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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

COMPARACAO DE METODOLOGIAS PARA DETECCAO DA RESISTENCIA A
METICILINA EM Staphylococcus aureus
AUTORA: LIVIA GINDRI
ORIENTADORA: ROSMARI HORNER
CO-ORIENTADOR: DANIEL ANGELO SGANZERLA GRAICHEN
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 29 de Novembro de 2013.

Staphylococcus aureus é considerado como um microrganismo pertencente a
microbiota normal dos seres humanos, podendo ser tanto um colonizador como um
patégeno infeccioso. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) emergiu
como uma das principais causas de infecces nosocomiais e comunitarias. O
elevado aumento na resisténcia a diferentes antimicrobianos tem limitado as op¢des
terapéuticas. Assim, a realizacdo adequada de testes de sensibilidade a essas
drogas € vital para garantir o adequado tratamento dessas infeccdes, e 0 emprego
de metodologias capazes de detectar esta resisténcia de forma rapida e precisa,
torna-se imprescindivel no diagnéstico clinico. O objetivo desse estudo foi comparar
métodos fenotipicos manual e automatizado com o genotipico, baseado na Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR), para detectar cepas MRSA. Um total de 139
amostras de S. aureus foram analisadas por meio de métodos fenotipicos manuais e
automatizado e comparadas com a determinacdo do gene mecA por PCR. De um
total de 139 amostras, 37 (26,6%) apresentaram o gene pesquisado. O disco de
oxacilina apresentou sensibilidade de 62,2% e especificidade de 95,1%, enquanto
que para o disco de cefoxitina estes parametros foram 67,6% e 94,1%,
respectivamente. O método automatizado foi 0 que obteve as maiores percentagens
de sensibilidade (67,6%) e especificidade (96,1%). Algumas divergéncias foram
observadas quando comparamos os métodos fenotipicos com a PCR. A combinacéo
de metodologias pode ser considerada como uma alternativa eficiente no
diagnostico de infec¢des causadas por MRSA.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Resisténcia. Meticilina. Prevaléncia.
Reacdo em Cadeia da Polimerase.



ABSTRACT

Master's Dissertation
Graduate Program in Pharmaceutical Sciences
Federal University of Santa Maria
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Staphylococcus aureus METHICILLIN
AUTHOR: LiIVIA GINDRI
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Staphylococcus aureus is considered as a microorganism belonging to the
normal flora of humans, being both a settler as an infectious pathogen Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has emerged as a major cause of
nosocomial infections and community. The large increase in resistance to
antimicrobials has limited therapeutic options. Thus the proper conduct of testing the
susceptibility to drugs is vital to ensure the proper treatment of these infections, and
the use of methods capable of detecting resistance quickly and accurately, it is
essential in clinical diagnosis . The aim of this study was to compare manual and
automated phenotypic methods with genotypic based on Polymerase Chain Reaction
(PCR) to detect MRSA strains. A total of 139 samples of S. aureus were analyzed
using automated and manual methods phenotypic and compared with the
determination of the mecA gene by PCR. A total of 139 samples, 37 (26.6 %) had the
gene searched. The oxacillin had a sensitivity of 62.2% and specificity of 95.1 %,
while cefoxitin disk for these parameters were 67.6% and 94.1 %, respectively. The
automated method was the one that had the highest percentages of sensitivity (67,6
%) and specificity (96.1 %). Some differences were observed when comparing the
phenotypic methods with PCR. A combination of methods can be considered as an
efficient alternative for the diagnosis of infections caused by MRSA.

Keywords: Staphylococcus aureus. Methicillin-resistance. Prevalence. Polymerase
Chain Reaction.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Coldnias tipicas de StaphyloCOCCUS aUreus.............ccccvvvvviiiiiiieiiiieeeeenn. 15
Quadro 1 — Diferengas entre HA-MRSA € CA-MRSA.......cccoiiiiiiiiiee e 24
Figura 2 — Gel de agarose evidenciando amostras de S. aureus mecA positivas



ATCC
BEC
BORSA
CA-MRSA
Ccr

CIM

CLSI
DNAse

g
HA-MRSA

kDa

LAC
mecA
mecl
mecR1
mg

MH

mL

mm
MODSA
MRSA
MSSA
orfX

pb

PBP
PCR
PVL

S. aureus
SCCmec

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

— American Type Culture Collection
— Clone Endémico Brasileiro
— Borderline Oxacillin Resistant Staphylococcus aureus

— Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus

— CassetteChromosomeRecombinases
— Concentracao Inibitéria Minima
— Clinical and Laboratory Standards Institute

— Desoxirribonuclease

— gramas

— Healthcare-associatedmethicillin-resistantStaphylococcus
HUSM — Hospital Universitario de Santa Maria

— quilodalton

— Laboratorio de Andlises Clinicas

— gene cromossémico responsavel pela resisténcia a meticilina
— gene repressor do mecA

— gene indutor do mecA

— miligramas

— Miueller Hinton

— mililitro

— milimetro

— Modified Penicillin Binding Protein Staphylococcus aureus
— Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

— Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina

— gene no qual os SCCmec estéo integrados

— pares de base

— Proteina Ligadora de Penicilina

— Reagéo em cadeia da Polimerase

— Panton-Valentine Leucocidina

— Staphylococcus aureus

— Cassete CromossOdmico Estafilococicomec

aureus



TSST-1 — toxina-1 da sindrome do choque toxico
UFC — unidades formadoras de colbnia
B-lactamases — beta-lactamases

B-lactamicos — classe de antimicrobianos beta-lactamicos
Mg — microgramas

ML — microlitro



SUMARIO

LINTRODUGAO........iiiiiiieiiicieicisc s 14
1.1StaphylOCOCCUS QUIBUS.....uuuitiiiie e i e e e e e e e e e e e e ettt s e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeneenannes 14
O I = 110 o [T 1T TSRS 15
I IRC T VAT U | 1=Y o ] = TR 16
1.1.3.1 Enzimas e toxinas estafiloCOCICAS. ..........ccevvvveiieiiiiiceee e 17
1.2 Resisténcia aos antimiCrODIANOS ......viivee it e e e e eaas 18
1.3 Resisténcia a penicilina...........ccooiiiiiieecc e 19
1.4 Staphylococcus aureus resistente a meticilina......cvcveveviiiiiiieieiennaenns 19
1.4.1 Resisténcia a meticilina/ GENE MECA ..ot 20
1.4.2 Staphylococcal Cassette Chromosome (SCCMEC)........cccevvevvvvvvvvvniciiieeenennn. 21
1.4.2.1TipOS AE SCCMEC. .. .ueiiee e 22
1.4.3 MRSA hospitalar (HA-MRSA) e comunitario (CA-MRSA)...........ccceeevvvvvennnns 23
1.4.4 MRSA PEIO MUNUO.....uiiiiii e e e e e e e eees 25
1.5 Testes para deteccdo da resisténcia a oxacilina...........ccccceeeeeeeiiiiviiiiininnnnn, 26
IR T80 =T o4 oo 0 1= PPN 26
1.5.1.1 DifUSA0 O AISCO.....cieveiieiei ettt e e e e e e e eaeas 26
1.5.1.2 Deteccao da concentracao inibitéria minima.............cccccceeeeeeeeeiiievieieein, 27
1.5.1.3 Teste em equipamentos automatizados...............ccoiieiiiiiii i, 28
1.5.2 GENOLIPICOS ottt 28
1.5.2.1 Reacgdo em Cadeia da PolIMerase.........ccccceeeeiiiiiiiiiii i 29
1.6 JUSHITICALIVA. ..o et e e e e e e 29
A @ o 1= (17 0 1= RSP 30
1.7.1 ODJEtIVO geral. ... .o 30
1.7.2 ODbjetivos @SPECITICOS. .. ..ueie e 31
72281/ T 10 1T o] 32

