvel provocando a aglutinacdo ou agregacao dos estafilococos.
A ligagdo dessa proteina é o principal teste de identificagdo do S. aureus (FOSTER e
MC. DEVITT, 1994).

Outras proteinas de superficie importantes para a aderéncia aos tecidos do
hospedeiro sdo: a proteina de ligacdo ao colageno, a proteina de ligagdo a elastina e a
proteina de ligacdo a fibronectina. Essas proteinas tém um importante papel na

habilidade do S. aureus em colonizar os tecidos do hospedeiro, (PATTI et al., 1994).

1.3. A doenca estafilocécica

As complicacGes decorrentes da infeccdo por Staphylococcus aureus sao
conhecidas genericamente como doenga estafilocdcica. Descrito pela primeira vez em
1880 em pus de abscessos cirdrgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, S.
aureus ¢ um dos micro-organismos mais comuns nas infecgdes piogénicas em todo

mundo (SANTOS e SANTOS, 2007).

Algumas formas de doenca hoje sabidamente provocadas por esses germes sdo
relatadas em textos tdo antigos quanto os da Biblia. A sexta das dez pragas infligidas
aos Egipcios foi descrita como uma doenca que provoca tumores e chagas (feridas
purulentas) nos homens e animais, e 0 pus € um dos sinais de infeccdo por S. aureus
(EXODO 9.8-12).

Von Eif et al. (2001) descrevem dois tipos de portadores: aqueles em que S.

aureus faz parte da microbiota permanente, aqueles em que S. aureus faz parte da
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microbiota transitéria. Esse mesmo grupo também relata que algumas pessoas nao
possuem S. aureus em sua microbiota indigena (Von Eif et al., 2001).

Aproximadamente 20% da populacdo podem ser considerados portadores
persistentes, sendo a maioria criangas. Por outro lado, uma grande parte da populacdo
(60%) alberga o S. aureus de forma intermitente (KLUYTMANS et al., 1995).

Inimeros trabalhos referem maior indice de mortalidade entre os pacientes com
S. aureus MRSA que em pacientes com S. aureus MSSA , assim como, pacientes com
patologias de pele que alterem a sua funcdo de barreira como dermatite, psoriase e
doengas eczantematicas apresentam uma maior taxa de colonizagdo e infeccéo por CA-
MRSA, também pacientes com doencas que deprimam o Sistema Imunolégico (como
Neoplasias, Diabetes, Doencas Renais Cronicas, AIDS) ou que facam uso de
medicamentos que deprimam o Sistema Imunolégico como quimioterapicos,
corticoides, etc...) tem maior chance de desenvolverem infecgdes graves por S. aureus
MRSA (CHUNG et al., 2008).

No Brasil, Moreira e colaboradores descreveram ap6s um estudo em um hospital
universitario um maior nimero de sepse e mortalidade em pacientes com bacteremia
por S. areus MRSA (MOREIRA et al., 2008).

Staphylococcus aureus é capaz de produzir infecgdes em diversos tecidos do
corpo humano e esta associado a altas taxas de morbidade e mortalidade, constituindo-
se em uma das principais causas de infec¢des adquiridas tanto na comunidade como no
ambiente hospitalaret (CORREAL et al., 2013 ). As infec¢cbes mais comuns envolvem a
pele (celulite, impetigo) e feridas em sitios diversos, mas algumas podem se disseminar
para diferentes tecidos e levar a formacdo de focos metastaticos. Formas mais grave
podem acontecer como bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite,

pericardite, meningite, abscessos musculares e cerebrais (LOVY, 1998). A doenca
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estafilococica é mais frequente nos homens que nas mulheres na proporgéo de 2:1 talvez
pela predilecdo dos homens por eventos trauméticos (SOLOAGA et al., 2004).

Sendo uma bactéria da microbiota humana como, por exemplo, garganta,
intestinos, pele e narinas, S. aureus pode, a partir desses sitios, alcancar outras regifes
da pele e mucosas, caso as barreiras naturais, isto é, pele e mucosas estejam
comprometidas por trauma ou cirurgia (VELAZQUEZ-MEZA, 2005). Por essa
caracterisitca, S. aureus é classificado como patdégeno oportunista.

O numero de infeccBes estafilococicas adquiridas na comunidade e no meio
hospitalar tem crescido muito nos ultimos 20 anos. Esta tendéncia se deve ao aumento
no uso de dispositivos intravasculares Banerjee et al. (1991), disseminacdo da AIDS,
maior numeo de Neoplasias, maior numero de cirurgias invasivas e do uso
indiscriminado, errbneo ou incompleto de antibidticos, aumentando a proporcdo de
infeccOes causadas por S. aureus meticilina resistentes (PANLILIO et al., 1992 e

NABER, 2009).

1.3.1. DOENCAS CAUSADAS POR S. AUREUS.

Staphilococcus aureus é o maior causador de doencas de pele, respiratorias, de
o0ssos, articulacdes e doencas endovasculares. A maioria das infec¢bes ocorre em
pessoas com multiplos fatores de risco para a infeccdo (MUSCHER et al., 1994;

CORREAL et al., 2013).

Apesar da grande variedade de quadros clinicos causados pelo S. aureus, estes
podem ser divididos em trés principais tipos, (1) as infec¢des superficiais, tais como:
abscessos cuténeos e as infecces de feridas; (2) as infecgbes sistémicas, tais como:

osteomielite, miosite tropical, endocardite, pneumonia e septicemia; e (3) os quadros
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toxicos, tais como: sindrome do choque tdxico, sindrome da pele escaldada e a
intoxicagdo alimentar e mais recentemente a fistula carotido-cavernosa apds bacteremia

por S. aureus (DAMASCO et al., 2012).

1.3.1.1. INFECCOES CUTANEAS E DO TECIDO CELULAR SUBCUTANEO

1.3.1.1.1. IMPETIGO

O impetigo € uma infeccdo da epiderme, normalmente de face e membros (Fig. 3).
E mais frequente em criancas e jovens. Geralmente sdo lesdes multiplas devido a
propagacao para areas adjacentes a pele e se apresentam em diferentes estagios de
desenvolvimento. Comegca com uma pequena area de eritema que progride até a
formacdo de bolhas cheias de um liquido turvo, que com a ruptura leva a formacéo de
crostas. S. aureus tem sido considerado o principal agente, desde 1980 (TRABULSI e

ALTHERTHUM, 2004).
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S

Figura 3: Impetigo Pustular. Fonte: Atlas de doencas infecciosas

(TRABULSI e ALTHERTUM, 2004).

1.3.1.1.2. Foliculite
A foliculite é uma infec¢do do foliculo piloso com formacdo de uma pequena
colecédo de pus abaixo da epiderme. Quando ocorre nos pélos das palpebras, a infec¢do

chama-se hordéolo ou tercol (Fig. 4).

Figura 4: Hordéolo. Fonte: O autor (2005).
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1.3.1.1.3. Furunculo ou Abscesso

O abscesso € uma extensdo da foliculite que se apresenta sob a forma de nodulos

dolorosos, com uma colecdo de pus na parte central (Fig. 5).

Figura 5: Abscesso Inguinal. Abscesso inguinal sendo puncionado para retirada da
colecdo purulenta. Fonte: O Autor, 2005.

1.3.1.1.4. CARBUNCULO

O carbunculo ocorre quando os furtnculos coalescem e a infecgdo se estende
para os tecidos mais profundos levando a celulites. Esses pacientes podem apresentar

bacteremia com calafrios.

1.3.1.1.5. INFECCAO HOSPITALAR

Staphylococcus aureus também € a principal bactéria causadora de infecgdes de
feridas cirurgicas (BAORTO, 2002) (Fig. 6). E nesses casos, aumentam o tempo

internacéo e consequentemente, o tempo e o custo do tratamento.
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1.3.1.2. INFECCOES SISTEMICAS

1.3.1.2. 1. BACTEREMIAS

A taxa global de mortalidade pela bacteremia estafilocécica tem mudado nos
altimos anos. Fatores associados com o aumento da mortalidade incluem idade maior
que 50 anos, ndo remocdo do foco de infec¢do e concomitancia com doencas cardiacas,

neuroldgicas ou respiratérias.

Figura 6: Ferida cirargica infectada (Colostomia) por S. aureus . Fonte: O autor (2005).

Fowler et al. (2005), relataram que de 25% de pacientes com bacteremia, 23%
possuiam cateteres como foco primario. Um dado preocupante levando-se em
consideracdo o uso frequente desse dispositivo no ambiente hospitalar, e ainda, porque
as bacteremias que persistem por mais de 72 horas ap6s a remoc¢do dos cateteres tém
mais risco de complicacGes como: endocardites, abscesso metastatico em varios 6rgaos
e osteomielites, podendo também evoluir para sepse com mortalidade elevada (RAAD e

SABBAGH, 1992).
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1.3.1.2. 2. ENDOCARDITES

Staphilococcus aureus é responsavel por 25 a 35% das endocardites (SANDRE e
SHAFRAN, 1996). Ocorre principalmente em usuarios de drogas endovenosas,
pacientes idosos, pacientes com proteses valvulares e pacientes hospitalizados. Em
todos esses grupos, os sintomas podem se limitar a febre e mal estar, o que dificulta o
diagndstico, ou podem ser mais exuberantes com inicio rapido, febre alta e frequente

envolvimento das valvulas cardiacas (CHAMBERS et al., 1983).

A taxa de mortalidade por endocardite nosocomial é de 40 a 56%, e essa taxa se
torna bem maior quando o agente é o S. aureus (FERNANDEZ-GUERREIRO et al.,

1995).

1.3.1.2. 3. PNEUMONIA E EMPIEMA.

A pneumonia (Fig. 7) pode ser devida a aspiracdo de secrecdo oral ou
disseminacdo hematogénica a partir de um foco infeccioso distante. A pneumonia por
aspiracdo é primariamente observada em criancas de tenra idade, em individuos idosos,
em pacientes com fibrose cistica, influenza e bronquiectasias. O exame do tecido

pulmonar revela inflamagéo e abscessos.

A pneumonia decorrente da disseminacdo hematogénica é comum em pacientes
com bacteremias e endocardites. A pneumonia estafilococica pode ser acompanhada de
empiema, caracterizado por cole¢do de material purulento na pleura (Fig. 7) (KOLLY,

2005).
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1.3.1.2. 3. OSTEOMIELITES

Staphylococcus aureus é o agente etioldgico mais frequente de osteomielite
aguda e cronica. A bactéria pode alcancar os 0ssos por via hematogénica, em
consequéncia de traumas cirurgicos e por contiguidade. Na disseminacdo hematogénica,
o tipo de osso afetado depende da idade do paciente. Na criancga, a bactéria se localiza
quase que exclusivamente nas extremidades dos 0ssos longos, enquanto no adulto, a
maioria das infecgBes se localiza nas vértebras lombares e toracicas. Com alguma
frequéncia, os pacientes com osteomielite hematogénica apresentam antecedentes de

infeccdes cutaneas ou traumas (MUSCHER et al., 1994).

Pneumonia Empiema

Figura 7: Quadro de Pneumonia Estafilocicica e Empiema: A parte preservada do
pulmao apresenta imagem escurecida, caracteristica nas condi¢cdes normais; A imagem
esbranquicada revela acimulo de liquido purulento; as setas indicam a silhueta cardiaca.

Quadro de Empiema: Fonte: O Autor (2005).
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1.3.1.2. 3. CHOQUE SEPTICO

A minoria das infec¢Bes locais ou bacteremias progride para o choque séptico
(Fig. 8) e S. aureus é reconhecido como um dos seus agentes etioldégicos mais comuns
(BONE, 1994; CASEY et al., 1993). Os fatores de risco para a sepse incluem idade
avancada, imunossupressao, quimioterapia e procedimentos invasivos. As
manifestagdes clinicas da sepse incluem febre, hipotensdo, taquicardia e taquipnéia
(Figura 7) (BONE, 1994). Vérios casos progridem para disfuncdo de multiplos 6rgéos,

disseminacdo intravascular disseminada, acidose lactica e morte, (BONE, 1994).

1.3.1.3. QUADROS TOXICOS

1.3.1.3.1. SINDROME DO CHOQUE TOXICO

A sindrome do choque toxico ganhou notoriedade entre 1980-1981, quando
numerosos casos foram associados com a introducdo de tamples superabsorventes
usados durante a menstruacdo. Essa doenca é caracterizada pelo final fulminante,
geralmente em pacientes previamente sadios (Fig. 9). O diagndstico é clinico e se
caracteriza por febre alta, rush eritematoso com consequiente descamacao, hipotensdo e

faléncia maltipla de 6rgdos (CHESNEY et al., 1981).

Em 90% dos casos a sindrome do choque tdxico se relaciona a menstruacdo. As
causas ndo menstruais como: infecg¢bes localizadas, cirurgias e picadas de insetos sdo
responsaveis por cerca de um terco dos casos (MARRACK e KAPPLER, 1990).

Pacientes com sindrome toxica ndo menstrual apresentam uma taxa de
mortalidade maior que os pacientes com sindrome toxica menstrual (WERGELAND et

al., 1991).
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Figura 8: Recém-nascido em choque séptico. Sepse por S. aureus, lesdes

necroticas disseminadas e rush cutaneo. Fonte: O Autor (2005).

1.3.1.3.2. INTOXICACAO ALIMENTAR

A intoxicacao alimentar estafilocdcica é uma das intoxicacfes alimentares mais
frequentes e graves, é decorrente da ingestdo de enterotoxinas pré-formadas no alimento
contaminado por S. aureus, mesmo que este ja ndo esteja mais viavel no alimento

contaminado (BALABAN e RASOOLY, 2000).

Figura 9: Sindrome do Choque
Toxico. Paciente apresentado rush
cutdneo, descamacdo e necrose
celular pelo S. aureus, sédo lesdes
semelhantes a queimaduras. Fonte:

(Murray et al., 2002).
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Os sintomas de intoxicacdo alimentar estafilococica consistem em nauseas,
vomitos, mal estar, debilidade geral, diarréia aquosa ndo sanguinolenta e dor abdominal.
Podem resultar em desidratacdo, sudorese e cefaléia geralmente acompanhados de febre,
geralmente quatro horas ap6s a ingestdo de alimentos e duram em média 12 horas
(MURRAY, 2002).

