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RESUMO

O primeiro semi-sintético derivado da penicilina, resistente & hidrélise por
estafilococos, foi a meticilina, introduzida na pratica clinica em 1960, para o tratamento
de infeccBes causadas por uma linhagem de Staphylococcus aureus resistente a
penicilina. O mecanismo molecular da resisténcia de Staphylococcus aureus a meticilina
(MRSA) consiste na aquisicdlo de um elemento genético moével denominado
Staphylococcal Cassette Cromossome MEC (SCCmec), que contém o gene, mecA,
responsavel pela alteragdo das proteinas ligadoras de penicilina (PBP). MRSA é uma
causa importante de infec¢des no nivel mundial e um problema crescente em toda a
América Latina. Estudos epidemioldgicos mostram um aumento significativo de
infeccBes por MRSA, tanto no hospital quanto na comunidade. O diagnéstico é baseado
numa combinacgdo de informagdes epidemioldgicas, sintomas clinicos e caracterizagéo
da estirpe infectante de MRSA. As espécies de Staphylococcus podem ser identificadas
com base em uma variedade de caracteristicas fenotipicas convencionais. Uma das
maneiras mais eficientes de controlar a propagacdo de MRSA ¢é através da determinacédo
das caracteristicas genotipicas de clones de MRSA, bem como da relacdo genética das
estirpes em diferentes regides geograficas. Métodos rapidos e confidveis para
determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos s&o importantes para instituir a
terapéutica apropriada. Contudo, observa-se resisténcia crescente de MRSA aos agentes
antimicrobianos, reducdo da sensibilidade a vancomicina e dificuldade no tratamento de
infecgOes graves por MRSA, mesmo com antimicrobianos adequados, ndo tendo sido
possivel, ainda, encontrar uma imunizacdo ativa e passiva como estratégia eficaz. A
alternativa para reduzir as infecgdes por MRSA e outros estafilococos é aumentar as
préticas que diminuem a propagacdo dessa doenca, nas quais podem ser consideradas

como precaucdes de barreira ou isolamento de contato.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, antibioticoterapia,
infecgéo hospitalar, vacinas.



ABSTRACT

The first semi-synthetic penicillin derivative, resistant to hydrolysis by staphylococcal
beta-lactam methicillin was introduced into clinical practice in 1960 for the treatment of
infections caused by a strain of Staphylococcus aureus resistant to penicillin. The
molecular mechanism of methicillin resistant in S. aureus (MRSA) consists of
purchasing a mobile genetic element called Staphylococcal Cassette Cromossome MEC
(SCCmec) containing the mecA gene, responsible for the alteration of penicillin binding
proteins (PBP). MRSA is a major cause of infections worldwide and a growing problem
in Latin America. Epidemiological studies show a significant increase of MRSA
infections in both hospital and community. Diagnosis is based on a combination of
epidemiological data, clinical symptoms and characterization of the infecting strain of
MRSA. The Staphylococcus species can be identified based on a variety of conventional
phenotypic characteristics. One of the most effective ways to control the spread of
MRSA is by determining the genotypic characteristics of MRSA clones and the genetic
relatedness of strains in different geographic regions. Fast and reliable methods for
antimicrobial susceptibility are important to institute appropriate therapy. However,
there is increasing resistance of MRSA to antimicrobial agents, reduced sensitivity to
vancomycin and difficulty in treating severe infections caused by MRSA, even with
appropriate antibiotics, and was not yet possible to find an active and passive
immunization as an effective strategy. The alternative to reduce MRSA infections is
increasing practices that reduce the spread of these microorganisms, which can be

considered as barrier precautions or isolating contact.

Keywords: Staphylococcus aureus resistant to methicillin, antibiotics, hospital

infection, vaccines.
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1. INTRODUCAO

A evolucéo da resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos é um dos
problemas mais significativos da medicina moderna, representando séria ameaga a
saude humana e animal (SOULSBY, 2012).

O tratamento de infec¢des bacterianas, particularmente as nosocomiais, tem se
tornado cada vez mais complexo e desafiador, pelo aumento da proporgéo de pacientes
imunocomprometidos ou gravemente doentes, aumento da prevaléncia de patdgenos
resistentes aos antibioticos no ambiente hospitalar e caréncia de novos agentes
antimicrobianos (NICOLAU, DP, 2011).