R B SUIMIO. L. e e s 32



1] o o 11 o> o 33

(@] 0] =3 11V o P 34
METOAOIOGIA. . .. .ee e 34
RESUIATOS. ..t e e 36
[ ESY oL U 1STSY- (o J 37
00 o [od 1107 39
Y (= =] o3 = 1 39
3 CONCLUSOES....utttrtriiiiiiiiisnnrrrre e e s ssssie e e s ssssssnneens 43

REFERENCIAS . ..ottt ettt e e ee e e e ea e e e e raeea e e reaearrens 44



1. INTRODUCAO

1.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus foi descoberto na década de 1880, pelo escocés
Alexandre Ogston, em uma amostra de pus de abscesso cirlrgico (DEURENBERG,
2009). Entre as espécies deste género, o Staphylococcus aureus € o mais relevante,
fazendo parte da microbiota residente ou transitdria de seres humanos,
principalmente da pele e mucosa das fossas nasais, orofaringe e intestino (BHATIA
e ZAHOOR, 2007).

O S. aureus pertence a familia Staphylococcaceae (KONEMAN et al., 2008),
€ caracterizado como coco Gram positivo, catalase positiva, medindo cerca de 1,0
mm de diametro, imoéveis, normalmente ndao encapsulado (CROSSLEY et al., 2009;
SOUSA, 2012). Esses microrganismos podem apresentar-se isolados, aos pares,
em cadeias curtas, agrupados irregularmente ou em cachos (SANTOS et al., 2007).

A semeadura realizada para o isolamento deste patdégeno utiliza meios de
cultura ndo seletivos, em condicBes aerdbias e anaerdbias, ocorrendo apés um
periodo de incubacdo de 18-24 horas. Crescem formando col6nias douradas, lisas,
arredondadas e brilhantes, como na figura 1, sendo que algumas caracteristicas
como teste da coagulase e desoxirribonuclease (DNase) positivas e fermentacao de
manitol sdo importantes para a sua identificacdo (LOWY, 1998).

O S. aureus é resistente ao meio ambiente, podendo ap06s varios meses ser
isolado em secrecOes organicas ressecadas. Quando exposto aos desinfetantes,
como clorexidina e fendis sintéticos, bem como ao calor a 60°C por 30 minutos
morrem rapidamente (MARTINS JUNIOR et al.,2009).

Possui a capacidade de formar biofilmes na superficie de materiais estranhos
ao organismo, como em cateteres endovenosos e proteses, 0s quais funcionam
como locais protegidos contra a acdo de antibioticos e do sistema imunoldgico do
hospedeiro (DAVIS, 2005).
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Figura 1: Colbnias tipicas de Staphylococcus aureus. Fonte: American Society for
Microbiology,disponivel em http://jb.asm.org/content/vol186/issue9/cover.dtl

1.1.2 Patogénese

S. aureus € bactéria ubiqua, considerada microbiota normal na cavidade
nasal e outros sitios como as axilas, virilhas e trato gastrointestinal, podendo ser
tanto um colonizador como um patégeno infeccioso (GORDON, LOWY; 2008;
MONECKE, 2011).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2010),
estima-se que em torno de 25 a 30% da populacdo seja portadora dessa bactéria.
Relatos sugerem que individuos colonizados por S. aureus possuem risco
aumentado para desenvolvimento de infec¢cdes estafilocécicas. No entanto, o
processo infeccioso depende de fatores de viruléncia do patégeno e de mecanismos
de defesa do hospedeiro (ROSA, 2009).

S aureus provocam infecces que vao desde pequenos furanculos até sepse
grave, sendo o principal causador de doencas comunitarias e infeccées hospitalares,
além de ser considerado como um dos patdégenos resistentes mais encontrados na
clinica (CRUVINEL; SILVEIRA; SOARES, 2011; PILLAI, 2012). Podem ocasionar
infeccdes de pele e tecidos moles, pneumonia, septicemia e sindrome do choque
toxico (MONECKE, 2011).

Infeccbes estafilocdcicas acometem principalmente pacientes hospitalizados,

pelo fato de apresentarem sistema imunolégico comprometido e frequentemente
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serem submetidos a procedimentos invasivos. As infec¢des adquiridas em ambiente
hospitalar, bem como as doencgas associadas representam uma problematica,
devido a sua elevada frequéncia e as altas taxas de morbidade e mortalidade
(PLATA; ROSATO; WEGRZYN, 2009; RATTI; SOUSA, 2009).

1.1.3 Viruléncia

As infeccbes causadas pelo S. aureus podem ocorrer devido a invaséo direta
e destruicdo tecidual, por bacteremia primaria ou serem provocadas pelas toxinas
gue esta espécie produz (ANDRIOLO, 2005; SANTOS et al., 2007).

A quebra da barreira cutanea da pele, presenca de doencas subjacentes,
como diabetes e sindrome da imunodeficiéncia adquirida, ou defeitos de neutrofilos,
podem ser considerados fatores do hospedeiro predisponentes a infeccdo
(CHAMBERS, 2009). Apos invadir o epitélio, esse microrganismo utiliza varias
estratégias para conseguir sobreviver e proliferar-se no organismo hospedeiro.
Essas estratégias envolvem a opsonizacdo do complemento, a neutralizacdo da
fagocitose e a inibicdo das respostas imune humoral e celular (SANTOS et al.,
2007).

Uma peculiaridade nas infec¢des estafilocécicas € a capacidade de um fator
de viruléncia estar diretamente relacionado a diversas manifestacdes patogénicas,
assim como por varios fatores de viruléncia desempenhar a mesma funcéo contra o
sistema imune do hospedeiro (GORDON; LOWY, 2008).

A colonizacdo e a patogenicidade do S. aureus sdo consideradas uma
consequéncia de seus fatores de viruléncia, 0s quais apresentam papel relevante na
adeséao celular, na captacdo de nutrientes e na sua evasao da resposta imunoldgica
do hospedeiro (SANTOS et al., 2007).

Esses fatores estdo relacionados com a aderéncia as células do hospedeiro
ou a matriz extracelular, como a producdo de moléculas de fibrinogénio, fibronectina,
colageno ou da enzima coagulase. Eles também podem estar relacionados com a
evasao da defesa do hospedeiro, como diversas enterotoxinas estafilocécicas, a
toxina da sindrome do choque toxico (TSST), a proteina A, lipases e polissacarideos

capsulares, bem como outros relacionados com a invasao na célula do hospedeiro e
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a penetracdo nos tecidos ou adesédo de superficies de cateteres e proteses, 0s quais
incluem as proteinas (toxinas) a, B, 8, y e & — hemolisinas (VELAZQUEZ-MEZA,
2005).