A pele e a mucosa do homem atuam como reservatorios de estafilococos,
resultando em importante fonte de contaminacdo de alimentos e, nos animais
domésticos o S. aureus € considerado o principal agente das infeccdes em glandula
mamaria (OLIVEIRA et al., 2002).

A gastroenterite estafilocdcica pode ser causada pela ingestdo de alimentos
contendo uma ou mais enterotoxinas. Estima-se que de 100 ng a 1 pg de toxinas sao
suficientes para produzir a doenca em individuos susceptiveis (BERGDOLL, 1990). Em
surtos de enfermidades transmitidas por alimentos (ETAS) investigados pelos
laboratérios de saude publica do Estado de Sdo Paulo, entre 1994 e 1998, Freiras e
colaboradores (2004) publicaram que das amostras analisadas em 776 surtos, o agente
causal foi identificado em 400 deles, e desses, S. aureus foi 0 mais prevalente (43,7%),
demonstrando sua importancia para a saide publica.

As enterotoxinas estafilocdcicas podem ser detectadas in vitro ou pelas suas
atividades bioldgicas in vivo. A deteccdo de rotina é realizada por métodos
imunolégicos como imunodifusdo, radioimunoensaio (RIA), aglutinacdo em latex,
imunobloting e ensaios enzimaticos (ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
e a deteccgéo especifica de genes de toxinas, atraves da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) (BAYLES e IANDOLO, 1989).
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1.3.1.3.3. SINDROME DA PELE ESCALDADA.

Também conhecida como doenga de Ritter ou doenca de Lyell (Ladhani et al.,
2000 e Ladhani, 2001), foi descrita pela primeira vez por Von Rittershain em 1878 que
observou essa doenca em criangas muitos pequenas em um asilo na Czechoslovakia

(Fig. 10) (VON RITTERSHAIN, 1878).

A Sindrome Estafilocdcica da Pele Escaldada (Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome - SSSS) caracteriza-se por uma ou varias colecdo bolhosas na epiderme de
neonatos e criangas, embora adultos com infecgdes latentes também possam vir a
desenvolver a doenca (LADHANI et al, 2001). Recebe esse nome porque o
descolamento da epiderme se assemelha a queimaduras de segundo grau em extensas
areas do corpo do paciente. O descolamento da epiderme ocorre porque a esfoliatina
(produzida por S. aureus) destréi as desmogleinas, glicoproteinas componentes dos

desmossomos e contribuem para a juncdo célula-célula (LADHANI et al., 2003).
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Figura 10: Sindrome da Pele Escaldada Estafilocdcica. Em A, lesGes descamativas
disseminada em recém-nascido ainda no ambiente hospitalar. Em B, infeccéo
comunitaria em lactente, sendo evidenciada lesdo ulcerativa comprometendo toda regido
lombar e flanco direito. A, fonte: O Autor (2005). B, fonte B: Trabulsi e Alterthum
(1987).

Cabe observar que o deslocamento da epiderme observado no impetigo bolhoso
estafilococico também provocado pela secregdo de esfoliatina, mas nesse caso, as lesdes
cutaneas sdo altamente contagiosas (CRIBIER et al., 1992), o que difere da sindrome da
pela escaldada, porque nesse caso, feridas e secre¢cdes ndo sdo contagiosas.

E raramente fatal em criangas, com uma mortalidade inferior a 5% (Cribier et
al., 1984; Gemell, 1995), mas quando acomete adulto a mortalidade € superior a 50%

(CRIBIER et al., 1984).



42

1.4. EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA ESTAFILOCOCICA

As infeccBes sanguineas causadas por S. aureus sdao sem duvida as infecgdes
mais frequentes e de dificil tratamento, assim como de alta morbi mortalidade,
enfrentadas pela medicina nos ultimos tempos (WISPLINGHOFF et al., 2004 e

NABER, 2009).

As bacteremias desencadeadas por S. aureus, particularmente pelas cepas
MRSA, tem aumentado muito nos Gltimos 30 anos, principalmente pelo acréscimo do
namero de cirurgias invasivas, pelo aumento do uso de dispositivos intravasculares
(cateters, shunts, préteses e etc.), pelo aumento no ndmero de pacientes
imunocomprometidos por infeccGes por HIV, uso de quimioterapicos por transplantes
ou tratamento de neoplasias Esse cenério tem grande impacto nas financas do sistema
de salde, pela alta incidéncia de complicagdes como endocardite e infecgdes
metastaticas, 0 que demanda maior tempo de tratamento, maior tempo de internagédo
hospitalar e a necessidade de antibi6ticos mais potentes e consequentemente mais caros

(TROIDLE et al., 2007 e FOWLER et al., 2005).

Nos Estados Unidos, S. aureus é o principal patégeno isolado em pacientes no
ambiente hospitalar e o segundo mais frequente patdgeno isolado no ambiente
comunitario (s6 precedido pela E. coli), (STYERS et al., 2006). No Brasil, os primeiros
casos de infec¢des estafilocdcicas causadas por CA-MRSA foram documentados no
hospital das clinicas da Universidade de Sdo Paulo (TRINDADE et al., 2005). Em 2013,
Correal e colaboradores reportaram em hospitais do Rio de Janeiro e Porto Alegre o
surgimento de cepas SCC mec IV, geneticamente relacionadas ao clone USA 800

(CORREAL et al., 2013).
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De acordo com o SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program), apos
examinar mais de 81.000 isolados no periodo de 1997-2002, S. aureus foi a causa mais
comum de bacteremia hospitalar na America do Norte (prevaléncia de 26%) e América
Latina (prevaléncia de 21,6%) e a segunda mais comum causa de bacte remia na Europa
(prevaléncia de 19,5%) (BIEDENBACH et al., 2004 e OLIVEIRA et al., 2014).

Devido a aquisic&o de resisténcia aos antimicrobianos, MRSA tem se perpetuado
nos ambientes de assisténcia a satde, aumentando os custos e complicacfes, sobretudo
em pacientes imunosuprimidos e/ou internados em UTIs (HIDRON et al., 2008).
Staphylcoccus aureus resistente a meticilina é atualmente o patégeno mais comumente
identificado como agente de infecgfes nos hospitais em muitas partes do mundo,
incluindo Europa, Américas, Norte da Africa, Oriente Médio e Leste da Asia
(BIEBENDACH et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2014).

Dados do National Nosocomial Infection Surveillance System (NNISS) mostram
que os MRSA foram responsaveis por 59,5% das infec¢des causadas por S. aureus em
UTIs de vérios hospitais nos EUA (2006-2007) (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2014). Ainda neste pais em 2011, o ndmero de
pacientes com infeccdo por MRSA foi de 80.461, sendo que 11.285 casos resultaram
em morte. Dados do programa SENTRY de Vigilancia a Resisténcia Antimicrobiana
englobando Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Venezuela e Uruguai mostram que o
MRSA é a causa mais comum de bacteremia em pacientes hospitalizados, com
prevaléncia de 21,6% (FOWLER et al., 2005; COREY, 2009 ; HIRAMATSU, 1997 ;
OLIVEIRA etal., 2014).

Delgado et al., 2011, publicaram um estudo sobre 1306 culturas positivas para S.
aureus realizado no Hospital Universitario Pedro Ernesto aonde se observou 21,1% de

cepas com perfil CA-MRSA , 16,5 % de cepas com perfil HA- MRSA e 62,3% de cepas
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com perfil MSSA e a mortalidade geral nesse grupo de pacientes foi de 30,5% sendo
que a mortalidade foi maior nos pacientes com perfil HA-MRSA ( 43,5%) e perfil CA-

MRSA (35,5%) comparados com o perfil MSSA (25,4%).

1.5 FATORES DE VIRULENCIA

Para iniciar um processo infeccioso, S. aureus se adere aos tecidos ou a
dispositivos proteicos (proteses), e para tal, langa mao de uma variedade de proteinas de
superficie reconhecidas como moléculas adesivas da matriz (microbial surface
componentes recognizing adhesive matrix molecules — MSCRAMMS) (PATTI et al.,
1994 e CORREAL et al., 2013). Apos a adesdo, S aureus ativa mecanismos de escape
ao sistema imune do hospedeiro, favorecendo assim o desenvolvimento da infeccéo.
Um desses mecanismos é a formacao de biofilmes (cole¢des extracelulares de polimeros
produzidos pela bactéria e que garantem as condigdes de protecdo contra as defesas

imunoldégicas e a agdo dos antimicrobianos).

1.5.1 TOXINAS

O S. aureus possui numerosas toxinas que sdo agrupadas conforme seu
mecanismo de acdo (Tabela 1). As citotoxinas levam a formacgéo de poros e induzem
alteracOes pré-inflamatorias nas células dos mamiferos. O dano celular pode contribuir

para a manifestacdo da sindrome séptica, (BHAKDI et al., 1991).

Os superantigenos das toxinas piogénicas sdo estruturalmente relacionados,
compartilhando vérios graus de uma homologia de aminoécidos. A funcdo desses
antigenos é se ligar ao complexo de histocompatibilidade (MHC) de classe Il causando
uma extensa proliferacdo de células T e lancando citocinas (MARRACK e KAPPLER,

1990).
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Tabela 1: Principais grupos de toxinas expressas por S. aureus

Grupos por
Toxinas Referéncias
mecanismo de acao

SEA, SEB, SEC, SED,
Carmo et al., 2002
SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ

SEK e SEL Orwin et al., 2001 e 2003
Superantigenos das

SEM, SEM, SEO Loir etal., 2003
Toxinas Piogénicas

SEU Letertre et al., 2003

Sindrome do Choque
Bergdoll et al. 1981
Toxico TSST-1

TiposAe B Lee etal., 1996
Esfoliativa Tipo C Sato et al., 1994
Tipo D Yamaguchi et al., 2002
Leucocidinas alfa, beta,
Citoliticas ou produtoras de FREIRAS et al., 2004
delta e gama,

lesdo de membrana
Panton-Valentine (P-V)

Fonte : Harrison et al., 2015

Em diferentes dominios as moléculas das enterotoxinas sdo responsaveis por
duas patologias graves que séo a sindrome do choque toxico e a intoxicacdo alimentar
(HARRIS et al., 1993).

As toxinas esfoliativas A, B, C e D, causam eritema e descamacdo da pele e séo
responsaveis pela sindrome da pele escaldada estafilocdcica que é observada com mais

frequéncia em criancas de pouca idade (Fig. 10). O mecanismo de agdo dessas toxinas
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se baseia na destruicdo da desmogleina e epidemiologicamente associam-se a infec¢oes
cutaneas graves (CRIBIER et al., 1992).

As enterotoxinas estafilococicas (SES) podem ser detectadas de rotina por
métodos imunoldgicos como imunodifusdo, radioimunoensaio (RIA), aglutinacdo em
latex, imunobloting e ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Um método alternativo para
verificar a capacidade enterotoxigénica de linhagens de estafilococos é a deteccdo
especifica de genes de toxinas através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

(FREIRAS et al., 2004).

1.5.2. ENZIMAS, ELEMENTOS GENETICOS E OUTROS COMPONENTES

BACTERIANOS.

Staphilococcus aureus produz varias enzimas, como: nucleases, proteases,
lipases, colagenases e hialuronidases, além de outras enzimas como catalase,
fibrinolisina, coagulase e beta-lactamase (Fig. 11), que tem a capacidade de levar a

destruicdo tecidual e expansao da infec¢do ( LOWY, 1998).

Mais de 90% dos S. aureus eram sensiveis a penicilina até 1941, ano em que este
antibidtico foi utilizado pela primeira vez. Clinicamente, entretanto, a resisténcia a
penicilina se desenvolveu rapidamente, principalmente devido a producdo da
penicilinase (f-lactamase) pelos micro-organismos. A distribuicdo disseminada do gene
dessa enzima foi garantida pela sua presenca em plasmideos transmissiveis. Atualmente
sO 5% dos S. aureus sdo sensiveis a penicilina (LOWY, 1998). A p-lactamase é uma
enzima capaz de inativar a penicilina e se localiza na membrana citoplasmatica,

envolvida pela parede celular (WILKINSON et al., 1997).
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Figura 11: Fatores de viruléncia do S. aureus. Em A, a esquerda, sdo evidenciadas
proteinas de superficie e a direita, proteinas secretadas. A sintese de muitas destas
proteinas estd condicionada a fase de crescimento, representado na figura pela curva de
crescimento. Em B e C, a membrana e parede celular foram ampliadas para mostrar
proteinas de superficie, como a enzima p-lactamase que confere resisténa a penicilina
(em B), bem como proteinas com organizacdo estrutural semelhante a do fator de
aglutinacdo (em C). TSST-1 indica a sindrome do choque toxico da toxina 1.

(Adapatado de Lowy, 1998)

As cepas de S. aureus possuem duas formas de coagulase: ligada ou livre. A
coagulase ligada a parede celular do estafilococo é um ativador da protrombina,
podendo converter diretamente o fibrinogénio em fibrina insoltvel, com consequente
aglutinacdo dos estafilococos. A coagulase livre produz o mesmo resultado ao reagir

com o fator plasmatico globulinico, formando estafilotrombina, semelhante a trombina.

Esse fator catalisa a conversdo do fibrinogénio em fibrina insoltvel, induz a formagédo
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de uma camada de fibrina ao redor do abscesso estafilococico, localizando assim a
infeccdo e protegendo os micro-organismos da fagocitose (WILKINSON et al., 1997).

Esse arsenal bioquimico caracteriza um fendmeno conhecico como plasticidade
genética, j& muito bem estudado em outros patégenos como Pseudomonas aeruginosa
(Ziebandt et al., 2010 e Shen et al., 2006). A plasticidade genética confere imensa
vantagem adaptativa porque pode conferir resisténcia a drogas, maior capaciade de
penetracao nos tecidos e escape as defesas do hospedeiro.

O genoma do estafilococo consiste de um cromossomo circular com
aproximadamente 2,8 milhGes de pares de base, organizados em um cromossomo
circular Unico. Entretanto, além dos genes vitais, conhecido como core genome, 0
patdgeno apresenta outros elementos genéticos como plasmideos, transposons, ilhas de
patogenicidade e profagos (Fig. 12), que passam a serem determinantes nas infeccfes
estafilocdcicas no homem e nos animais (LOWY, 1998 e NOVICK, 1990).