Staphylococcus aureus é a principal causa de infecces bacterianas humanas, no
mundo inteiro, e é endémico tanto nos hospitais como na comunidade. Sua ubiquidade é
facilitada pelo estilo de vida comensal, sendo frequentemente encontrado na pele e na
narina anterior dos individuos saudaveis. O espectro clinico das infecgBes varia de
infeccBes relativamente benignas da pele e tecidos moles até infeccBes sistémicas
graves e de dificil tratamento. A alta incidéncia de infeccbes por S. aureus esta
relacionada a habilidade do microrganismo de prontamente adquirir resisténcia a
antimicrobianos (CHAMBERS e DELEO, 2009; KOBAYASHI; MUSSER e DELEO,
2012).

A capacidade de S. aureus para desenvolver resisténcia aos farmacos estad bem
documentada e talvez seja melhor exemplificada pelo surgimento da linhagem resistente
a penicilina, conhecida como fagotipo 80/81, logo apds a introducdo da penicilina na
década de 40. A resisténcia é conferida por uma penicilinase mediada por plasmideos
que hidrolisa o anel beta-lactamico da penicilina. S. aureus fagotipo 80/81 se espalhou
rapidamente e se tornou pandémico nos hospitais e na comunidade (KOBAYASHI,
MUSSER e DELEO, 2012)

A meticilina foi o primeiro antimicrobiano semi-sintético derivado da penicilina
resistente a hidrdlise por beta-lactamases produzidas por Staphylococcus spp. Este
farmaco foi introduzido na pratica clinica em 1960, para o tratamento de infeccdes

causadas por linhagens de S. aureus resistentes a penicilina (JOHNSON, 2011).

O mecanismo molecular de resisténcia a meticilina é decorrente da aquisi¢do de

um elemento genético mével denominado Staphylococcal Cassette Cromossome mec
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(SCCmec) que contém o gene, mecA, responsével pela alteracdo das proteinas ligadoras
de penicilina (PBP). As PBPs sdo enzimas necessérias para a sintese da parede celular
bacteriana. A ligacdo dos beta-lactamicos a PBP bloqueia sua funcéo e ha formacéao de
uma parede celular débil ou imperfeita que prejudica o desenvolvimento adequado da
bactéria. O gene mecA codifica a PBP com baixa afinidade aos antimicrobianos beta-
lactamicos, denominada PBP2A ou PBP2’. O SCCmec contendo o0 mecA é incorporado
ao cromossomo do S.aureus em um sitio de localizacdo especifica, promovendo, entéo,
resisténcia bacteriana (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Embora amostras contemporaneas de S. aureus resistente & meticilina — MRSA
parecessem uniformemente sensiveis a este novo agente, a primeira amostra resistente
desta bactéria foi relatada no Reino Unido, um ano apds sua introdugdo na clinica
(JOHNSON, 2011). No Brasil, a meticilina foi posteriormente substituida por uma
congénere, a oxacilina, a qual, em apenas um ano, este agente infeccioso desenvolveu

um novo mecanismo de defesa, ocasionando a emergéncia do MRSA (LOPES, 2005).

A emergéncia e a disseminagdo global de MRSA devem ser vistas como um
processo de evolugdo acelerado, direcionado pela pressdo seletiva através da
disponibilidade de diversos antimicrobianos introduzidos na pratica clinica
(CRISOSTOMOS et al, 2001). Em contraste com a resisténcia a penicilina em S. aureus
mediada por plasmideos, que confere resisténcia somente & penicilina, SCCmec confere
um amplo espectro de resisténcia aos agentes terapéuticos da classe dos beta-lactamicos
e, frequentemente, ndo-beta-lactamicos (KOBAYASHI, MUSSER E DELEO, 2012).
Assim, linhagens de MRSA vém adquirindo grande importancia mundial, pois estes
microrganismos tendem a ser multirresistentes a outras classes de antimicrobianos,
limitando a opcéo terapéutica ao uso de glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina),
oxazolidinonas (linezolida) e estreptograminas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Entre os cocos Gram-positivos, a resisténcia a meticilina observada em
estafilococos se tornou um importante problema na América Latina, mostrando
variacOes significativas nas taxas entre diferentes hospitais e entre paises especificos.
(SADER et al., 2004). Esses autores comentam que, em estudos anteriores, a maioria
das amostras de MRSA avaliadas apresentou resisténcia cruzada a quase todos 0s

agentes antimicrobianos testados, exceto a vancomicina, teicoplamina, quinupristina ou
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dalfopristina e linezolida. No seu trabalho, foi, também, observado o decréscimo da
sensibilidade dos Staphylococcus coagulase negativa a teicoplamina (SADER et al.,
2004).