1.1.3.1 Enzimas e toxinas estafiloc6cicas

O S. aureus possui um alto potencial infeccioso que esta relacionado com a
sua facilidade de multiplicacdo e disseminacdo nos tecidos, a producao de enzimas
e toxinas, moléculas com grande poder patogénico (SANTOS et al., 2007).

Entre as enzimas produzidas estdo as [-lactamases, coagulases,
hialuronidases e catalases, além de DNAses, lipases, proteases e esterases. A
regulacdo da producdo destas enzimas é feita por elementos genéticos como
plasmideos e transposons, os quais desempenham papel fundamental nas infeccbes
pelo microrganismo, através do rompimento da membrana citoplasmatica das
células hospedeiras, ocasionando lise celular. Além disso, acredita-se que tais
enzimas fornecam aporte nutricional para o crescimento bacteriano (SILA; SAUER,;
KOLAR, 2009).

As toxinas produzidas por esse patdégeno podem induzir uma resposta imune
diferente em cada hospedeiro, sendo responsaveis pelas manifestacdes clinicas do
processo infeccioso e determina o grau de severidade dos sintomas sistémicos.
Dentre as toxinas destacam-se: (IWATSUKI, 2006).

e toxinas citoliticas alfa (a), beta (B), delta (6), gama(y) e leucocidina
Panton-Valentine (PVL), que causam dano na membrana citoplasmatica de
leucdcitos, eritrocitos, plaquetas, macrofagos e fibroblastos do hospedeiro através
de lise osmotica;

o toxinas esfoliativas A e B, promovem a clivagem do estrato granuloso
da epiderme, causando sindromes cutaneas severas como por exemplo a sindrome
da pele escaldada e impetigo bolhoso;

o enterotoxinas (A, B, C, D, E, G, H, I), séo toxinas protéicas
pirogénicas, termoestaveis, responsaveis pela intoxicagdo alimentar, podendo

provocar vomitos e diarreias;
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o toxina-1 da sindrome do choque téxico (TSST-1), a qual provoca febre,
choque e envolvimento de sistemas organicos multiplos, incluindo erupcao cutanea

descamativa.

1.2 Resisténcia aos antimicrobianos

Uma das maiores preocupacdes de saude publica enfrentado nas ultimas
décadas foi o agravamento da resisténcia a antimicrobianos em populacfes
bacterianas, principalmente no ambiente hospitalar, que originam problemas clinicos
e epidemioldgicos, complicando consideravelmente o tratamento destas infeccbes
(SAVI; COL; ONOFRE, 2009; MIMICA, 2012; MISHRA, 2012).

A resisténcia € na maioria das vezes, adquirida a partir de fontes externas,
por transferéncia horizontal de genes (CHAMBERS; DELEO, 2009). A prescricdo de
terapia antimicrobiana prolongada nos pacientes e o uso empirico podem resultar no
aumento de cepas multirresistentes devido a presséo seletiva dos microrganismos,
contribuindo ainda para este fenbmeno a descontinuidade ou falta de adesdo ao
tratamento pelos pacientes (ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS, 2006; RATTI; SOUSA,
2009).

Varias cepas infecciosas tém apresentado resisténcia aos antibiéticos mais
utilizados na pratica clinica, tornando necessarios uma vigilancia global e um
controle rigido no uso de antimicrobianos, além de aumentar as pesquisas a fim de
compreender melhor os mecanismos subjacentes a patogénese e resisténcia
antimicrobiana (CHAMBERS; DELEO, 2009).

O S. aureus possui uma expressiva capacidade de adquirir resisténcia aos
antibiéticos. As infec¢cdes causadas por esse patdogeno tém ocorrido em surtos de
epidemias ou pandemias relatadas a partir dos anos 60 (CHAMBERS, DELEO 2009;
DELEO, CHAMBERS, 2009).
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1.3 Resisténcia a penicilina

Descoberta em 1928, pelo médico e bacteriologista escocés Alexander
Fleming, a penicilina € um antibiético natural derivado de um fungo, o Penicillium
notatum, disponivel como farmaco desde 1941, sendo o primeiro antibiotico a ser
empregado com sucesso (DAUM, 2007).

Com a introducéo da penicilina, o prognostico dos pacientes com infeccdes
causadas por S. aureus melhorou significativamente (LOWY, 2003), entretanto, em
1942 ja foram relatadas cepas de S. aureus resistentes. (CHAMBERS; DELEO,
2009; SOUSA et al., 2011). A resisténcia a esse antibiotico foi detectada inicialmente
em cepas hospitalares e, depois, na comunidade. Porém, as taxas de resisténcia
tanto hospitalares como comunitarias chegaram a 90% e 70%, respectivamente, no
final dos anos 1960 em alguns paises da Europa (JESSEN, 1969). Atualmente, a
maioria das cepas de S. aureus € resistente a penicilina (GARCIA-SANCHEZ et al,
2012).

O gene que codifica a producdo de B-lactamases € chamado de blaZz,
normalmente localizado em um plasmideo ou em um transposon. As [(3-lactamases
hidrolisam e inativam o anel B-lactamico da penicilina, essencial para sua atividade
antimicrobiana, sendo que a sua expressdo € induzida na presenca desses
antibiéticos (CHAMBERS; DELEO, 2009; PLATA; ROSATO; WEGRZYN, 2009).

1.4 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Na década de 1950, foi isolado o acido 6-amino-penicilanico tornando
possivel a producéo de penicilinas semi-sintéticas, englobando agentes resistentes a
acado hidrolitica das B-lactamases. Oxacilina e meticilina foram os primeiros agentes
disponiveis para uso clinico que solucionaram o problema causado pela resisténcia
do S. aureus a penicilina temporariamente (MIMICA, 2012).

Em 1961 foi relatado o primeiro caso de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) (SENER, 2013). A partir desse fato, se reconheceu a notéria propriedade de

multirresisténcia deste patégeno, intrinseca a todos os antibiéticos B-lactamicos,
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fazendo com que as opcdes terapéuticas se tornassem limitadas, além de estarem
associadas ao aumento da morbidade, mortalidade e nos custos do tratamento
(STEFANI, 2010; DE KRAKER,2011; MCKINNON, 2011).

1.4.1 Resisténcia a meticilina / Gene mecA

A resisténcia causada pelo MRSA aos B-lactamicos em utilizacdo clinica
ocorre devido a expressao de uma proteina ligadora de penicilina (PBP) alterada,
denominada PBP2a ou PBP2’ a qual é codificada pelo gene mecA (DREISBACH et
al., 2010; ITO et.al., 2012; MONECKE, 2013). Estas enzimas sao responsaveis pela
estabilidade e integridade da parede celular durante o crescimento bacteriano e
processo de divisdo, atuando na sintese dos peptideoglicanos (MONTE, 2005).

A PBP2a é uma proteina que apresenta alto peso molecular (78kDa), sendo
reconhecida por apresentar baixa afinidade aos B-lactamicos. Cepas bacterianas se
tornam resistentes a oxacilina pois conseguem crescer em concentracdes de
antibiético que inativariam todas as PBPs. Assim, os B-lactdmicos tornam-se
incapazes de inativar as enzimas e com isso nao irdo interferir no processo de
sintese da parede bacteriana (GELATTI et al., 2009; PLATA; ROSATO; WEGRZYN,
2009).