A resisténcia do S. aureus aos antibidticos tem sido desenvolvida por mutacoes
ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras ou até de outros géneros e espécies,
por exemplo, Enterococcus sp. Geralmente, a resisténcia que ocorre por mutacdo gera
uma alteragdo no sitio de acdo do antibidtico, enquanto que a resisténcia por aquisi¢do
de genes de resisténcia frequentemente envolve a inativacdo ou destruicdo da droga

sendo transmitida por plasmideos, fagos ou transponsons (LIMA et al., 2005).
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Figura 12: Diagrama esquematico ilustrando como S. aureus adquire resisténcia a
meticilina e sua capacidade de expressar diferentes fatores de viruléncia. A bactéria
expressa adesinas e toxinas de superficie e também secreta muitas toxinas e enzimas por
expressao de genes cromossomicos. A resisténcia a meticilina é adquirida via
transferécia horizontal do cassete SCCmec e este pode se inserir no cromossomo por
recombinacdo. O gene mecA codifica uma proteina g-lactamica refratéria a ligacdo da
penicilina, PBP2a, e portanto a sintese de novos peptideoglicanos da parede celular ndo
fica comprometida. Alguns fatores de viruléncia como PVL e as proteinas inibidoras de
quimiotaxia, Chip, sdo codificadas por genes localizados em profagos. (Adapatado de

Foster, 2005).
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A resisténcia a meticilina é determinada por um gene cromossémico (mecA) que
codifica para um receptor beta-lactamico (PPB2a) com baixa afinidade pelo antibiotico
0 que resulta na resisténcia (Fig. 12). Um estudo feito em 1996, com cepas de diferentes
continentes, mostrou a presenga de cinco cassetes estidveis nos Cromossomos
estafilococico relacionados com a resisténcia a meticilina, SCC MEC |, II, I, IV e V
(Velazquez-Meza, 2005). Existem ainda cepas resistentes resultantes de mecanismos
independentes do mecA, como a de p-lactamase, PBPS alteradas (1, 2 e 4) e
hiperproducdo de PBP4 (YOSHIDA et al., 2005; HOWDEN et al., 2010, OLIVEIRA et
al., 2014)

Cepas resistentes a meticilina eram, ou acreditava-se ser restrito ao ambiente
hospitalar (HA-MRSA), entretanto em meados da década de 2000, foram reportadas
cepas comunitarias com resisténcia a esse antobidtico, CA-MRSA, essas cepas
resistentes a meticilina/oxacilina foram encontradas na comunidade, os individuos que
as portavam ndo foram internados em hospitais no ano anterior a infeccdo, nem foram
submetidos a procedimentos médicos invasivos, como dialise, cirurgias ou uso de
cateteres (BRATU et al., 2006 e OLIVEIRA et al., 2014).

As principais diferengas entre as cepas CA-MRSA e HA-MRSA séo as
manifestacdes clinicas, associadas geralmente a (1) infeccdes de pele e partes moles; (2)
casos recorrentes de infeccdes respiratorias e hematogénicas e (3) perfil de resisténcia
aos antibidticos, pois HA-MRSA se caracterizam por uma ampla resisténcia aos
diversos antibidticos e as cepas CA-MRSA mostram uma sensibilidade em torno de
(85% a 100%) a drogas como clindamicina, gentamicina, ciprofloxacina,
sulfametoxazol/trimetoprin e vancomicina, mostrando-se resistentes apenas a oxacilina

e a outros betalactamicos (LOPES, 2005 e CORREAL et al., 2013).



51

Além disso, os cassetes cromossomicos que determinam o perfil de resisténcia a
meticilina, até 0 momento, apresentam um perfil conservado de heranca: os tipos I, 11, e
Il sdo encontrados nas cepas HA-MRSA, j& os tipos 1V e V sdo obervados em cepas
CA-MRSA. Outra caracteristica do CA-MRSA é a presenca dos genes lukF-PV e lukS-
PV, que codificam a leucocidina Panton—Valentine (PVL), que é capaz de causar lesdo
tecidual em infeccBes de pele priméarias severas e pneumonias necrotizantes
(LARCOMBE et al., 2007).

Cepas MRSA tem se perpetuado nos ambientes de assisténcia a salde, muito
provavelmente devido a selecdo exercida pelos antimicrobianos, o que em Ultima
analise, vem aumentando os custos e complicacbes do tratamento, sobretudo em
pacientes imunosuprimidos e /ou internados em UTIs (HIDRON et al., 2008). Cepas
MRSA sdo os agentes etiolégicos mais comuns nas infeccdes hospitalares de varias
partes do mundo, incluindo Europa, Américas, Norte da Africa, Oriente Médio e Leste
da Asia (BIEBENDACH et al., 2004 e OLIVEIRA et al., 2014).

Dados do National Nosocomial Infection Surveillance System (NNISS) mostram
que cepas MRSA foram responsaveis por 59,5% das infec¢des causadas por S. aureus
em UTIs de varios hospitais nos EUA no biénio 2006/2007 (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2014). Ainda neste pais, em 2011, o nimero de
pacientes com infeccdo por MRSA foi de 80.461, sendo que 11.285 casos resultaram
em morte. Dados do programa SENTRY de Vigilancia a Resisténcia Antimicrobiana
englobando Argentina, Brasil, Chile, Colémbia, Venezuela e Uruguai mostram que o0
MRSA é a causa mais comum de bacteremia em pacientes hospitalizados, com
prevaléncia de 21,6% (FOWLER et al., 2005; COREY, 2009 ; OLIVEIRA et al.,

2014).
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1.6. PATOGENESE DA DOENCA ESTAFILOCOCICA

Staphilococcus aureus tem um arsenal diverso de componentes e produtos que
contribuem para a patogénese da infeccdo. Esses componentes e produtos tém uma

sobreposicao de papéis e podem atuar juntos ou sozinhos.

A viruléncia de S. aureus é notavel, porque é um comensal que pode colonizar a
narina, axila, vagina, regido inguinal e superficies de pele erosada ou com solucdo de
continuidade (NOBLE et al., 1994; CASEWELL, 1986; OLIVEIRA et al., 2014)).

A infeccdo se inicia quando existe uma quebra da barreira de pele ou mucosa
permitindo ao patdgeno, 0 acesso para dentro dos tecidos e/ou para a circulacdo
sanguinea. Se a infeccdo sera contida ou ndo, vai depender dos fatores de viruléncia S.
aureus e dos mecanismos de defesa do hospedeiro.

O primeiro passo na patogénese € a colonizacdo; os seres humanos colonizados
assintomaticos sdo o principal reservatorio para a disseminagdo inter-humana, cerca de
20% da populacdo é considerada como portador persistente, sendo a maioria criangas e
60% alberga o S. aureus de forma intermitente (KLUYTMANS et al., 1997 e
OLIVEIRA et al., 2014).

Para iniciar um processo infeccioso, S. aureus se adere aos tecidos ou a
dispositivos proteicos e para tal lanca mao de uma variedade de proteinas de superficie
reconhecidas como moléculas adesivas da matriz (microbial surface componentes
recognizing adhesive matrix molecules — MSCRAMMS) (PATTI et al.,, 1994;

CORREAL et al., 2013) (Fig. 13).
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Figura 13: Evolucéo da infeccdo por S. aureus: A sequéncia de eventos progride da
esquerda para a direita. Estafilococos circulantes se ligam a lesdes endovasculares,
regides onde se formam os trombos de plaquetas e fibrina (PFT). A adesdo pode ser
mediada por MSCRAMM, atraveés de interac¢des diretas via receptor de adesinas ou por
meio de fibrinogénio. A adesdo promove modificacGes do endotélio e alteracdes do
microambiente, tais como alteracdes na matriz extracelular (ECM) o que pode sinalizar
alteracdes na susceptibilidade celular a infeccdo. Apo6s a fagocitose por células
endoteliais, as bactérias secretam enzimas proteoliticas o que facilitam a disseminacéo
para os tecidos adjacentes e a liberacdo de estafilococos na corrente sanguinea. Nos
tecidos adjacentes subepiteliais, as bactérias provocam resposta inflamatoria que resulta
na formacdo de abcessos. Depois da fagocitose, as células endoteliais expressam
receptores Fc e moléculas de adesdo (moléculas de adeséo celular vascular, VCAM e
moléculas de adesd@o intercelular ICAM) e secretam as interleucinas 1, 6 e 8, que
recrutam os leucdcitos para o local da infeccdo. As citocinas liberadas na corrente
sanguinea por mondcitos, macrofagos e células endoteliais, contribuem para as
manifestacdes da sepse e vasculite associada com a doenca estafilococica sistémica. A
expressdo de receptores Fc pode contribuir para a vasculite ocasionalmente encontrada
durante a bacteremia, servindo de local para ligacdo de imunoglobulina (Ig) ou de
complexos imunes. PMN indica de leucdcitos polimorfonucleares (Lowvy, 1998).
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Uma vez aderido, usa Seus recursos para escapar ao sistema imune do
hospedeiro e obter tempo suficiente para desenvolver a infeccdo. Um desses
mecanismos € a formacdo de biofilmes (colecBes extracelulares de polimeros
produzidos pela bactéria e que garantem as condigdes de protecdo contra as defesas
imunologicas e a acdo dos antimicrobianos. Quando as circunstancias sdo favoraveis,
ocorre a invasdo tecidual, dependente de secrecdo de hidrolases e liases como
proteinases, folsfolipase C, bem como proteinas de superficie para sobreviver ao
sistema imune do hospedeiro. A cépsula antifagocitica € 0 mecanismo primario contra a
atividade fagocitica de neutréfilos, mondécitos e macréfagos (FOSTER e MC DEVITT,
1994). Além disso, as proteinas ligantes de fibronectina (um tipo de MSCRAMM)
favorece sua evasao a fagocitose.

Para encontrar protecdo essa bactéria cria pontes de fibronectina com a célula
endotelial do hospedeiro, usando as integrinas -1, e assim consegue, ap6s adentra-la,
se proteger das células do sistema imune extracelular (FOWLER et al.,2005 e
CORREAL et al., 2014).

Para evitar a imunidade mediada por anticorpos, S. aureus expressa uma
proteina de superficie chamada proteina A (codificada pelo gene SPA). Uma vez ligada
a regido Fc das imunoglobulinas do hospedeiro, a proteina A inibe a opsonizacdo e a
fagocitose.

Cerca de 50% dos isolados de S. aureus secretam a proteina inibitéria de
quimiotaxia (CHIPS) que limita o recrutamento dos neutrofilos. Estas bactérias também
produzem leucocidinas, fatores que podem atacar e destruir as membranas dos
leucdcitos mediante a formacéo de poros. Um tipo de leucocidina é a toxina Panton —
Valentine (PVL), cujos genes estdo codificados em um bacteriofago integrado ao

genoma bacteriano (LABANDEIRA-REY et al., 2007).



55

Além desses mecanismos numerosas cepas produzem toxinas com capacidade de
criar distarbios fisiologicos especificos. As toxinas classificadas como superantigenos
produzem uma tormenta de citoquinas, assim como aumento na proliferacdo clonal de
células T, sdo exemplos a toxina da sindrome do choque tdxico estafilocéccico (Toxic
Shock Syndrome Toxin-1, TSST-1), e a toxina esfoliativa. (DAMASCO et al., 2012)

A capacidade de ser capaz de atravessar as barreiras naturais e de se evadir do
sistema imune explicam como ocorrem as infecgfes graves. O risco de infecgéo
aumenta com a presenca de corpo estranho, inclusive o tipo do fio de sutura pode
interferir na incidéncia de infec¢do, fato reportado em trabalhos ainda da década de

1950 (Eleck e Conen, 1957).

1.6.1. INFECCAO INVASIVA / SISTEMICA.

A bacteremia estafilocdcica pode se complicar com endocardite, infeccdo
metastatica ou sindrome séptica. A célula endotelial é o pivé principal desse processo
patogénico, ndo somente sendo o objetivo central da injdria, mas também contribuindo

com ativacdo de fatores para a progressdo da doenca endovascular.

Estudos demonstraram, in vitro, que ap6s a aderéncia as células endoteliais o
patdgeno a adentra (HAMIL e VANN, 1986). O ambiente intracelular protege o
estafilococo dos mecanismos de defesa do organismo tanto quanto dos efeitos
bactericidas dos antibioticos.

Demonstou-se que o interior das células endoteliais nutre grandes col6nias
variantes. Esse fato permite o aumento da sobrevida bacteriana e contribui para o

desenvolvimento de infeccgdes persistentes ou recorrentes (PROCTOR et al., 1995).
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O evento que leva ao choque séptico, na infeccdo estafilocdcica, tem como
atores principais monaocitos e macrofagos, além de leucdcitos polimorfonucleares,
células endoteliais e plaquetas. Os mondcitos langam o fator de necrose tumoral a, a
interleucina 1, interleucina 6 e interleucina 8 ap6s contato com o estafilococo intacto
(TIMMERMAN et al., 1993 e HEUMANN et al., 1994). Ao contrério, a ativacdo da
interleucina 1 e interleucina 6, pelas células endoteliais, requerem a fagocitose
bacteriana. Como resposta a citocina e ativagdo celular, o complemento e os diferentes
caminhos da coagulacdo sdo ativados, o acido aracdonico é metabolizado e o ativador
plaquetdrio é lancado. Esses eventos por sua vez levam a febre, hipotenséo,
extravasamento vascular, coagulagdo intravascular disseminada, depressdao do
miocardio e disfuncdo multipla de 6rgdos. Varios componentes dos estafilococos podem

ser capazes de iniciar uma sindrome séptica (BONE, 1994).

1.6.2 TOXINAS MEDIANDO DOENCAS

Os superantigenos das toxinas piogénicas levam a doencas que ameagam a vida
e se caracterizam pelo inicio rapido de febre alta, choque, extravasamento vascular, e
disfuncdo de mdaltiplos 6rgéos. Superantigenos sdo células T mitdgenas, que junto com
as citocinas e macréfagos, sdo responsaveis pela sindrome do choque tdéxico que
patofisiol6gicamente se assemelha ao choque endotéxico. Em ambas as sindromes, as
bacterias induzem a producéo e liberacdo de uma quantidade excessiva de citocinas que

levam a destruicdo tissular (BOHACH et al., 1990; BONE, 1994).
1.7. RESPOSTA DO HOSPEDEIRO A INFECQAO

A tipica alteracdo patoldgica encontrada na doenca estafilococica é a formagéo

de abscesso, pois os leucocitos sdo os primeiros agentes de defesa na infecgdo causada
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pelo S. aureus (VERDRENGH e TARKOVSKI, 1997). A migracdo de leucdcitos para o
local da infec¢do resulta da aderéncia de moléculas as células endoteliais. As citocinas
mediadoras do processo, sdo ativadas por bactérias e macrdfagos tissulares e, levam
para dentro do sitio de ataque, as células inflamatorias que irdo tentar conter a infeccéo
formando o abscesso, isolando-o do organismo com a formacdo de uma capsula de

fibrina (YAO et al., 1997 e NABER, 2009).