O gene mecA é carreado em um elemento genético moével denominado
cassete cromossdmico estafilococico mec (Staphylococcal Cassette Chromosome -
SCCmec) (IWG-SCC, 2009). Além disso, a presenca de SCCmec pode ser
associado a genes de resisténcia adicionais, que possuem elementos como
transposons e plasmideos, conferindo resisténcia a outras classes de
antimicrobianos (MALACHOWA; DELEO, 2010).

Mecanismos de resisténcia a meticilina/oxacilina menos comuns podem ser
encontrados em cepas de S. aureus com resisténcia boderline a oxacilina
(Borderline Oxacillin Resistant Staphylococcus aureus - BORSA) mediada por
plasmideo, que se caracterizam pela hiperproducdo de B-lactamases. Além desse
mecanismo também sdo conhecidas cepas Modified Penicillin Binding Protein
Staphylococcus aureus (MODSA), que produzem PBPs modificadas, que ndo a
PBP2a. BORSA e MODSA apresentam graus diferentes de afinidade pelos B-
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lactamicos e auséncia do gene mecA em seus cromossomos bacterianos (ROSSI;
ANDREAZZI, 2005).

1.4.2 Staphylococcal Cassette Chromosome (SCCmec)

Uma andlise comparativa de trés genomas de S. aureus revelou que a
plasticidade nas espécies é conferida através da transferéncia horizontal de
elementos genéticos grandes e de origem desconhecida, que se inserem no genoma
estafilococico (ITO et al. 2003). Devido a sua evolucdo e protecdo contra pressao
seletiva, as cepas de MRSA adquiriram e integraram ao seu genoma um elemento
genético mével de 21 a 67 kb, denominado Staphylococcal Cassette Chromosome
(SCCmec) (MA et al., 2002). O SCCmec é considerado uma ilha genémica que esta
inserida na porgao final 3’ de uma regido de fase aberta de leitura (orf, open reading
frame) denominada orfX, localizada proxima a origem de replicacdo de S. aureus,
cuja funcdo foi determinada h& pouco tempo, sendo caracterizada como um rRNA
23S metiltransferase (CHAMBERS; DELEO, 2009; SHORE, 2011)

A partir do descobrimento da primeira cepa MRSA, outros tipos de SCCmec
foram identificados através do seqlienciamento de nucleotideos. O gene mecA esta
localizado no SCCmec, caracterizado pela presenca de repeticdes terminais diretas
e invertidas e por dois elementos genéticos essenciais (complexo mec e complexo
ccr) e as regides junkyard (IWG-SCC, 2009).

O complexo mec € composto por elementos estruturais como as sequéncias
de insercdo, que sdo responsaveis pela codificacdo de genes adicionais que irdo
determinar resisténcia (IS431 e I1S1272), genes reguladores da expressédo de PBP2a
gue codificam um receptor de membrana (mecRI) e um gene repressor (mecl), além
do mecA, que codifica a resisténcia a B-lactamicos através da expressao da PBP2a
(IWG-SCC, 2009).

O complexo génico ccr contém 0s genes ccrA e ccrB, que aparecem juntos e
ccrC, que codificam as recombinases A, B e C da familia invertase/resolvase,
responsaveis pela motilidade do SCCmec (HIGUCHI et al.,2008; CHLEBOWICZ et
al., 2010, 2011).



22

Outra regido presente no SCCmec é denominada junkyard (J), que contém
varios genes que codificam resisténcia para antibioticos ndo B-lactamicos e metais
pesados, alguns dos quais séo oriundos de plasmideos ou transposons (IWG-SCC,
2009). A classificacdo dos tipos de SCCmec é determinada pelo complexo mec e
pelo alotipo ccr, sendo que até o momento foram caracterizados 11 tipos (I -XI)
(IWG-SCC, 2009; TURLEJ, 2011).

1.4.2.1 Tipos de SCCmec

Atualmente j& foram caracterizados onze tipos de SCCmec. O SCCmec tipo |
foi relatado primeiramente no Reino Unido em 1960 Este clone é conhecido como o
clone Arcaico e espalhou-se pelo mundo na mesma década. Em 1982 no Japao, foi
identificado um MRSA carreador do SCCmec tipo Il, chamado de clone New
York/Japan e logo disseminou-se para diversos paises. O SCCmec tipo Il foi
identificado em 1985 na Nova Zelandia (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2009). No
Brasil o clone epidémico brasileiro (BEC) carreia esse tipo de SCCmec,, clone de
MRSA mais comum circulando em hospitais brasileiros (MIMICA, 2013).

Varios clones de MRSA carreadores de SCCmec tipo IV foram relatados no
mundo desde o inicio dos anos 90. Em 2004, SCCmec tipo V foi descrito na cepa de
MRSA chamada WIS, na Australia. Em Portugal foi observado entre isolados de
MRSA o SCCmec tipo VI, sendo a cepa identificada como HDE288. O SCCmec tipo
VIl foi observado em isolados no Taiwan (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2009).
Os SCCmec dos tipos IX e X foram descritos por Li e colaboradores (2011),
apresentando resisténcia a metais. O tipo Xl foi caracterizado recentemente na
Irlanda (SHORE et al., 2011).

Os SCCmec tipos I, IV, V, VI e VIl possuem o gene mecA como o Unico
determinante de resisténcia, apresentando resisténcia apenas a antibidticos [-
lactamicos. Ja os tipos Il e Il tém mudltiplos determinantes para a resisténcia, como
plasmideos integrados (pUB110, pl258 e pT181) e transposons (Tn554 e yTn554),
causando a multirresisténcia, normalmente encontrada em cepas hospitalares
(ZETOLA et al, 2005; BOYLE e DAUM, 2007; DEURENBERG, R.H,;
STOBBERINGH, 2009).
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A transferéncia horizontal dos SCCmec tipo Il e Il € mais dificil quando
comparados com o tipo IV devido ao seu maior tamanho, e a disseminacdo destes
elementos ocorre principalmente como resultado da presséo seletiva da exposicao a
antibiéticos (ZETOLA et al., 2005; BOYLE e DAUM, 2007). As cepas SCCmec tipo
IV por apresentar menor tamanho e auséncia de outros genes de resisténcia, sdo
provavelmente mais moveis, conferindo uma vantagem fora da presséo relacionada
a antibidticos em ambiente hospitalar, assim sua disseminacao torna-se mais rapida
na comunidade (COHEN, 2007).

1.4.3 MRSA hospitalar (HA-MRSA) e MRSA comunitario (CA-MRSA)

Existem diferencas consideraveis entre CA-MRSA e HA-MRSA em termos de
tipagem do SCCmec, distribuicdo de genes de toxinas, fatores de risco e
susceptibilidade aos antimicrobianos (DRYDEN, 2008).

Infec¢gBes definidas como aquelas desenvolvidas em individuos hospitalizados
por um periodo superior a 48 horas; em individuos submetidos a terapia intravenosa
ambulatorial; ou em pacientes com hospitalizacdo recentes em clinicas de
hemodidlise ou servicos de cuidados prolongados sdo geralmente caracterizadas
como infec¢des por HA-MRSA (ROSA, 2009).

HA-MRSA tem sido relacionado com SCCmec dos tipos I, Il e |,
apresentando estruturas grandes que carregam varios elementos genéticos
adicionais. Além disso, podem conter fatores de viruléncia e elementos de
resisténcia para numerosas classes de antibidticos, incluindo macrolideos,
lincosamidas, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e sulfonamidas
(GELATTI et al., 2009; ROSA, 2009).

Cepas de MRSA foram consideradas primeiramente agentes patogénicos
causadores de infec¢gBes adquiridas em hospitais (HA- MRSA), porém, as infec¢des
por CA- MRSA tém sido cada vez mais relatadas (SONG et al., 2011). A partir dos
anos 90 comecaram a surgir relatos em todo mundo de infec¢des por CA-MRSA em
pacientes sem fatores de risco identificaveis para aquisicdo de MRSA (GEMMELL et
al., 2006).
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Os critérios estabelecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) para o diagnéstico de CA-MRSA incluem: pacientes que ndo foram
internados em hospitais no ano anterior a infeccdo; que ndo foram submetidos a
procedimentos médicos como dialise, cirurgia ou cateter; que apresentaram cultura
positiva para MRSA até 48 horas ap0s admissdo no hospital; que ndo possuem
histérico de infec¢céo ou colonizacdo por MRSA.

Além de infectarem individuos sem fatores de risco aparentes, essas cepas
apresentam alta prevaléncia dos genes que codificam a producdo da exotoxina
leucocidina Panton-Valentine (PVL), a qual est4 associada a infeccbes graves de
pele e tecidos moles, bem como a pneumonia necrotizante (MIMICA; MENDES,
2007).

Cepas CA-MRSA sédo em geral sensiveis aos antimicrobianos (entre 85% e
100%) como clindamicina, gentamicina, ciprofloxacino, sulfametaxazol/trimetoprim e
vancomicina; mostrando-se resistentes apenas a oxacilina e a outros 3-lactamicos. A
diferenca no perfil de resisténcia entre cepas HA-MRSA e CA-MRSA pode ser
explicada pelo tamanho e distribuicdo dos cassetes cromossomais (SCCmec) que
contém os determinantes de resisténcia a oxacilina. Os SCCmec tipos IV e V
encontrados nas cepas CA-MRSA, sdo 0os menores, 0 que facilitaria a perda dos
genes de resisténcia a diversos antibiéticos (SANTOS et al., 2007).

HA-MRSA CA-MRSA

Epidemiologia ldosos, imunocomprometidos, Jovens e criancas saudaveis,
com fatores de risco associados atletas, sem fatores de risco

a cuidados médicos

Clinica InfeccOes de trato respiratério, Infeccbes de pele e tecidos
sitio operatorio, bacteremias moles, pneumonia
(invasivo) necrotizante
Fatores de Hospitalizacdo prolongada, uso  Contato fisico, uso de drogas
risco de antimicrobiano por longo intravenosas, lesdes de pele

periodo, hemodiélise,
dispositivos intravasculares

Fendotipo de Na maioria das vezes sao Somente aos B-lactamicos
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resisténcia multirresistentes (B-lactamicos e
nao-B-lactamicos)
Marcadores PVL em < 5% dos isolados; PVL em > 95% dos isolados;

genéticos SCCmec tipos |, Il e lll SCCmec tipos IV e V

(principalmente)

Quadro 1: Principais diferencas entre HA-MRSA e CA-MRSA
Fonte: Distribuicdo dos SCCmec tipos I, Il, 1ll e IV em Staphylococcus aureus meticilina-resistente

isolados de pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Reiter 2009.

1.4.4 MRSA pelo mundo

ApOs o surgimento de cepas com resisténcia a meticilina, o MRSA tornou-se
um dos principais causadores de infec¢gdes nosocomiais bem como na comunidade,
atingindo proporcdes elevadas no mundo todo. (ISOBE, 2012; MIMICA, 2012).

Na América Latina o MRSA é a principal causa de infec¢cdes hospitalares,
sendo que as infeccdes comunitarias estdo aumentando com freqiiéncia (GUZMAN-
BLANCO, 2009). Em um estudo realizado por Gonzalez et al., em 2012 foram
analisados 3.126 isolados de S. aureus de diversos paises da América Latina no
periodo de 2004 a 2010, onde 1.467 (46,9%) foram identificados como resistentes a
meticilina. O maior nimero de S. aureus foi encontrado no México (n=846),
Argentina (n=740) e Colombia (n=445). No Brasil essa taxa foi de 52.7% entre 2005
e 2010, sendo que dos 241 S. aureus isolados, 127 eram MRSA (GARZA-
GONZALEZ, DOWZICKY, 2013).

Pesquisa realizada por Perez et al., em trés Hospitais de Porto Alegre no ano
de 2006, mostrou uma prevaléncia de 48,7% de infecgbes por S. aureus, sendo
41,3% causadas por MRSA (PEREZ et al., 2007).

O relatorio do European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC),
do ano de 2010 estimou uma prevaléncia global de MRSA na Europa de 24,4%
(ECDC, 2011). Entretanto, diferencas significativas entre os diversos paises foram
observados, sendo a prevaléncia consideravelmente mais baixa (<5%) na

Escandindvia e na Holanda, e mais elevada (> 25%) no sul e no leste da Europa. Em
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2008, Portugal foi o Unico pais europeu cuja prevaléncia de MRSA foi superior a
50% (EUROPAN, 2008). Em pesquisas realizadas nos EUA a prevaléncia global de
MRSA foi de 6,64% (JARVIS; JARVIS; CHINN, 2012).

1.5 Testes para deteccao da resisténcia a oxacilina

1.5.1 Fenotipicos

Diferentes métodos laboratoriais tém sido empregados para a deteccdo da
resisténcia a oxacilina no S. aureus. Muitas vezes, essa deteccdo pode se tornar
dificil, principalmente devido ao fenbmeno da heterorresisténcia (MIMICA, 2012).

O exacerbado aumento na resisténcia a diferentes antimicrobianos tem
dificultado sobremaneira as opcdes terapéuticas. Assim, a realizacdo adequada de
testes de susceptibilidade a essas drogas € vital para garantir o adequado
tratamento dessas infecgbes (MIMICA, 2012).

1.5.1.1 Difusao do disco

O teste de difusdo do disco é historicamente o mais utilizado, permite a
classificacdo da maioria das cepas bacterianas como sensiveis, intermediarias ou
resistentes a uma variedade de agentes antimicrobianos (JORGENSEN, 2003). O
método apresenta varias vantagens como: facil reproducdo e execucgdo, O0s
reagentes utilizados sdo de baixo custo e ndo requer equipamentos especiais.
Devido a ocorréncia do fendmeno da heterorresisténcia, um indice ndo desprezivel
de erro é evidenciado ao empregar essa metodologia (ANVISA, 2010).

O teste consiste na aplicagdo de um inOculo padronizado de bactérias
(aproximadamente 1-2 x 10® UFC/mL) & superficie de uma placa de agar Mueller-
Hinton. Discos de papel-filtro impregnados com uma concentracao fixa de antibiotico

sao aplicados na superficie inoculada do agar. As placas sao incubadas por 16-18
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horas em temperatura de 35°C+2°C. Os diametros das zonas de inibicdo de
crescimento ao redor de cada disco de antibidtico sdo medidos em milimetros
analisando-se a placa com luz refletida (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

O teste com oxacilina, até meados da década passada, era o teste de
escolha. Porém, diversos autores demonstraram a boa acuracia do teste de difuséo-
disco com cefoxitina para predizer resisténcia a oxacilina, possivelmente por induzir
de maneira mais potente a expressao do gene mecA (MIMICA, 2007; BROEKEMA
et al., 2009). Em 2006 o Clinical and Laboratory Standard Institute incluiu esse teste
em suas recomendacdes, e em 2007 modificou os pontos de corte com o objetivo de
aumentar a sensibilidade do método (CLSI, 2007).