1.8. DIAGNOSTICO

O diagndstico da doenca estafilocdcica é feito pelo quadro clinico e por exames

laboratoriais.

1.8.1. DIAGNOSTICO CLINICO

O diagnéstico clinico se baseia nos sinais e sintomas da doenca e vao variar de
acordo com o tipo de doenca estafilocdcica, os 6rgdos atingidos, a resisténcia do
hospedeiro e a viruléncia da bactéria, mas de uma maneira geral, S. aureus atinge o
organismo de 2 formas: ou invadindo os tecidos e/ ou produzindo toxinas que podem ter
efeitos em sitios distantes do foco de infeccdo (BAORTO EP e BAORTO D, 2004).

O sinal classico da infeccdo estafilocécica é o abscesso, que consiste em uma
parede de fibrina envolvendo um tecido inflamado com uma regido central contendo
pus, 0 prorio S. aureus e leucdcitos. A partir desse foco de infeccdo o patdgeno pode se
disseminar hematogenicamente para qualquer lugar do organismo fazendo novos
abscessos, esse processo € facilitado por sua habilidade em elaborar enzimas
proteoliticas, isso tudo pode resultar em pneumonias (com tosse, febre, dispnéia,
derrame pleural, e até mesmo necrose pulmonar), infeccdes 0sseas e articulares (com

febre, dor a deambulacdo e destruicdo 0Ossea), infeccdo das véalvulas cardiacas (com
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insuficiéncia cardiaca) e sepse com faléncia de multiplos 6rgdos e sistemas podendo

levar ao 6bito, (BAORTO EP e BAORTO D, 2004).

1.8.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

1.8.2.1. CULTURA E ANTIBIOGRAMA

A identificacdo do S. aureus pode ser feita através de cultura de amostras
clinicas como: sangue, secrecBes e ponta de cateter (KLOSS e LAMBRE, 1991). Esse
material é inoculado seletivamente no meio Agar-sangue ou Agar manitol salgado
(suplementado com 7,5% de cloreto de sodio e manitol), isto porque o cloreto de sédio
inibe o crescimento de outros micro-organismos e o0 manitol é fermentado
especificamente pelo S. aureus. Os estafilococos crescem em meio sélido como Agar-
sangue e liquido como o tioglicato. A maioria das espécies apresenta crescimento de
coldnias de aspecto circular e liso medindo de 1 a 3 mm, apds incubagdo a 37 ° C por 24

a 48 h em Agar-sangue ( KLOSS e SCHEIFER, 1975).

No meio de Agar-sangue o estafilococo coagulase positivo (S. aureus), pode ser
diferenciado macroscopicamente de coagulase negativo (S. epidermidis) pela formagéo
de um anel de hemdlise ao redor das colénias (Fig. 14). As colbnias coagulase positivo
tém, geralmente, um anel amarelo-dourado, como resultado da presenca de
carotendides. Enquanto os coagulase-negativos tém auséncia de hemodlise ao redor das
colbnias em Agar-sangue, suas coldnias séo de cor cinza ou branca macroscopicamente
(KLOSS e LAMBRE, 1991 e KLOOS e SCHEIFER, 1975).

O antibiograma pode ser utilizado como meétodo de diferenciagdo entre as cepas,
é simples, barato e muito utilizado nos laboratérios de microbiologia. Existem

limitacbes como método isolado na diferenciacdo entre as cepas (PFALLER, 1991).
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1.8.2.2 TESTES BIOQUIMICOS

Os testes bioquimicos como: reacdo positiva da coagulase (fator de agregacéo),
nuclease termoestavel, fosfatase alcalina e manitol podem ser usados para diferenciar o

S. aureus de outros estafilos (KLOOS e SCHEIFER, 1975; KLOSS e LAMBRE, 1991).

Figura 14: Teste da coagulase em &gar-sangue. Col6nias de S. aureus crescendo em
placa de petri praparada com agar-sangue. Ao redor das coldnias se forma uma alo
dourado em decorréncia da hemolise. (Adapatado de TRABULSI e ALTHERTUM,

2004).

1.8.2.3. METODOS MOLECULARES

Os métodos de tipagem molecular de micro-organismos, tais como o estudo das
proteinas (immunoblot, fingerprint, perfil de proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida), do DNA plasmidial e DNA cromossémico, e mais recentemente
MALDI-TOFI, tém sido preferido pelos clinicos e epidemiologistas (PFALLER, 1992,
WOLTER et al., 2011), o que explica a adeséo crescente dos métodos moleculares em
detrimento dos metodos fenotipicos como forma de confirmar a proximidade entre

cepas envolvidas em um surto..

A primeira técnica molecular baseada no DNA empregada para tipagem do S.

aureus foi a analise do DNA plasmidial (MAC GOWAN et al., 1979 e LOKSLEY et



60

al., 1982). Os plasmidios sdo elementos genéticos extracromossdOmicos que podem
transferir informagdo genética entre diferentes bactérias ou entre bactérias de uma
mesma espécie, podendo as bactérias ganhar ou perder plasmidios.

As bactérias podem ter um ou mais plasmidios. Staphilococcus aureus carrega
geralmente poucos plasmidios (MULLIGAN e ARBEIT, 1991). Entre outras
caracteristicas, os plasmidios carregam os genes determinantes da resisténcia bacteriana,
como por exemplo, a produgdo de beta-lactamase responsavel pela resisténcia dos
estafilococos a penicilina natural (ARBER e MACKEL, 1988).

Muitos métodos moleculares estdo disponiveis para a identificacdo das cepas
MRSA como: PFGE (pulsed-field electrophoresis), PCR (DEPALNO et al., 2000),
analise RAPD ( randomily amplified polymorphic DNA) , Meca : Tn 554 probe Typing
( DOMINGUEZ et al., 1994), staphylococcal cassete chromosome MEC elemento (SCC
mec) typing (PEREZ-ROTH et al., 2004), multilocus variable-number tendem-repeat
analysis (MLVA) (SABAT et al., 2003 e FRANCOIS et al., 2007).

A anélise do perfil plasmidial pode sugerir a disseminacdo de uma cepa
epidémica dentro de um determinado hospital (BRANCHINI et al., 1993) ou entre dois
ou mais hospitais (SADER et al., 1993). Assim, a anélise plasmidial tem sido utilizada
para explicar a ocorréncia de padrbes de resisténcia ndo usual ou mdaltipla. O perfil
plasmidial, padrdo criado quando plasmidios sdo separados com base no peso molecular
por eletroforese em gel de agarose, também pode ser utilizado para caracterizar a
similaridade das cepas bacterianas (SCHLICHTING et al., 1993).

Ha anos a PFGE tem sido considerado padrdo-ouro, apesar de alguns trabalhos
terem questionado esse status (NEMOY et al., 2005) por ser dificil de implementar em
todos os laboratérios clinicos. Alternativas como métodos que usam a PCR, incluindo

registros de spa e MLVA tem sido mais facilmente utilizados (MALACHOWA et al.,
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2005). Nenhuma dessas abordagens, porém parecem ser suficiente para resolver
questdes subclonais de clones altamente prevalentes (SENGUPTA DJ et al., 2014)

A partir da década de 1990, presenca do gene mecA passou a ser investigada
em isolados de S. aureus resistente a penicilinas, cefalosporinas, meticilinas,
carbapenens e outros antibiéticos (BRANCHINI et al., 1993). E desde entdo, varios
outros genes passaram a ser investigados pela técnica da PCR, um método répido,
prético e capaz de detectar a informacdo genética até mesmo em amostras complexas

contendo material genético do hospedeiro e do patdgeno.

1.8.2.4. EXAMES INESPECIFICOS

Os exames inespecificos sao inconclusivos para o diagndéstico, sdo indicativos de
alteracbes comumente encontradas na infeccdo estafilococica como: leucograma com
leucocitose ou leucopenia, velocidade de hemossedimentacdo elevada, proteina C
reativa aumentada, Raios-X para o diagnostico de pneumonias e osteomielites,
ultrasonografia, tomografia axial computadorizada e ressonancia magnética, muito 0til
para localizar abscessos internos e outras alteragdes no interior do organismo, e

cintilografias para a deteccédo de reacdes inflamatorias (LOWY, 1998).

1.9 TRATAMENTO

O tratamento quimioterdpico a ser instituido na doenca estafilococica é
dependente do antibiograma; ja o tempo de tratamento, dependera do tipo de doenga, da

viruléncia da cepa e da resisténcia do hospedeiro (ANTINORI et al., 1994).

No inicio dos anos de 1940, S.aureus isolados dos mais diferentes processos
infecciosos eram sensiveis a penicilina (Fig. 15). Em 1942 a resisténcia a penicilina

comecou a ser descrita, de 1944 a 1945 cepas produtoras de beta-lactamases
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(penicilinases que hidrolisam a anel beta-lactimico das penicilinas) passaram a ser
isoladas ao redor do mundo, o que limitou o uso da penicilina e seus derivados no
decorrer dos anos seguintes (FLEMING, 1929 e FLEMING, 1998).

Na década de 1950 as cepas produtoras de penicilinases passaram a predominar
entre 0s pacientes hospitalizados, com isso se buscou uma alternativa para esse
problema foi quando em 1960 a meticilina foi lancada no mercado como alternativa
terapéutica para as cepas produtoras de penicilinases (CHAIN et al.,1999). Em 1961,
um ano depois do inicio de seu uso em larga escala ao redor do mundo, cepas resistentes
a meticilina comecam a ser descritas e foram denominados de MRSA (S. aureus
resistente a meticilina) (Barber, 1961; Kallings 1962; Lane, 1962).

Existem varios mecanismos de resisténcia a meticilina. Um bastante comum se
deve a uma alteracdo na proteina fixadora ou ligadora de penicilinas (PBPs) codificadas
pelo gene mecA. A presenca da PBP2a ou PBP2 faz com que a meticilina e 0s
compostos penicilina-penicilinase resistente (PPR) tenham baixa afinidade pelo local de
fixacdo da bactéria a parede celular, e, consequentemente deixem de ter acdo. Na
mesma linha de modificacdo de receptores de membrana, cepas denominadas MODSA
(modified penicilin-binding protein S. aureus) também produzem proteinas de ligacédo a
penicilina modificadas (PBPs 1, 2 e 4), diferentes de PBP2a e sé@o gene mecA negativas
(UTSUI e YAKOTA, 1985).

Além disso, a resisténcia pode ser devida a hiperproducdo de beta-lactamase tipo
A, que hidrdlise parcialmente o anel beta-lactdmico das penicilinas, cepas com esse
perfil de resisténcia sdo denominadas BORSA (borderline oxacillin-resistant S. aureus).

As infeccdes de pele e tecidos moles sdo as principais infec¢fes causadas pelo S.
aureus, e a terapéutica consistem em drenagem das colecdes purulentas precocemente e

antibioticoterapia (TANG e STRATTON, 2010; CORREAL, 2013).
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Figura 15: Cronograma de resisténcia do S. aureus. Aspectos clinicos, antibiotico
terapia e perfil de resisténcia apresentados por S. aureus ao longo de 70 anos. Fonte:

Santos et al., 2007.

Os quadros mais graves com presenca de toxinas, exemplo Sindrome do Choque
Téxico além de antibidticos deve-se instituir terapéutica para os sintomas com terapia
hidrica agressiva para o controle da hipotensdo (CORREAL et al., 2013).

Os antibioticos mais comumente usados na doenca estafilococica sdo: penicilina
G; oxacilina; vancomicina e teicoplanina (cepas MRSA). Outras classes mais recentes
de antibidticos como estreptograminas (quinupristina / dalfopristina), oxazolidona
(linezolida) e lipopeptideos (daptomicina), dalbavancina, telanvancina, ornitavancina e
tigecilina podem ser op¢Ges de tratamento de cepas MRSA assim como cefalosporinas
de quinta geracdo (ceftobripole e o ceftaroline) (ROSSI e ANDREAZZI, 2005;
CORREAL et al., 2013). O uso criterioso dessas novas classes é imperativo para que
possamos preservar essas opgoes terapéuticas.

Em 1996 cepas GISA ou VISA (germes resistentes a meticilina e com
sensibilidade intermediaria a Vancomicina), foram isoladas em pacientes que
apresentaram falha terapéutica na vigéncia de vancomicina, além disso, todas elas foram

previamente caracterizadas como MRSA (HIRAMATSU, 1997) (Fig. 15). E em 1997
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quatro casos foram relatados em Michigan (CDC-United States: August 1997), Nova
Jersey (CDC-United States: September, 1997), Nova York (Rotun et al., 1999) e Illinois
(CDC-lllinois: January, 2000).

Em 2000 cinco cepas GISA foram descritas em S&o Paulo (Brasil), (OLIVEIRA
et al., 2000), quatro na unidade de queimados e uma na unidade de ortopedia e todos 0s
pacientes estavam em uso de vancomicina por mais de 30 dias. Os glicopeptideos agem
inibindo a sintese da parede celular bacteriana (peptideoglicano) por interacdo com o
precursor D-alanil-D-alanina (efeito sobre a integridade da parede celular) (Reynolds,
1989).

A cepa VISA de S. aureus apresenta um espessamento importante da parede
celular dificultando a absor¢do dos glicopeptideos fato esse documentado por
microscopia eletronica (CUI et al., 2003). As opc¢Oes terapéuticas para essas cepas
incluem rifampicina, sulfametoxazol/trimetoprim, gentamicina e cloranfenicol ou
combinag6es. Em agéo conjunta com a equipe da GCIH (Grupo de Controle de Infecgéo
Hospitalar), pode ser considerado o0 uso de quinupristina/dalfopristina
(estreptograminas) e linezolida (oxazolidona) e associagBes de antibiticos como
vancomicina e betalactimicos (SANTOS AL e SANTOS D O, 2007 e CORREAL et
al., 2013).