O disco de cefoxitina produz, para leitura, uma zona de inibicdo de facil
interpretacdo, podendo ser determinada tanto com uso de luz transmitida como da
refletida e sofre menos interferéncia pelo padrdo heterogéneo da resisténcia a
oxacilina (MATHEWS et.al., 2010).

O CLSI preconiza para o S. aureus a utilizagdo de disco de cefoxitina 30ug ou
oxacilina 1ug para a deteccgéo de resisténcia a oxacilina mediada pelo gene mecA.
De acordo com o resultado da cefoxitina, € reportado o resultado da oxacilina como
suscetivel ou resistente (CLSI, 2011; CLSI 2012).

Os MRSA devem ser relatados também como resistentes a outros -
lactamicos, como penicilinas, carbapenémicos, cefalosporinas e combinacgdes de [3-
lactamicos com inibidores de B-lactamases, independente dos resultados dos testes
in vitro com esses antimicrobianos, pelo fato de apresentarem o0 mesmo mecanismo
de resisténcia, além dos testes com esses antimicrobianos demonstrarem menor
acuracia como preditivos da presenca do gene mecA do que os testes com oxacilina
ou cefoxitina (CHAMBERS, 1997; VELASCO et al., 2005; CLSI, 2012).

1.5.1.2 Detecc¢éo da concentracao inibitoria minima

Quando se tem a necessidade de quantificar a concentragdo minima de um
agente antimicrobiano, em microgramas por mililitro (ug/mL), a alternativa é o
emprego da metodologia para deteccdo de concentragdo inibitéria minima (CIM)

necessaria para inibir o crescimento de um microrganismo (ROSSI; ANDREAZZI,
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2005). Os agentes antimicrobianos séo testados em diluicbes seriadas mdltiplas de
dois, e a menor concentracdo que inibe o crescimento visivel de um microrganismo
€ considerada a CIM (CLSI, 2011). Essa técnica inclui diluicdo em agar e em caldo
(macrodiluicdo e microdiluicdo), e de gradiente de difusdo em agar (Etest®, AB
Biodisk, Solna, Suécia). Embora esses métodos possibilitem uma avaliagdo
quantitativa da resisténcia a oxacilina, além de ser um método que pode ser utilizado
como confirmatorio em isolados com padrao de suscetibilidade duvidoso ou de dificil
diagndstico, parecem néo ter acuracia significativamente maior para detectar o gene
mecA do que os testes fenotipicos qualitativos, e ainda necessitam de longo periodo
de execugdao e intensa carga de trabalho (MIMICA; MENDES, 2007).

1.5.1.3 Teste em equipamentos automatizados

Os sistemas automatizados sao opcodes de testes rapidos de sensibilidade
aos antimicrobianos. Existem varios equipamentos com esta finalidade, destacando-
se Vitek® (bioMérieux Vitek, USA) MicroScan Walkaway® (Dade Behring),
Sensititre ARIS® (Radiometer America, USA) e ATB-plus® (bioMérieux, France).
Alguns estudos evidenciaram taxas de sensibilidade e especificidade comparaveis a
dos testes de disco-difusdo, enquanto outros encontraram baixa acuracia
(SWENSON, 2001; FELTEN, 2002; SWENSON; TENOVER, 2005).

O sistema Vitek 2® é um dos métodos mais utilizados entre os aparelhos
automatizados, por possuir monitoramento continuo do crescimento dos
microrganismos e um algoritmo que calcula a CIM cinética (BEMER, 2005). Em
relacdo ao Vitek® e o MicroScan®, sua acuracia foi avaliada em alguns estudos.
Porém, é dificil comparar os resultados desses trabalhos, visto que ha mudancas

continuas dos softwares e diferentes cartdes ou painéis sao disponibilizados.

1.5.2 Genotipicos
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1.5.2.1 PCR para deteccdo do gene mecA

Nos ultimos anos o método da CIM foi substituido por métodos moleculares
que detectam o gene mecA. A deteccdo desse gene pela Polymerase Chain
Reaction (PCR) é considerada como método padrdo ouro para confirmacdo de
isolados oxacilina resistentes, incluindo aqueles com resisténcia heterogénea.
Entretanto, o uso desses ensaios é restrito a centros de referéncia, e ndo sao
empregados como testes de rotina em laboratérios clinicos de microbiologia
(RAHBAR et al., 2006; ADALET!I et al.,2008).

Figura 2: Gel de agarose evidénciando amostras de S. aureus mecA positivas
(145pb).

1.6 Justificativa

O aumento crescente da frequéncia de infecgbes causadas pelo S. aureus
aliado a elevadas taxas de amostras resistentes a meticilina/oxacilina torna-se de
extrema importancia a investigacdo epidemiolégica e controle da disseminagéo
deste patdgeno.

A resisténcia antimicrobiana tem sido reconhecida como um importante

problema de saude publica ha muitas décadas, sendo que um dos microrganismos



30

mais virulentos € o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), causando
infec¢des tanto de origem hospitalar como comunitéria.

Uma deteccdo precisa de resisténcia a meticilina em S. aureus é
determinante para garantir um tratamento eficaz para o paciente infectado e evitar
sua disseminacgdo. Os métodos fenotipicos para o diagndstico desta resisténcia sdo
de facil execucdo e tempo para realizacdo relativamente curto (24 horas). Porém,
em alguns estudos, um indice ndo desprezivel de erro ja foi demonstrado.

De acordo com o CLSI o emprego do método de difusdo do disco utilizando
cefoxitina ou oxacilina € uma alternativa fidedigna para detec¢cdo de MRSA nas
cepas portadoras do gene mecA. O reconhecimento destas cepas, sugerindo esse
determinante genético é bastante importante, visto o aspecto fulminante da infeccéao
desenvolvida. A presenca de caracteristicas fenotipicas e genéticas distintas entre
as cepas de Staphylococcus aureus fazem da investigacdo clinica e do cultivo
laboratorial, apoiado em técnicas de biologia molecular um conjunto cada vez mais
importante na contencao deste patégeno.

No Brasil, a ampla distribuicdo e prevaléncia do MRSA indicam a necessidade
de um programa de vigilancia que desenvolva estratégias para melhorar o controle e

tratamento de colonizacéo e infec¢do por MRSA.

1.7. Objetivos

1.7.1 Objetivo geral

Caracterizar através de metodologias fenotipicas e genotipicas isolados de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) presentes em amostras
clinicas de pacientes internados de maio a dezembro de 2011, no Hospital

Universitario de Santa Maria (HUSM).
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1.7.2 Objetivos especificos

Analisar os isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) através de métodos fenotipicos manuais e automatizado;

Determinar o0 gene mecA através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

Determinar os parametros metodolégicos como: especificidade, sensibilidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo negativo dos testes utilizados nesse
estudo.

Determinar a prevaléncia de MRSA no periodo estudado
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RESUMO

Introducédo: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) emergiu
como uma das principais causas de infec¢cdes nosocomiais e comunitarias, sendo
que o emprego de metodologias capazes de detectar esta resisténcia de forma
rapida e precisa, torna-se imprescindivel no diagnaostico clinico. Objetivo: O objetivo
desse estudo foi comparar testes fenotipicos convencionais com o genotipico,
baseado na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para detectar cepas MRSA.
Metodologia: Um total de 139 amostras de S. aureus foram analisadas através de
meétodos fenotipicos manuais e automatizado e comparadas com a deteccdo do
gene mecA por PCR. Resultados: Dentre as 139 amostras, 37 (26,6%)
apresentaram o gene pesquisado. O disco de oxacilina apresentou sensibilidade de
62,2% e especificidade de 95,1%, enquanto que para o disco de cefoxitina estes

parametros foram 67,6% e 94,1%, respectivamente. O método automatizado foi o
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gue obteve as maiores percentagens de sensibilidade (67,6%) e especificidade
(96,1%). Algumas divergéncias foram observadas quando comparamos 0s meétodos
fenotipicos com a PCR. Conclusdo: A combinacdo de metodologias pode ser
considerada como uma alternativa eficiente no diagnostico de infec¢cdes causadas
por MRSA.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, PCR, métodos fenotipicos, MRSA.

INTRODUCAO

Atualmente, o Staphylococcus aureus representam uma importante
preocupacdo em Vvarias instituicdes de cuidados em salude (BROEKEMA et al.,
2009). S. aureus resistente a meticilina (MRSA) surgiu logo apés a introducédo da
meticilina na pratica clinica, tornando-se uma das principais causas, tanto de
infeccbes nosocomiais quanto comunitarias (SHORE et al.,, 2011; ISOBE et al.,
2012). O primeiro relato de MRSA ocorreu em 1961 e desde a sua descoberta um
continuo aumento na sua prevaléncia tem sido observado em todo mundo,
ocasionando altas taxas de mortalidade e morbidade (ALOS, 2008; SHORE, 2011;
SENER, 2013).

Alguns mecanismos podem explicar a resisténcia a meticilina em
Staphylococcus spp.. O tipo de resisténcia mais frequente se deve a presenca do
gene mecA, que confere baixa afinidade aos antibiéticos beta-lactamicos por
codificar a produgdo de proteinas ligadoras de penicilina alteradas (PBP2a ou
PBP2’) (CHAMBERS; DELEO, 2009). A determinagdo deste gene pela técnica de
reacao em cadeia da polimerase (PCR) é considerada o padréo ouro na deteccéo de
cepas MRSA (MIMICA et al.,, 2007; ANAND et al., 2009), porém é um método
demorado e de alto custo, o que dificulta a sua utilizacdo pela maior parte dos
laboratorios de rotina (PRAMODHINI et al., 2011).

Outros mecanismos, porém mais raros, podem ser encontrados em cepas de
S. aureus com resisténcia boderline a oxacilina (Borderline Oxacillin Resistant
Staphylococcus aureus - BORSA), que se caracterizam pela hiperproducédo de beta-
lactamases e também em cepas conhecidas como Modified Penicillin Binding
Protein Staphylococcus aureus (MODSA), que produzem PBPs modificadas, que
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nao a PBP2a. Tanto BORSA quanto MODSA possuem afinidade variada pelos beta-
lactamicos e auséncia do gene mecA (ROSSI; ANDREAZZI, 2005; SANTHOSH et
al., 2008).

O objetivo desse estudo foi avaliar os testes de difusdo dos discos de
cefoxitina e oxacilina e de microdiluicdo em caldo da oxacilina, como marcadores
fenotipicos para o MRSA, e compara-los com a detec¢cdo molecular do gene mecA
por PCR.

METODOLOGIA

Coleta e identificagc&o das amostras de S. aureus

Este trabalho trata-se eu um estudo prospectivo, onde foram coletadas 139
amostras de S. aureus, isoladas de diversos espécimes clinicos de diferentes
pacientes do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), de maio a dezembro de
2011. Apenas uma amostra por paciente foi incluida nesta pesquisa, submetida ao
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Santa Maria e
aprovado sob nimero 0117.0.243.000-08.

Os S. aureus foram identificados no Laboratério de Andlises Clinicas do
HUSM, através de provas fenotipicas manuais e automatizada (MicroScan® -
Siemens) (KONEMAN, 2008).

Método manual de difusdo do disco de cefoxitina e oxacilina

Os isolados clinicos obtidos foram submetidos a testes fenotipicos utilizando-
se a técnica de difusdo do disco (Kirby-Bauer) de cefoxitina 30 pg e oxacilina 1 g,
para classificar a cepa como sensivel ou resistente a oxacilina (CLSI, 2011).

Apos a reativacao dos isolados em agar Triptona de Soja (TSA) e incubacéo
por 18-24hs, em estufa bacterioldgica, a 35 °C + 2 °C, ar ambiente, foi preparado o
indculo bacteriano, em solucao fisioldgica estéril, ajustando-se sua turbidez com a

escala 0,5 de MacFarland (1-2 x 10® UFC/mL). Esta suspensdo foi semeada com
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swab estéril em placas de petri contendo agar Mueller Hinton, sendo que
posteriormente foram dispostos os discos de cefoxitina e oxacilina e reincubadas
nas condi¢cdes anteriormente citadas. A leitura foi realizada ap6s 16-18 horas de
incubacdo para a oxacilina, sendo consideradas sensiveis as cepas que
apresentaram halos de inibicdo = 13 mm; intermediarias de 11-12 mm e resistentes
com halos < 10 mm. Ja para a cefoxitina, a leitura foi feita apés 24 horas de
incubacéo, considerando-se sensiveis as cepas com halos = 22 mm e resistentes <
21 mm. O controle de qualidade dos discos foi realizado utilizando-se a cepa de S.
aureus ATCC 25923.

Método automatizado de microdiluicdo em caldo da oxacilina

Todos os isolados foram testados segundo esta metodologia automatizada,
utilizando-se o Painel Combo gram-positivos - PC 29, do aparelho MicroScan® -

Siemens, de acordo com as normas preconizadas pelo CLSI (CLSI, 2011).

Deteccéo do gene mecA

A extracdo do DNA foi realizada no laboratério de Biologia Molecular da
UFSM, na cidade de Palmeira das Missdes, RS. Seguiu-se o protocolo modificado
desenvolvido por Oliveira et al (OLIVEIRA et al., 2009). Na determinacdo do gene
mecA foi utilizado como iniciador o seguinte par de primers: mecA_f (AGT TAG ATT
GGG ATC ATA GCG) e mecA r (CGA TGC CTA TCT CAT ATG CTG) (Ludwig
Biotec®).

Cada amostra de DNA (2 pL) foi misturada a 2,0 pL de uma mistura de
dNTPs, 2,5 pL de buffer + cloreto de magnésio (MgCl,), 0,2 uL de Taq Polimerase
(Neogen®) e 1,25 uL de cada primer. O volume foi completado com agua Mili Q até
que o volume final de 25 pL fosse atingido.