A duracdo do tratamento antibidtico deve ser feita por no minimo 10 dias
(CORREAL et al., 2013). Medidas terapéuticas complementares, como drenagem
cirurgica de abscessos, empiema, desbridamento de lesdes necroticas e desvitalizadas,
remocdes de corpos estranhos e de seqliestros 6sseos na osteomielite cronica, retirada de
dispositivos intravasculares, cateteres, shunts e proteses infectadas, tém de ser
consideradas para a erradicacdo da infeccdo estafilococica (ANTINORI et al., 1994 e

SOYER et al., 1994; NABER, 2009).
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1.10. PREVENCAO

Vacinas e imunoglobulinas (Vacina conjugada de S. aureus) estdo sendo testadas
em varios grupos de risco, com resultados ndo muito satisfatorios, ndo definitivos,

(SCHINEFIELD et al., 2002 CORREAL et al., 2014).

Medidas adequadas de higiene com os ferimentos, com os orificios naturais, e
lavagem adequada das maos, principalmente em ambiante hospitalar, limpeza adequada
da superficie de pele que serd& manipulada, assim como a cobertura das superficies
cuténeas expostas, por material estéril, evitariam, com certeza, a maioria das infeccdes
em pacientes sadios (THOMPSON et al., 1984; BOYCE, 1992), pois S. aureus é um
micro-organismo comensal da pele e mucosas, que se aproveita de falhas do hospedeiro
para invadi-lo (FEKETY, 1964).

A implementacdo de um programa de vigilancia epidemioldgica ativo,
comegando com a necessidade de esclarecimento por parte dos profissionais de saude,
da instrucdo de seus pacientes para que cumpram a posologia dos antibi6ticos
receitados, bem como investimentos em salde publica, em campanhas visando a
educacéo da populacgdo, implementacdo de pesquisas cientificas no Brasil e no mundo, e
programas de inovacGes tecnoldgicas para, a descoberta ou sintese de novos e mais
eficazes antibidticos e vacinas para combater de forma mais eficientemente esses
agentes infecciosos, principalmente os multirresistentes sem ddvida ajudariam em muito

0 controle dessas infecgdes.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

a) Descrever os caracteres epidemioldgicos, clinicos, taxonémicos e moleculares
das estafilococcias provocadas pelo S. aureus em Manaus — Amazonas,
detectadas no laboratério de andlises clinicas do Hospital Unversitario Getulio

Vargas no periodo de abril a outubro de 2005 e agosto de 2010 a agosto de 2012.

2.2. ESPECIFICOS

a) Caracterizar epidemiolégicamente os pacientes portadores de S. aureus no
Hospital Universitario Getalio Vargas no periodo de abril de 2005 a outubro
de 2005 e agosto de 2010 a agosto de 2012 em Manaus —AM. Identificar os
S. aureus sensiveis a Meticilina (Oxacilina) (MSSA) e resistentes a
Meticilina (Oxacilina) (MRSA), associados a comunidade (CA-MRSA) e
associados ao ambiente hospitalar (HA — MRSA).

b) Confirmacdo da taxonomia por andlise das sequéncias do SSU rDNA

c) Analise da presenca de genes de resisténcia por PCR.
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3. METODOLOGIA
O presente estudo foi autorizado pelo CEP/UFAM sob o0 numero
0217.0.115.000-10. A participacdo dos pacientes se deu de forma voluntaria mediante

manifestacdo expressa no Termo de Consentimento Livre e Esclarecida.

3.1. MODELO DE ESTUDO

Trata-se de 2 estudos transversais: o primeiro envolvendo 55 pacientes com
cultura positiva para S.aureus detectados no Laboratério de Anélises Clinicas do
Hospital Universitario Getalio Vargas de abril a outubro de 2005 e um segundo estudo
analisando 58 pacientes detectados no mesmo laboratdrio 5 anos apos , no periodo de
agosto de 2010 a agosto de 2012. Em todos eles, um total de 114 pacientes fez-se um
estudo prospectivo e observacional desde o diagndstico de sua deteccdo no laboratério
até a alta ou 6bito onde foram realizados os diagnosticos epidemioldgico, clinico e

laboratorial.

3.2. UNIVERSO DE ESTUDO
3.2.1. PARTICIPANTES

Participaram desse estudo todos o0s pacientes com culturas positivas
(hemocultura, cultura de secre¢des e abscessos, escaras e feridas assim como ponta de
cateter) para S. aureus, identificados no laboratério de analises clinicas do Hospital
Universitario Getulio VVargas em Manaus-AM no periodo de 14 de abril de 2005 a 14 de

outubro de 2005 e agosto de 2010 a agosto de 2012 ,em meio Agar-sangue.

3.2.2 AMOSTRAS
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Foi composta por 55 culturas positivas para o S. aureus semeadas no periodo de
14 de abril de 2005 a 14 de outubro de 2005 e 58 culturas também positivas para o S.
aureus no periodo de agosto de 2010 a agosto de 2012, no laboratorio de analises

clinicas do Hospital Universitario Getulio Vargas em Manaus-AM.

3.2.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para inclusdo neste estudo, consideramos pacientes de qualquer faixa etaria,
sexo, raca, portadores de estafilococcias e com cultura positiva para S. aureus, que
aceitaram participar do estudo com autorizacdo assinada em termo de consentimento
préprio.

Os critérios de exclusdo foram: (1) portadores de estafilococcias que ndo tiveram
a cultura positiva para S. aureus e (2) os pacientes com cultura positiva para S. aureus

gue se recusarem a participar do grupo de estudo.

3.3 COLETA E PURIFICACAO DAS LINHAGENS ESTUDADAS

O estudo se iniciou apos identificacdo dos individuos portadores de infeccdo por
S. aureus (confirmada por hemocultura, cultura de secre¢des produzidas por S. aureus e
cultura de ponta de cateter), que deram entrada no laboratério de analises clinicas do
Hospital Universitario Getulio Vargas no periodo de abril de 2005 a outubro de 2005
(grupo A) e de agosto de 2010 a agosto de 2012 (grupo B).

Esse material foi coletado dos pacientes por solicitagdo médica e depois de
cuidados de assepsia e antissepsia local, foram transportados em frascos estéreis: ponta
de cateter em frasco estéril e seco, as secre¢des através de swab em Meio de Stwart e as
hemoculturas em frascos com meio liquido automatizado na proporgdo de 1 ml de
sangue para cada 10 ml de liquido préprio automatizado (Bactec), até o setor de

microbiologia onde foram processadas.
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No laboratério as secrecdes e pontas de cateter foram semeadas em meios de
cultura especificos (Agar Sangue para a deteccdo de germes Gram positivos e Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) para Gram negativos), em seguida foram incubados em
estufa bacteriolégica a 35 + 1° C e apés um periodo de 18 a 24 horas foi feita a
visualizagdo macroscépica das coldnias. Posteriormente se fez o antibiograma em
sistema automatizado (micro Scan auto Scan 4).

As hemoculturas, depois de coletadas em frasco préprio, foram incubadas em
estufa (Bactec 9050) por 35 + 1 ° C e ap6s positividade, que variou de 12 horas a 24
horas, se fez a semeadura em Agar sangue e Eosina Azul de Metileno. As hemoculturas
negativas para a leitura de 24 horas permaneceram incubadas por até cinco dias, para
avaliar uma eventual positividade.

As secreces foram semeadas em Agar Sangue e Eosina Azul de Metileno
(BEM), as pontas de cateter foram semeadas pelo teste de Maki, através de rolamento
em Agar Sangue e ap06s 24 h de incubagdo foram realizadas as visualizagdes macro e
microscopicas. O antibiograma também foi feito pelo método automatizado no Micro
Scan Auto Scan Quatro. Todos os S. aureus isolados resistentes a meticilina (MRSA) e
sensiveis a meticilina (MSSA) foram selecionados e armazenados em ultracongeladores

a-80° C em glicerol a 10% para estudos posteriores.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Fez-se uma analise descritiva dos dados, e os resultados foram demonstrados
através de tabelas de distribuicdo de frequéncias, graficos e medidas parametricas
(BERQUO et al.,1980).

Para se verificar as eventuais associa¢fes entre as variaveis foram utilizados os
testes Qui-Quadrado de Person e Exato de Fisher (ABRANGO, 2001). Para todas as

comparac0es o nivel de significancia definido foi 5%.
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3.5. GENETICA MOLECULAR
3.5.1. EXTRACAO DE DNA DAS LINHAGENS BACTERIANAS

Das 113 amostras (soma do grupo A e Grupo B) isoladas no Laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital Universitario Getulio Vargas, foram selecionadas
aleatoriamente 61 para as etapas de identificagdo molecular e investigacdo de genes
responsaveis pela resisténcia a antibioticos. A extracdo de DNA gendmico foi realizada
pelo método Fenol/Cloroférmio de acordo com o protocolo descrito por Sambrook et
al. (1989), com modificaces no Laboratério de Biotecnologia da UFAM e Laboratério
da Fundagéo Osvaldo Cruz. .

Inicialmente, as amostras isoladas foram inoculadas em 5 mL do meio liquido
Luria Bertani (LB) e cultivadas por incubagdo a 37° C por 18 horas com agitacdo a 150
rpm. Apds crescimento, 4,0 mL da cultura foi centrifugada a 13.400 rpm por 3 minutos,
0 sedimento foi ressuspendido com 300 pL de Tamp&o TEN (0,05 M Tris-HCI pH: 7,5;
0,1M EDTA; 0,1 M NaCl), em seguida foi adicionado 1 pL de Lysostaphin (0,04 mg/
mL) e incubado a 37 ° C por 20 min. Para completar a lise celular adicionou-se 50 pL
de Triton X-100 10% e 20 pL de NaCl 3M , seguido de incubacdo a 60 ° C por 5 min,
resfriando logo em seguida a temperatura ambiente. Apés a incubacéo, foi acrescentado
10 uL de RNASE (10mg/mL) e incubado por 30 min a 37 ° C. Em seguida, foi
adicionado 50 pL de SDS 10% e 3 pL de Proteinase K (10mg/mL) misturou-se e
incubou-se a 37 ° C por 15 min. A extracao de proteinas foi realizada com 1 V de fenol,
as amostras foram agitadas gentilmente por 5 min, e centrifugadas a 13.400 rpm por 10
min. Apos a formacédo de duas fases, foi recuperada a fase superior e acrescentado 450
uL de cloroférmio, agitou-se gentilmente por 5 min, em seguida foi centrifugado a
13.400 rpm por 10 min. Recuperou-se a fase superior, em seguida acrescentou-se 0,1V
de NaCl 3M e 1 ml de etanol 100% (gelado) para precipitar o DNA. Apds misturar-se

varias vezes por inversao centrifugou-se a 13.400 rpm por 10 min a 4° C . O
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sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 1 mL de etanol 70 %,
seguido de centrifugacdo a 13.400 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o
residuo de etanol foi eliminado por evaporacao em “speed vacum’’ (Savant) por 15 min.

O DNA foi dissolvido em 50 - 100 pL de tampédo TE (0,01M Tris-HCI pH 8,0;
0,01M EDTA) e armazenado a -20 °C. A qualidade e a quantidade dos DNAs extraido

foram estimadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio

(1pg. mL™).

3.5.2. AMPLIFICACAO DA SUBUNIDADE MENOR DO GENE 16S POR PCR E
SEQUENCIAMENTO

A reacdo em cadeia da polimerase foi usada em dois momentos, um para amplificacao
do DNA codificador do RNA ribossémico 16S (SSUrDNA) e outro para amplificagéo
de genes de resisténcia a antibioticos das linhagens isoladas de S. aureus. Em ambos 0s
casos foi utilizado o conjunto de reagentes da Biotec Amazobnia Ltda, seguindo as
recomendacgdes do fabricante e os iniciadores listados na Tabela 2. Para o controle
positivo da PCR para SSU-rDNA foi utilizado o DNA bacteriano de E. coli. Os genes
MEC A, MEC C, SPA e PVL foram amplificados conforme o protocolo estabelecido
pela European Union Reference Laboratory Antimicrobial Resistance (EURL-AR),
segunda versao, setembro 2012 (Stegger et al., 2012). A eletroforese dos produtos da
PCR foi realizada em gel de agarose a 2% em TBE por 1 horaa 130 V.

Os amplicons do rDNA 16S foram sequenciados pelo método de Sanger e
Coulson (1977), utilizando o conjunto de reagentes BigDye v 3.1 (Applied Biosystems
- Thermo) nas condi¢cBes recomendadas pelo fabricante. As sequéncias foram

determinadas no Analisador Genético ABI 3500 (Applied Biosystems - Thermo).

3.5.3. FILOGENIA



72

A historia evolutiva foi inferida pelo método da Méxima Verosimilhanca, baseado no
modelo Kimura 2-parameter model (Kimura, 1980). A arvore consenso foi inferida a
partir de 1000 replicatas analisadas pelo teste bootstrap (Felsestein, 1985). A analise

evolutiva foi realisada no programa MEGAG6 (Tamura, 1985).

Tabela 2: Iniciadores usados nesse trabalho

Primer Sequéncia Referéncia
spa-1113F TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC EURL-AR 2819
spa-1514R CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT EURL-AR 2820
mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG EURL-AR 2821
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG EURL-AR 2822
pvl-F GCTGGACAAAACTTCTTGGAATA EURL-AR 2823
PVI-R GATAGGACACCAATAAATTCTGGA EURL-AR 2824

TTG
mﬁﬁfm GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC EURL-AR 2825
mﬁggm GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC EURL-AR 2826
16S F ACTCCTACGGRAGGAGCAG Este trabalho
16S R GGGACTACCAGGGTATCTAAT Este trabalho
530F CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG Este trabalho
1492R GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG Este trabalho

* EURL-AR: European Union Reference Laboratory Antimicrobial Resistance. NA:
n&o se aplica.
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4. RESULTADOS

4.1. DADOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Os 113 pacientes identificados e analisados com cultura positiva para S. aureos
no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario Getulio Vargas foram
divididos em dois grupos: A e B

Grupo A: 55 pacientes identificados no periodo de abril a agosto de 2005.

Grupo B: 58 pacientes identificados no periodo de agosto de 2010 a agosto de
2012.

Dos 113 pacientes analisados com cultura positiva para S. aureus, a maior
incidéncia foi no sexo masculino 60% (grupo A) e 59 % (grupo B) respectivamente
(Fig. 16). E as faixas etarias mais acometidas foram: grupo A 21-35 anos (27,3%), e

mais de 65 anos (27,3%); e grupo B 36-45 anos (22,4%) (Fig. 17).

Grupo A Grupo B

Feminino
41%

Feminino
40,0%

Masculino .
o, Masculino

59%

Figura 16: Distribuic@o por género da populagdo com cultura positiva para S.

aureus para os Grupos A (2005) e B (2010).

Dos 55 pacientes do grupo A, 46 (83,6%) estavam internados e apenas 9 (16,4
%) receberam tratamento ambulatorial (Fig. 18). No grupo B todos os 58 pacientes

(100%) estavam internados (p-valor = 0, 00).
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Figura 17: Distribuicdo por faixa etaria da populacdo com cultura positiva para S.

aureus para os Grupos A (2005) e B (2010).

Nao
16,4%

Figura 18: Distribuicdo dos pacientes com cultura positiva para S. aureus do
Grupo A (2005). Em azul, a frequéncia de pacientes internados; em vermelho, a

frequéncia dos pacientes que receberam tratamento ambulatorial.



75

A doencga estafilocdcica mais frequente, independente do grupo, foi a infeccao de
pele 34,5% e 77,6% (Tab. 3). E a pele também foi a principal porta de entrada nos dois

grupos 56,4% e 77,6%% (tabela 4).

Tabela 3: Distribuicdo por tipo de doenca da populagéo com cultura positiva para

S. aureus para os Grupos A (2005) e B (2010).

Patogenia Grupo A Grupo B
FA* % FA* %
Infeccéo de pele 19 34,5 25 43,1
Infeccdo de vias aéreas 18 32,7 12 20,7
Infeccdo generalizada 10 18,2 9 15,5
Infeccdo Gssea 8 14,5 12 20,7
Total 55 100.0 58 100

*FA: Frequéncia absoluta.

Tabela 4: Distribuicéo por porta de entrada da populacédo com cultura positiva
para S. aureus para os grupos A e B.

Porta de entrada Grupo A Grupo B
FA* % FA* %
Vias aéreas superiores 18 32,7 13 22,4
Pele 31 56,4 43 74,1
Catéter central 6 10,9 2 3,4
Total 55 100.0 58 100.0

*FA: Frequéncia absoluta.

4.2. PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

O resultado do antibiograma revelou um aumento na resisténcia aos antibioticos
p-lactdémicos (ampicilinas e penicilinas) de 94,5% para 100% no intervalo de 5 anos e

um aumento de cepas resistentes a meticilina de 47,3% para 96,6%% no mesmo
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periodo. Ndo foram identificados casos de resisténcia a vancomicina (Tab. 5 e 6

respectivamente).

Tabela 5: Resultado do antibiograma dos pacientes com cultura positiva para

S.aureus, grupo A.

ANTIBIOTIC

RESULTADO ANTIBIOGRAMA

o RI %R S? %S PP 9 'OTAL %
Ampicilina 52 94,5 3 55 0 0,0 55 100,0
Cefazolina 27 49,1 28 50,9 0 0,0 55 100,0
Cloranfenicol 11 200 44 80,0 0 0,0 55 100,0
Ciprofloxacin 24 43,6 31 56,4 0 0,0 55 100,0
Clindamicina 23 41,8 32 58,2 0 0,0 55 100,0
Eritromicina 34 61,8 21 38,2 0 0,0 55 100,0
Gentamicina 25 455 30 54,5 0 0,0 55 100,0
Imipenem 26 47,3 29 52,7 0 0,0 55 100,0
Levofloxacin 21 38,2 31 56,4 3 55 55 100,0
Linezolid 0 0,0 46  100,0 0 0,0 46 100,0
Nitrofurantoina 11 20,0 44 80,0 0 0,0 55 100,0
Oxacilina 26 47,3 29 52,7 0 0,0 55 100,0
Penicilina 52 94,5 3 55 0 0,0 55 100,0
PIP-Tazo 4,3 22 95,7 0 0,0 23 100,0
Rifampicina 12,7 48 87,3 0 0,0 55 100,0
Synercid 4,3 44 95,7 0 0,0 46 100,0
Tetraciclina 23 41,8 28 50,9 4 7,3 55 100,0
Sulfa 20 36,4 35 63,6 0 0,0 55 100,0
Vancomicina 0 0,0 55 100,0 0 0,0 55 100,0

TOTAI 412 39,2 63,1 60,1 7 0,7 1.050 100,0

No grupo A, 16 pacientes eram portadores de S. aureus adquiridos na

comunidade e ndo houve dbitos nesse grupo. Entretanto, dos 39 pacientes com S. aureus

adquiridos no ambiente hospitalar 9 (23,1%) foram a Obito e dos 9 pacientes que

faleceram 5 (55,6%) eram portadores de cepas MRSA (p-valor = 0,428). Ja no grupo B,

dos 58 pacientes acompanhados, 10 (17,24%) foram a obito, e todos os 10 possuiam

cepas de S. aureus MRSA (Tab. 7).
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Tabela 6: Resultado do antibiograma dos pacientes com cultura positiva para S.
aureus, grupo B.

RESULTADO ANTIBIOGRAMA

ANTIBIOTICO Resistente % Sensivel % TOTAL v
Ampicilina 58 100,0 0 0,0 58 100,0
Cefalotina 54 93,1 4 6,9 58 100,0
Ciprofloxacina 20 34,5 38 65,5 58 100,0
Clindamicina 23 39,7 35 60,3 58 100,0
Cloranfenicol 14 24,1 44 75,9 58 100,0
Eritromicina 34 58,6 24 41,4 58 100,0
Oxacilina 56 96,6 2 3,4 58 100,0
Penicilina 58 100,0 0 0,0 58 100,0
Rifampicina 14 24,1 44 75,9 58 100,0
Vancomicina 0 0,0 58 100,0 58 100,0

TOTAL 389 67,1 191 329 580 100,0

Tabela 7: Distribuicéo segundo a incidéncia de 6bito de pacientes com cultura

positiva para o S. aureus MRSA, grupos A e B.

GRUPO A GRUPO B
OBITO MRSA MSSA Total MRSA MSSA Total
FA % FA % FA |FA % FA % FA

Sim 5 556 4 444 9 10 100,0 O 0,0 10
Nao 21 45,7 25 54,3 46 46 95,8 2 4,72 48
Total

) 26 100,0 29,0 52,7 55 |56 96,6 2 34 58
Pacientes

FA, frequéncia absoluta.

E extremamente importante que se ressalte a evolucdo da resisténcia do S.
aureus, ao longo de 5 anos, revelada pelos nimeros: no grupo A, dos 55 pacientes 26
(47,3%) eram portadores de cepas MRSA e 29 (52,7 %) de cepas MSSA (S. aureus
sensivel a meticilina), no grupo B, dos 58 pacientes, 2 (3,4%) possuiam cepas MSSA e

56 (96,6%) cepas MRSA (Fig. 19).
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Grupo B Sensivel
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Figura 19: Incidéncia de cepas MRSA e MSSA entre os pacientes com cultura
positiva para S. aureus para 0s Grupos A e B.

4.3. IDENTIFICACAO MOLECULAR.

A identificacdo molecular foi realizada através do sequenciamento direto de
aproximadamente 1000 bp do gene que codifica para 0 RNA da subunidade menor do
cistron ribossdmico, os iniciadores foram desenhados de tal forma que pudessem
flaquear as princiapais regides variaveis (v1-v7). As sequéncias obtidas foram
comparadas com as entradas do banco de dados de sequéncias ndo redundantes do
INSCD (International Nucleotide Sequence Database Collaboration: GenBank, EBI e
DDBJ), usando a ferramenta BLAST nos padrfes da configuracdo BLASTN (Tabela 8 e
9).

Para a prospeccédo de genes de resisténcia por PCR com iniciadores especificos
foram selecionadas 30 amostras resistentes aleatorias (MRSA) dos dois grupos (A e B)
e 30 amostras sensiveis aleatérias (MSSA) (Tab. 8 e 9). Os produtos da PCR foram
analisados em gel de agarose para determinacdo de auséncia ou presenca de amplicons
com tamanho esperado (Fig. 20 e 21).

Considerando que as amostras que seguiram para a analise molecular ja haviam
sido identificadas pelos métodos convencionaos de cultivo e halo, esperava-se uma
correspondéncia entre as trés metodologias empregadas, i. e. cultivo, PCR com

iniciadores especificos e sequenciamento.
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Entretanto as tabelas 8 e 9 trazem um resultado que em uma primeira analise
parecem triviais na rotina de identificagdo, mas que podem trazer consequéncias sérias
para a clinica médica. Para as amostra sensiveis (MSSA), por exemplo, das 30 amostras
selecionadas, 9 ndo tiveram a identificagdo confirmada pelo sequenciamento. Dessas
descatacam-se a diferenca em nivel de género (S31A, S37, S216). Também € imporante
observar que houve amplificagdo positiva com o par de iniciadores SPA, supostamente
especifico para S. aureus, inclusive para espécies de outros géneros como Acinetobacter
calcoaceticus (S037) e Bacillus cereus (S216) (Fig. 20).

Nas amostras resistentes a meticilina (MRSA), a divergéncia entre identificacdo
por cultivo e molecular ficou restria ao género (Tab. 9). Desse conjunto de resultados,
cabe destacar a auséncia de amplificacdes para a amostra R08, identificada como S.
aureus pelas duas técnicas ja citadas (Fig 21).

Algumas amplificagdes com o par de iniciadores SPA falharam na primeira
tentativa, uma vez que a amplificagdo com os inicadores do 16S funcionaram, a
possibilidade de inibicdo ou DNA degradado foi descartada. Assim, essas amostras
foram submetidas a novo ciclo de amplificagdo, R8, R9, R10, R11, R12 e R19. Dessas,
houve amplificagdo para as amostras R9 e R10 (imagem n&o mostrada). As demais ndo
tiveram prudutos detecnaveis em nivel de gel de agarose, para as amostras R11, R12 e
R19 é o esperado, uma vez que sdao de outras espécies do género, entretanto para a

amostra R8, a amplificacdo deveria ser positiva.



Tabela 8: Tabela de Analise Molecular das cepas MSSA

Isolados PCR e
Iniciadores Identificacdo molecular
Sensivei MecA COEae "
SPA  P4e NCBI ID 1000 % ID Evalue
P7
bp

S001 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S010 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S019 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S023 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S027 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S028 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S029 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S030 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S31A - - Enterococcus faecalis 100%  100% 0.0

S031 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S033 + - Staphylococcus aureus 100%  98% 0.0

S037 + - Acinetobacter 100%  98% 0.0
calcoaceticus

S042 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S051 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S075 + - Staphylococcus 100%  100% 0.0
haemolyticus

S118 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S130 + - Staphylococcus 100%  99% 0.0
epidermidis

S164 + + Staphylococcus 100%  99% 0.0
epidermidis

S181 + + Staphylococcus aureus 100%  98% 0.0

S190 + - Staphylococcus sp. Ag08  100%  100% 0.0

S216 + - Bacillus cereus 100%  98% 0.0

S232 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S244 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S247 + - Staphylococcus 100%  100% 0.0
epidermidis

S289 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S308 + - Staphylococcus 100%  99% 0.0
epidermidis

S322 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S325 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S396 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0

S582 + - Staphylococcus aureus 100% 100% 0.0

+ Amplificacéo positiva; -, amplificacdo negativa.
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Tabela 9: Tabela de Analise Molecular das cepas MRSA

81

Isolados Ini P.CR Identificacdo molecular
niciadores
MEC Cobertu
. A ra
Resistentes  SPA P4 e NCBI ID 1000 bp % ID  Evalue
P7
R0O01 + + Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R002 + + Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R0O03 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R004 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R0O05 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R0O06 + + Staphylococcus warneri 100%  100% 0.0
RO07 + + Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R008 - - Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R0O09 + - Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R0O10 + - Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
RO11 - + Staphylococcus 100%  100% 0.0
epidermides
R0O12 - + Staphylococcus sp 100% 99% 0.0
R013 i i Staphylococcus warneri 100%  100% 0.0
R014 + + Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R0O15 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R0O16 + + Staphylococcus 98% 100% 0.0
haemolyticus
RO17 + + Staphylococcus 98% 100% 0.0
haemolyticus
R018 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R019 - i Staphylococcus 100%  100% 0.0
epidermides
R020 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R021 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R022 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R023 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R024 + + Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R025 + - Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R026 + - Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R027 + - Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R028 + + Staphylococcus aureus 100% 99% 0.0
R029 + + Staphylococcus aureus 100%  100% 0.0
R0O30 + + Staphylococcus aureus 100% 100% 0.0

+ Amplificacéo positiva; -, amplificacdo negativa.
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4.4. AMPLIFICACAO DO GENE MEC A

As 60 amotras foram testadas conforme recomendacdo da European Union
Reference Laboratory, Antimicrobial Resistance (EURL-AR, 2012). Amostras MSSA,
apresentaram resultados coerentes, auséncia de amplificacdo, com excecdo da S164 e
S181. O esperado para esse teste seria negativo nas duas amostras, uma vez que S164 é

S. epidermidis e S181 é S. aureus, sensivel a meticilina (Fig. 20).

01 10 19 23 31 37 42 51 55

M 75 118 130164 181190 21

-

6C-
OF

-

Figura 20: Perfil eletroforético de amplicons das cepas MSSA em gel de agarose
2%. Os nimeros sequenciais representam as amostras. M, padrdo de tamanho de banda
(100 bp DNA Ladder), os nimeros a esquerda indicam a posigdo relativa de trés
tamanhos de moléculas de DNA, 100, 300 e 1000 bp. C-, controle nagativo da reacdo de
PCR, agua ultrapura no lugar de DNA. Os amplicons em torno de 300 bp, referem-se ao

par de iniciadores SPA. Os amplicons em torno de 162 bp, referem-se ao gene MecA

Para as amostras MRSA, a maioria teve amplificacdo positiva para o gene
MecA, com excec¢do das amostras R8, R9, R10, R25, R26 e R27 (Fig 21). Dessas, a

amostra R8 ja ndo havia amplificado com os iniciadores do gene SPA. Entretanto, todas
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tiveram a resisténcia confirmada pelo antibiograma, o que sugere um mecanismo de

resisténcia ndo dependente do MecA.