As condi¢cbes empregadas para a amplificagdo do DNA foram: desnaturagdo
por 4 min a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 30s a 94 °C, anelamento a 60 °C por
30s, extensao a 72 °C por 60s e uma extensao final de 4 min a 72 °C.
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O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%
com brometo de etidio (0,5 pg/mL); a 80 V, durante 40min e visualizado em luz UV

(312 nm), com auxilio de transiluminador.

RESULTADOS

Dos 139 isolados clinicos de S. aureus testados para o gene mecA pela
técnica de PCR, 37 cepas foram consideradas MRSA por apresentarem este gene
(taxa de prevaléncia de 26,6%). A tabela comparativa de sensibilidade e
especificidade, juntamente com os valores preditivos positivo e negativo de todos 0s

métodos é demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Comparacao da eficacia de diferentes métodos na deteccdo de MRSA

Métodos Amostras mecA Especificidade Sensibilidade VPP VPN
positivas
DD de Oxacilina 23 95,1% 62,2% 82,1% 87,2%
DD de Cefoxitina 25 94,1% 67,6% 80,6% 88,9%
Automacao 25 96,1% 67,6% 86,2% 89,1%
PCR 37 100% 100% 100%  100%

As Tabelas 2 e 3 evidenciam as discrepancias existentes entre os métodos

testados, em algumas amostras, comparando-se com a PCR.
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Tabela 2 — Amostras mecA negativas com discrepancia nos resultados dos métodos

fenotipicos

N° de DD DD Automacéao PCR
amostras Cefoxitina Oxacilina

PR EPNNW
DO IOWLWAIOW
DIOTOVLOLWAD
PV RV RP VRN 0)]

Tabela 3 — Amostras mecA positivas com discrepancia nos resultados dos métodos

fenotipicos
N° de DD DD Automacao PCR
amostras Cefoxitina  Oxacilina

6 S S S +

4 S S R +

3 R S S +

2 S R S +

1 R R S +

1 R S R +
DISCUSSAO

A determinacgéo precisa da resisténcia a meticilina é de extrema importancia
na rapida identificacao de infec¢des causadas por S. aureus, em especial dos MRSA
(ANAND et al., 2009), ndo somente para a escolha da antibioticoterapia adequada,
mas também para o controle de sua disseminacdo (BROEKEMA et al.,, 2009;
PRAMODHINI et al, 2011).

A deteccdo do gene mecA é considerado o padrdo ouro para a confirmacao
de MRSA, por ser uma técnica eficiente em detectar este gene. Assim como outros
autores, nos consideramos a PCR como método de referéncia para os testes
fenotipicos (MIMICA et al., 2007; WILSON et al., 2007; ANAND et al., 2009). Em
nosso estudo foi confirmada a presenca deste gene em 37 das 139 amostras de S.

aureus isoladas. Outros trabalhos que também utilizaram a PCR como método



38

referéncia, demonstraram boa precisdo desta técnica no que se refere a
identificacdo de cepas resistentes (MIMICA et al., 2007; KAYA et al., 2009; DATTA
et al., 2011; PILLAI et al., 2012).

Diversas técnicas de identificacdo dos MRSA séo utilizadas atualmente nos
laboratérios de rotina, com destaque para as fenotipicas. O teste de difusdo do
disco, por se tratar de um método prético e de baixo custo, tem sido o mais
empregado (MIMICA, 2012). Em relacdo a esta metodologia, nossos resultados
demonstraram sensibilidade de 62,2% para o disco de oxacilina e 67,6% para o
disco de cefoxitina. A especificidade dos métodos foi de 95,1% para a oxacilina e
94,1% para a cefoxitina. Varios estudos tem demonstrado a superioridade da
cefoxitina em detectar MRSA (BROEKEMA et al., 2009; DATTA et al.,, 2011,
PRAMODHINI et al., 2011; SANGEETHA et al., 2012), possivelmente por induzir de
forma mais potente a expressdo do gene mecA do que o disco de oxacilina
(MIMICA; MENDES, 2007; MIMICA et al., 2007; BROEKEMA et al., 2009).

No que se refere a técnica de microdiluichio em caldo por sistema
automatizado (MicroScan®), obtivemos resultados de especificidade e sensibilidade
de 96,1% e 67,6%, respectivamente. Estes sistemas sdo empregados por serem
considerados rapidos, no entanto apresentam uma eficacia diagndstica inferior em
relacdo ao teste de difusdo do disco, uma vez que néao sao influenciados por fatores
como temperatura e tempo de incubacéo e turvacao do in6culo (GIL D de M, 2000).
Porém, em nossa pesquisa a metodologia automatizada apresentou superioridade
em relacdo a manual em todos os parametros analisados.

Algumas divergéncias puderam ser observadas entre os métodos utilizados.
Em dez amostras o gene mecA nao foi detectado, porém em pelo menos uma
técnica fenotipica essas cepas se mostraram resistentes (Tabela 2). Esses
resultados justificam-se pelo fato destas cepas possivelmente possuirem outros
mecanismos de resisténcia, como as BORSA ou MODSA (MIMICA, 2012).

Em seis amostras onde o gene mecA foi detectado nao verificou-se a
resisténcia fenotipicamente por nenhuma metodologia, enquanto que em outras
onze amostras mecA positivas, a deteccao da resisténcia por métodos fenotipicos foi
variavel (Tabela 3). A expresséo fenotipica da resisténcia a meticilina mediada pelo
gene mecA pode ser influenciada por diferentes fatores, dentre eles a temperatura, 0

pH e a osmolaridade (MADIRAJU et al., 1987) assim como a existéncia de cepas
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heterorresistentes (CAVASSINI et al., 1999), o que pode explicar nossos resultados
e justificar a sensibilidade e a especificidade dos métodos empregados.

CONCLUSAO

Concluimos que para a rapida e correta identificacdo de cepas MRSA na
rotina laboratorial, a combinacdo de metodologias, continua a ser a melhor
alternativa, aliada ao diagndstico clinico. A PCR para identificacdo do gene mecA,
apesar de seu custo elevado para a pratica microbiolégica, poderia ser uma opc¢ao
naqueles casos onde houvesse divergéncias entre as técnicas fenotipicas

empregadas.
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3 CONCLUSOES

A taxa de prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
encontrada nesse estudo foi de 26,6%;

Analisando-se os halos de inibicdo para oxacilina e cefoxitina, através da
metodologia fenotipica de difusdo do disco obtivemos 23 e 25 cepas MRSA,
respectivamente, e pela metodologia automatizada foi possivel identificar 25
cepas com resisténcia a meticilna;

Verificou-se que o emprego da PCR para deteccdo dos MRSA foi muito eficiente,
identificando 37 cepas com a presenca do gene mecA;

Os parametros metodologicos avaliados nos testes empregados nesse estudo
apresentaram valores de especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo para difusdo do disco de oxacilina de 95,1%, 62,2%,
82,1% e 87,2%, respectivamente; para a cefoxitina foi de 94,1% de
especificidade, 67,6% de sensibilidade, 80,6% de valor preditivo positivo e 87,2%
de valor preditivo negativo. Ja para a metodologia automatizada as porcentagens
foram de 96,1% de especificidade, 67,6% de sensibilidade, 86,2% de valor
preditivo positivo e 89,1% de valor preditivo negativo. A PCR obteve 100% em

todos os parametros avaliados.
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