L:1.2 34 35 6 78 9101112131415 C-

Figura 21: Perfil eletroforético de amplicons das cepas MRSA em gel de agarose
2%. Os numeros sequenciais representam as amostras. L, padrdo de tamanho de banda
(100 bp DNA Ladder), os numeros a esquerda indicam a posicdo relativa de trés
tamanhos de moléculas de DNA, 100, 500 e 1000 bp. C-, controle nagativo da reacéo de
PCR, agua ultrapura no lugar de DNA. Os amplicons em torno de 300 bp, referem-se ao

par de iniciadores SPA. Os amplincons em torno de 162 bp, referem-se ao gene Mec.

4.5. ANALISE FILOGENETICA.

As sequéncias obtidas para cada um dos isolados foram agrupadas inicialmente
seguindo o critério de identidade ao nivel de 100% para o alinhamento global mdltiplo.
As sequéncias que ndo se agruparam foram mantidas isoladas. Para cada um desses
grupos foi obtida a sequéncia consenso. As sequéncias consenso e as sequéncias
isoladas foram comparadas com as sequéncias depositadas no INSDC através da
ferramenta BlastN. Do resultado escolheu-se os best hits para inferir a relacéo
filogenética entre os isolados dos subgrupos resistente e sensivel. Esse precedimento foi

usado para as cepas MSSA (Fig. 22) e MRSA (Fig. 23)
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Figura 22: Andlise filogenética das amostras MSSA pelo método de Méxima
Semelhanga. A historia evolutiva foi inferida usando-se o modelo Kimura 2
parametros. O teste estatistico baseado em 1000 replicatas. Os bragos com menos de
50% foram agrupados. Os nimores proximos aos bracos representam a porcetagem que
as entradas se agruparam para as 1000 replicacGes. A analise envolveu 8 sequéncias de
nucleotideos representativas de cada grupo gerado pelo alinhamento global. Todas as
posicBes contendo falhas e auséncias de dados foram eliminadas. Ao final de cada
braco consta 0 nimero de acesso INSDC da sequéncia representativa. Figuras
geométricas abertas ou fechadas foram usadas para facilitar a visualizacdo dos grupos
na arvore. A anélise evolutiva foi conduzida num MEGAG.
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Figura 23: Analise filogenética das amostras MRSA pelo método de Maxima
Semelhanca. A historia evolutiva foi inferida usando-se o modelo Kimura 2
parametros. O teste estatistico baseado em 1000 replicatas. Os bragos com menos de
50% foram agrupados. Os nimores proximos aos bragos representam a porcetagem que
as entradas se agruparam para as 1000 replicacfes. A analise envolveu 6 sequéncias de
nucleotideos representativas de cada grupo gerado pelo alinhamento global. Todas as
posicOes contendo falhas e auséncias de dados foram eliminadas. Ao final de cada
braco consta 0 numero de acesso INSDC da sequéncia representativa. Figuras
geométricas abertas ou fechadas foram usadas para facilitar a visualizacdo dos grupos

na arvore. A analise evolutiva foi conduzida num MEGAG.

Os dados moleculares das cepas MRSA e MSSA foram ainda agrupados para se
verificar se existiam genétipos que ocorriam nas duas classes. Obviamente, essa
comparacdo ficou restrita a aproximadamente 1000 bp do gene que codifica para a
subnidade menor do RNA ribossonico, entretanto ainda € usado como um bom
indicador filogenético. Fica evidente que alguns genotipos ocorrem nas duas classes,
comos o0s representados pelso numeros de acesso KF447386, KF152912, e KF923960

(Fig 24).
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Figura 24: Analise filogenética das amostras MRSA pelo método de Maxima
Semelhanga. A historia evolutiva foi inferida usando-se o modelo Kimura 2
parametros. O teste estatistico baseado em 1000 replicatas. Os bragcos com menos de
50% foram agrupados. Os nimeros proximos aos bragos representam a porcetagem que
as entradas se agruparam para as 1000 replicacGes. A andlise envolveu 11 sequéncias de
nucleotideos representativas de cada grupo gerado pelo alinhamento global. Todas as
posicOes contendo falhas e auséncias de dados foram eliminadas. Ao final de cada
braco consta 0 nimero de acesso INSDC da sequéncia representativa. Os circulos
fechados representam gendtipos encontrados nas cepas MRSA, ja os circulos abertos, o0s
gendtipos encontrados nas cepas MSSA. A analise evolutiva foi conduzida num

MEGAG.
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5. DISCUSSAO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) representa uma grande
ameaca a salde publica em todo o mundo. Na América Latina, o nimero de estudos
epidemioldgicos com base em dados moleculares dos diversos isolados MRSA ¢é
pequeno. Entretanto os dados relacionados a viruléncia, resisténcia bacteriana e
distribuicdo geografica sugerem um alto grau de plasticidade genética o que torna
importante a caracterizacdo dos polimorfismos para que sejam formuladas estratégias
terapéuticas locais apropriadas, principalmente no que diz respeito a escolha do
antibiético mais adequado e elaboracdo de plano estratégico para controle de
propagacao dos clones de MRSA na regido (RODRIGUEZ-NORIEGA E SEAS, 2010).

No Brasil S. aureus é um dos principais responsaveis pelas infeccOes
nosocomiais. O isolamento expressivo de cepas MRSA é apontado como um dos
principais responséveis pelo aumento dessa prevaléncia que chega a atingir niveis entre
40% a 80% nos hospitais brasileiros (OLIVEIRA et al., 2001 e OLIVEIRA et al., 2014).

No cenario em Manaus ndo é diferente. Em 2005 foram 26 isolados confirmados
(47,3 %) e, em apenas cinco anos, a frequéncia dobrou, foram 56 isolados confirmados
como cepas MRSA (96,6%). Nesse periodo, a distribuicdo das infec¢des entre 0 sexo
feminino e masculino (Fig. 16) manteve-se estdvel com uma incidéncia maior para o
sexo masculino. Esse resultado pode ser explicado pela maior exposido do sexo
masculino a eventos traumaticos

Em relacéo a faixa etéria (Fig. 17), o cenario ainda ndo esta claro, uma vez que
temos seis classes representativas das fases cronologicas e o nimero amostral de cada
grupo pode n&o ter sido suficientemente representativo para todas as fases. Para tentar

ver a tendéncia central da amostragem global, a analise conjunta dos dados dos dois
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grupos indica que cada classe cronoldgica contribui com 17% das infeccbes em média,
com um desvio padrdo de + 0.05% (Anexo Il1). Trabalhos futuros na mesma linha
certamente contribuirdo para uma visdo mais clara de como as infecgOes estéo
distribuidas na populacdo de Manaus. Entretanto, cabe observar que as infecgdes, entre
as classes de ambos o0s grupos, separados ou em conjunto, foram mais incidentes em
duas faixas etarias 21-45 anos (fase mais produtiva e mais afeita a eventos traumaticos):
gupo A 18 (32,8%) e grupo B 25 (43,1%); e mais de 65 anos (fase mais afeita a doengas
croénicas como: insuficiéncia renal cronica, diabetes, neoplasias, Ulceras vasculares,
etc.): grupo A 15 (27,3%) e grupo B 8 (13,8%).

As infeccbes de pele seguida da infeccdo de vias aéreas, principalmente
pneumonia, foram as formas mais recorrentes de infeccdo (Tab. 3 e 4). Esse dado €
importante pelo alerta que ele tras: (1) o cuidado com a higiene da pele, principalmente
nos servicos de salde onde a frequéncia de manipulacdo de pacientes por diversos
profissionais € muito alta, o que favorece a contaminagdo cruzada; (2) o risco de
broncoaspiracdo em pacientes com dieta enteral e pacientes hipersecretivos acamados, 0
que favorece o desenvolvimento de pneumonias aspirativas; (3) o uso indiscriminado de
antibidticos em qualquer Infeccdo de Vias Aéreas Superiores; (4) e lembrar que S.
aureus é um comensal a espera de alguma falha no funcionamento do organismo para
adentra-lo e causar todos os seus maleficios.

Vale ressaltar ainda que no primeiro estudo, dos 55 pacientes, 26 estavam
infectados por cepas MRSA e 29 estavam infectados por cepas MSSA. Dos 26
pacientes infectados por cepas MRSA, 5 foram a ¢bito e dos infectados por cepas
MSSA, 4 foram a 6bito. Ja no segundo estudo, dos 58 pacientes, 10 pacientes foram a
obito (Tab. 7) e todos os oObitos foram por cepas MRSA. A pneumonia, a infecgdo

generalizada e a infecgcdo Ossea foram as causas de morte mais comum nos dois grupos
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(Anexo 1V). O que esses dados sugerem é que o(s) clone(s) MRSA de Manaus esta(ao)
se disseminando pela populacdo de forma rapida, entretanto, apesar de o nimero de
Obitos ser expressivo, a letalidade das cepas parece ndo acompanhar de forma
proporcional o aumento das infecgdes.

Os dados séo coerentes quando se observa o incremento das infec¢bes causadas
por cepas MRSA de 47,3% em 2005 para 97% em 2012, pois as cepas MSSA que em
2005 correspondiam a 52,7%, ndo superaram os 3% em 2012. Assim sendo, esses
resultados comprovam o real aumento das infecgOes causadas por cepas MRSA (Fig.
19) como descritos por Correal et al., em 2013 e Oliveira et al., em 2014.

Além das infeccBes hospitalares registra-se a rapida ascensdo de cepas MRSA de
origem comunitéaria (CA-MRSA) (O’Brian et al., 1999 e Oliveira et al., 2014). Apesar
de a expressdo comunitaria induzir a ideia de uma cepa menos virulenta, cabe alertar
que também estas sdo capazes de causar infecces graves, 0 que agrava mais ainda o a
situacdo atual. Assim, a rapida e precisa detec¢do das cepas MRSA é extremamente
importante para que se institua uma terapéutica antibiética apropriada e imediata, cujos
objetivos sdo a cura da infeccdo, prevengdo de sequelas como amputagdes (por
necroses de membros), pneumectomias, lobectomias por necroses pulmonares,
aumento do tempo de internacdo hospitalar e ébitos por septicemia, bem como, a
reducdo da chance de disseminacdo da cepa no ambiente hospitalar. Identificacéo
rapida e intervencdo imediata quer dizer que 0 médico tem menos de 24 horas a partir
da identificacéo clinica da infeccéo para a tomada de decisao.

Todavia, como identificar de forma rapida e precisa cepas MRSA? A
identificacdo em nivel de espécie nédo é tarefa facil. Nas décadas posteriores ao advento
da PCR e sequenciamento génico, entre outras metodologias moleculares, houve uma

migracdo em massa para esse campo e por algum tempo foi possivel a diferenciacéo ou
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identificacdo de espécies muito proximamente relacionadas, mas nos dias atuais, até
mesmo metodologias muito recentes para os fins de identificagdo de amostras clinicas
(MALDI-TOF, PFGE) tem demostrando limitagcdes, que s&o frequentemente
reportadas na literatura (Wolter et al., 2011; SenGupta, et al.; 2014; Lasch, et al. 2014).

Essas limitagdes explicam as divergéncias encontradas na determinagdo da
espécie mediante emprego do sequenciamento génico. Obviamente, ndo se pode
descartar a possibilidade de contaminacdo pos-identificacdo por cultivo, como nos
casos encontrados para outros géneros (S31A, S37 e S216), entretanto, a dificuldade
de discriminacdo intraespecifica ndo apenas € muito provavel, como também muito
frequente, assim, sabendo que apenas S. aureus produz o halo amarelado, a
combinacéo dessas duas metodologias, nos permite concluir que, apesar da divergéncia
entre 0os métodos molecular e dependente de cultivo, sdo todos S. aureus, e que a
divergéncia resulta da limitagdo de ambas as técnicas isoladas.

O que a hipdtese da limitacdo de técnicas ndo explica é o fato da divergéncia
entre géneros aparecer apenas nas amostras MSSA. Nesse ponto, duas possiveis linhas
a serem ivestigadas seria (1) a confirmacdo ou refutacdo da hipdtese de contaminac&o;
(2) plasticidade genotipica por transferéncia horizontal de genes.

A hipotese da plasticidade genotipica € interessante, primeiro porque &
fartamente reportada na literatura, segundo porque a pressao seletiva exercida pelos
antibidticos certamente reduz a diversidade bacteriana no grupo das amostras
resistentes (GOERK e WOLZ, 2004; ZIEBANDT et al., 2010).

Os dados moleculares sdo interessantes porque sugerem que ou O par de
iniciadores ndo € especifico para a espécie S. aureus, ou € especifico e o
sequenciamento génico apenas do rDNA 16S ndo € mais suficiente para discrimintar

espécies proximamente relacionadas. Ainda assim, a amplificagdo positiva para
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espécies como Acinetobacter calcoaceticus (S037) e Bacillus cereus (S216) (Tab. 8 e
Fig. 20) reforcam a necessidade de estudos mais aprofundados com esse par de
iniciadores, pois ndo sdo espécies proximamente relacionadas a S. aureus, como
evidencia a historia filogenética dessas espécies (Fig. 22).

A problemética de identificacdo em nivel de espécie, do ponto de vista pratico
na clinica e terapéutica é subjacente a determinacdo do perfil de resisténcia do agente
etiologico aos antibidticos. Esse ponto é crucial para o sucesso da intervencdo médica.
Quanto mais precoce for a abordagem terapéutica, maiores séo as chances de sucesso
na profilaxia de complicagcdes severas, pois essas linhagens séo capazes de causar
infeccbes que vao desde abscessos cutaneos até fasceite e pneumonia necrotizantes
com o iminente risco de vida para os pacientes (RODRIGUEZ-NORIEGA e SEAS,
2010 e CORREAL et al., 2013).

A gravidade das infeccGes pode variar entre 0s isolados, pois esta relacionada a
producdo de fatores de viruléncia como producéo de toxinas e biofilmes protetores. A
plasticidade fenotipica associada a capacidade de propagacdo das cepas MRSA,
sugerem forte influéncia da plasticidade genética no sucesso adaptativo e arsenal de
defesa de S. aureus ao sistema imune do hospedeiro e as mais diversas drogas usadas
na atualidade (RODRIGUEZ-NORIEGA e SEAS, 2010 e SENGUPTA et al., 2014).

O sucesso na adaptacao desse patdgeno ao hospedeiro mediado pela plasticidade
genética é explicado pela criagdo de mecanismos reguladores em curto prazo e por
fatores genéticos hereditarias na populacdo em longo prazo ou até mesmo pela
transferéncia horizontal de genes mediada por fagos (GOERK e WALZ, 2004;
SENGUPTA et al., 2014).

Nesse sentido, a identificagdo molecular em nivel de sequenciamento génico do

16S rDNA, pode ter uma importancia nos estudos evolutivos e de diversidade, mas
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pouco contribuem para a praxis médica, uma vez que isolados com 100% de identidade
em relacdo a esse gene (Fig. 24) podem apresentar prefis de resisténcia distintos em
virtude da plasticidade genética apresentado pelo S. aureus, cujo genoma acessorio
varia de 25 a 30% (SHITTU et al., 2007).

Dois perfis chamam e se destacam em relacdo a amplificacdo do gne MecA.
Primeiro, houve amplificacdo para as cepas S164 e S181 (Fig. 20). A identificacdo
molecular determina que a cepa S164 € S. epidermides, entretanto, como ja discutido,
muito provalvemnte se trata de S. aureus. Independente da espécie de fato, as duas
cepas foram sensiveis a meticilina, porém apresentam 0 gene de resisténcia MecA.
Segundo, as cepas R08, R09, R10, R25, R26 e R27, todas com perfil de resisténcia
segundo o antibiograma, ndo amplificaram o gene MecA (Fig. 21).

Para explicar essa aparente divergéncia precisamos considerar que, para as
amostras sensiveis, a deteccdo do gene MecA ndo garante que este esteja sendo
expresso, e mesmo que esteja sendo expresso, nao é possivel afirmar que o produto é
funcional, uma vez que a andalise em nivel de sequéncia génica ndo foi realizada no
presente estudo. Essa argumentacdo é coerente com a deteccdo do gene, mas ndo a sua
funcdo. Ja para as amostras resistentes, cuja amplificacdo foi negativa, uma possivel
explicacdo é que nesses casos, a resisténcia a meticilina é independente do gene MecA,
uma vez que outros mecanismos ja foram descritos na literatura.

Até recentemente a deteccdo do gene MecA (que é transportado por um
elemento genético movel) em isolados de S. aureus era o padrdo ouro para a
identificacdo de cepas MRSA. Entretanto, sabe-se hoje que existem diversos homologos
do SCCmec (I, I, 11, ..., XI) e a hipdtese &€ que possam existir homologos do gene
mecA, ou ainda genes ndo descritos que confiram resisténcia a meticilina. Coerente com

essa hipotese, em 2012, foram descritos isolados de S. aureus a partir de bois e humanos
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um gene homologo ao mecA, denominado meC ou mecA gaxi. ESse gene é
transportado pelo SCCmec Xl e possui 70% de identidade de nucleotideos com o gene
MecA (STEGGER, 2012).

O antibiograma é inequivoco, o fenotipo resisténcia para essas amostras existe, e
0 mecanismo genético carece de explicagdo. S8o necessarios mais estudos para
determinar exatamente se estas cepas possuem algum homologo SSCmec conhecido, ou
ainda se se trata de um homologo néo descrito na literatura, algo que contribuirira para o
ineditismo do presente trabalho.

Nesse estudo ndo se detectou S. aureus resistente a vancomicina, porém, o
historico da evolucdo do espectro de resisténcia por selegdo artificial, promovida pela
pressao seletiva em virtude do uso de antibidticos permite inferir que é s6 uma questao
de tempo. Nesta eventual ocasido a pergunta que a comunidade médica tera dificuldade
em responder serd: o que fazer para tratar 0s pacientes acometidos por essa bactéria em
Manaus? E em todo o mundo?

Uma tentativa de resposta foi dada pela Organizacdo Mundial da Salde em
2014. Especialista da OMS analisaram dados epidemiolégicos de 129 paises e
concluiram que a humanidade esta se aproximando da era pos-antibiéticos e nesse novo
cenario, doencas que hoje séo tratadas de forma eficiente com os antimicrobianos atuais
voltaréo a ser letais (OMS, 2014).

Frente a esse quadro grave e extremamente preocupante ha a necessidade de
intervencdo imediata da comunidade médica e cientifica. Os pontos criticos a serem
abordados devem ser: (1) O estabelecimento de diretrizes nacionais pelo Ministério da
Saude de combate as infecgdes hospitalares; (2) Discussdo das diretrizes nacionais e
estruturacdo das politicas regionais de combate as infec¢Bes hospitalares em especial as

causadas por S. aureus; (3) Acdes enérgicas das Comissdes de Controle de Infeccédo
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Hospitalar (CCIH) que englobem entre outras medidas, (3.1) Programa de educacdo
continuada e monitoramento do comportamento da equipe de saude quanto aos cuidados
de antissepsia ndo apenas das médos, mas uso de celulares e objetos pessoais que possam
se tornar repositérios de cepas patogénicas, (3.2) Uso inapropriado de jalecos em
ambientes estranhos ao setor de internagdo ou a adogdo de jalecos descartaveis na
abordagem do paciente; (4) Desenvolvimento de exames mais precisos para a
identificacdo em nivel de espécie e determinacdo do espectro de resisténcia em um
periodo ndo superior & 24h desde a indicagdo médica até a indicacdo da
antibioticoterapia mais apropriada e (5) programa de vigilancia permanente pronto para
identificar e/ou monitorar novos clones multi ou panresistentes.

Os riscos apontados nesse trabalho e a velocidade reportada quanto a capacidade
adaptativa e selecdo de cepas resistentes de S. aureus permite afirmar que ndo se pode
negligenciar o desafio, pois as consequéncias para o futuro préximo podem ser
devastadoras. Assim sendo, fica o desafio a comunidade académica, ndo apenas para se
determinar de forma precoce (inferor a 24 horas) perfil de resisténcia de um isolado a
partir do foco de infeccdo, mas também para se determinar de forma profilatica a
existéncia de determinados clones de resisténcia seja no ambiente hospitalar, seja na
comunidade, o que permitiria agir por antecipacdo na prevengdo das infecgdes

hospitalares.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo € inequivoco ao afirmar que em Manaus, o perfil de
resisténcia de S. aureus aos antibidticos ja € o mesmo existente ao redor do planeta.
Além disso, ndo existe um protocolo que auxilia 0 médico na tomada de deciséo frente a
casos de infeccdo com S. aureus. Também nédo existe um exame efetivo, em custo e
tempo, que permita uma identificacdo especifica em nivel de espécie e perfil de
resisténcia que subsidie a decisdo médica quanto a conduta terapéutica mais adequada.
Em conjunto, os dados e discussdo apontam para a necessidade de uma acdo conjunta
do poder publico e comunidade cientitica para:

1 — definir um protocolo padrdo para a tomada de decisdo em relagdo a conduta
terapéutica mais adequada;

2 — Desenvolver um método diagnostico confidvel em nivel de espécie e perfil de
resisténcia cujo resultado esteja disponivel em até 24h apos a solicitacdo, tempo em que

a conduta médica fornece um bom progndstico para a evolucédo do tratamento.
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8. ANEXOS

8.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

UFAM

Doutorado em Biotecologia

TERMO DE CONSENTIMENTO

Investigador: Maria Auxiliadora Neves de Carvalho.

Instituigbes: Universidade Federal do Amazonas.

Titulo: Caracterizacdo Epidemiolégica e Molecular do Staphylococcus aureus em Manaus —

Amazonas.

Justificativa e objetivos do estudo

O presente estudo tem como objetivo avaliar os pacientes com culturas positivas para
S.aureus, levando em considera¢do os aspectos epidemioldgicos, clinicos , laboratoriais

(antibiograma dos germes isolados e leucograma) e genémicos.

O paciente recebera a explicacdo de que estard como voluntario (a) nesta investigacdo
e que serd uma das pessoas que devera, também, participar do estudo e |he sera assegurado o

direito de abandonar esta pesquisa a qualquer momento, se assim desejar.

Ao concordar em participar do estudo, o (a) paciente permitira que seja questionado

sobre seus dados pessoais, salde e habitos de vida.
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Desconforto Associado ao Estudo

N3o haverd nenhum, pois 0 mesmo responderd somente a um formulario, que nao

representa nenhum risco a saude.

Beneficios

Participando deste estudo, o voluntario podera se beneficiar e os resultados da
pesquisa em caso de necessidade de tratamento prolongado, mas estara contribuindo para
uma avaliacdo do comportamento do S.aureus em pacientes contaminados com essa bactéria
em nossa regido de clima tropical, assim como propiciara que com esse estudo outras pessoas
sejam poupadas dos maleficios causados por esse germe, e também tornardo possivel o

descobrimento de melhores estratégias de neutralizacdo apds seu isolamento e identificacado.

Confidencialidade e avaliacdo dos registros

A participacdo do voluntdrio neste trabalho serd confidencial, os registros ou
resultados do estudo serdo mostrados na Universidade do Amazonas bem como as
autoridades normativas ou internacionais, com o objetivo de garantir informagdes de pesquisa
clinica ou para fins normativos. A identidade do paciente permanecera sempre em

confidencialidade.

Direito a retirada do estudo

O voluntario tera direito de fazer qualquer pergunta referente a sua participagao nesse
estudo e serd notificado sob qualquer nova informagdo relacionada a este estudo sera capaz
de contatar a Dra. Maria Auxiliadora Neves de Carvalho. O nimero do telefone para contato é

232-348783.

Tera o direito de retirar sua participacdo nesse estudo a qualquer momento, se assim o

desejar.
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Participacao Voluntaria

A participacdo é voluntaria. Caso ndo participe deste estudo, ndo havera qualquer
perda de beneficios a que tenha direito (por exemplo, informacgées sobre o trabalho que estd

sendo realizado).

Consentimento pds-informacao

E, por estar devidamente informado e esclarecido sobre o conteddo desse termo,

livremente expresso meu consentimento para minha inclusdo, como sujeito nesse estudo.

Data

Participante

Data

Responsavel pelo estudo.

Manaus, de 200.




8.2 QUESTIONARIO

UFAM-UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

PESQUISA SOBRE CARACTERES CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E

LABORATORIAIS DAS ESTAFILOCOCCIAS CAUSADAS PELO S. AUREUS MANAUS-AM.
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Questionario de aplicagdo direta, a paciente de qualquer faixa etaria, que apresente cultura

positiva para S. aureus.

Definicdo do caso: paciente de qualquer faixa etaria, sexo, raca, que apresente cultura positiva

para S.aureus.

1-Nome:

2- Hospital:

3 - Registro Hospitalar N°

4- N° da amostra no laboratorio:

5- Sexo.__ 6-Raga: _____ 7-ldade: _____ 8- Data do nascimento:

9- Endereco:

Rua: Bairro:
Zona: 11- Ha quanto tempo esta no enderego:

12- Telefone:

13- Obito: Sim () N3o ()

14- Peso: 15- Altura:

16- Renda Familiar:

17- Grau de Instrucgdo:

18- Na casa qual a origem da agua de beber poco () encanada: () engarrafada: ()

Rio () Ferve: Sim () N&o () Adiciona Hipoclorito: ()

10-
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19- Qual o tipo de sanitdrio existente na casa? O Banheiro com sanitario dentro de casa()

Sanitdrio tipo casinha ()

20- Quantas pessoas moram na casa. 21- Quantos quartos ha na casa:

22- Esta internado: Sim( ) Nao ()

23- Qual hospital?

24- Data da internagdo 25- Data da alta:

26- Procurou tratamento antes da internacdo: Sim () Nao ()

27- Aonde?

28- Que antibidticos fez uso

29- Tipo de Estafilococcia (doenga):

30- Porta de Entrada:

31- Leucograma:

32- Antibiograma:

Amox/Clav () Apicilina () Cefazolina () Cloranfenicol () Ciprofloxacin ()

Cindamicina () Eritromicina () Gentamicina () Imipenem () Levofloxacin ()

Linezolid () Nitrofttrantoina () Oxacilina ( ) Penicilina () Rifampicina () Synercid( ) Tetracilina ()

Trimeth/Sulfa () Vancomicina () Pip-Tazo ( )

33- Tratamento:

34- Quadro clinico: Febre: Sim () Ndo () Até quanto tempo apds inicio do tto.

Cefaléia: Sim () Nao ()

Anorexia: Sim () N3o ()

Dor: Sim () N3do () Aonde:

35- Tem outras doencas:

36- Desnutrido () Eutréfico () Obeso ()
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8.3. PARECER DO COMITE DE ETICA

PODER EXECUTIVO

UFAM ' MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/UFAM

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas aprovou, em
reunido ordindria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o Projeto de Pesquisa
protocolado no CEP/UFAM com CAAE n° 0217.0.115.000-10, intitulado: “CARACTERIZAGAO
EPIDEMIOLOGICA E MOLECULAR DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS NO
ESTADO DO AMAZONAS”, tendo como Pesquisadora Responsavel Maria Auxiliadora Neves de
Carvalho. '

Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade Federal do
Amazonas, em Manaus/Amazonas, 11 de agosto de 2011.

Prof2. Dra. Ana/P /Olive

Escola de Enfermagem de Manaus - EEM/UFAM
Rua Teresina, 4950 — Adriancpolis — CEP: 69057-070 — Manaus-AM — Fone: (92) 3305-5130 — E-mail: cep@ufam.edu.br
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8.4. TABELA DE IDADES

Distribuicdo da Populacdo por Faixa etaria com cultura positiva
para 0 S. aureus para os grupos A e B.

FAIXA ETARIA FREQUENCIA %
(em anos)
Grupo A
0al3 8 14,5
143 20 2 3,6
21a35 15 27,3
36a45 3 5,5
46 a 65 12 21,8
> 65 15 27,3
Total 55 100,0
Grupo B
0al3 9 15,5
14a 20 9 15,5
21a35 12 20,7
36a45 13 22,4
46 a 65 7 12,1
> 65 8 13,8

TOTAL 58 100,0
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8.5. MANUSCRITO |
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8.6. MANUSCRITO 2