Tradicionalmente, as infec¢des causadas por MRSA eram limitadas aos hospitais
(HA-MRSA), mas, nos ultimos anos, as infecgdes associadas ou adquiridas na
comunidade envolvendo estes microrganismos, denominados S. aureus adquiridos na
comunidade (CA-MRSA) estdo sendo documentadas de forma crescente em todo o
mundo. Epidemiologicamente, estas amostras sdo definidas como CA-MRSA se
coletadas de pacientes ambulatoriais, ou coletadas até 48 horas ap6s admissao hospitalar
(GELATTI et al., 2009; JUNIOR, 2009).

Alguns fatores de risco, tais como 0 aumento do nimero de cirurgias, 0 uso de
cateteres, a ocorréncia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e doencas
pulmonares, a prematuridade, o uso de ventilagdo mecénica e de imunossupressores, a
internagcdo em unidades de terapia intensiva (UTI), o surgimento de novas linhagens
bacterianas multirresistentes a drogas, e a disseminagdo destes genes de resisténcia tém
aumentado significativamente o percentual de infeccbes hospitalares (RATTI e
SOUSA., 2009).

Apesar dos resultados encorajadores das vacinas com polissacarideos
estafilococicos conjugados de proteinas, a imunizagédo ativa contra S. aureus pode ser de
utilidade limitada nos grupos de pacientes que apresentam alto risco de infecg¢éo, porque
estes pacientes muitas vezes sdo funcionalmente imunocomprometidos. Assim, a
imunizacdo passiva com titulo elevado de imunoglobulinas ou de anticorpos
monoclonais proporciona alternativa para a imunizagdo ativa (JOHN e SCHREIBER,
2006).

Staphylococcus aureus, com a sua resisténcia associada a meticilina, até agora,
tem sido quase exclusivamente um patégeno humano, mas j4 é relatado em animais de
producéo e de companhia. Animais utilizados na alimentagdo, como porcos, bezerros e
frangos, muitas vezes carregam, sem sinais clinicos, uma cepa especial de MRSA,
chamada CC398, embora ndo exista, ainda, nenhuma evidéncia de este ser um risco
significativo & salde. Algumas cepas de MRSA adquiridas na comunidade (CA-MRSA)

tornaram-se firmemente estabelecidas em todo o mundo e parecem ser mais virulentas e
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espalham mais facilmente do que as adquiridas em hospitais. A leucocidina Panton-
Valentine leucocidin (LPV) € a toxina mais comum em cepas CA-MRSA, sendo

associada com pneumonia necrotizante e fascite (SOULSBY, 2012).

MRSA continua a ser uma preocupacdo de salide publica, apesar de melhoradas
as praticas de lavagem das mdos, precaucdes de isolamento e controle do uso de
antimicrobianos. O modo inadequado do cumprimento das precaugdes de isolamento
ndo é a Unica razdo para os resultados decepcionantes obtidos para erradicar este
microrganismo, e as causas alternativas precisam ser identificadas. De acordo com
estudos previos, a depuracdo de MRSA varia de 7 a 12 meses. A readmissdo de
portadores assintométicos de MRSA pode, portanto, contribuir substancialmente para
um reservatorio desse microrganismo no hospital, o que pode explicar a auséncia de

uma diminuicdo na prevaléncia de HA-MRSA em muitos paises (GROHS, 2012).

A presenca de MRSA é uma causa importante de infecgdes no nivel mundial e
um problema crescente em toda a América Latina. Estudos epidemioldgicos definem um
aumento consideravel de infec¢des por HA-MRSA e CA-MRSA (ZURITA et al., 2010).
Nos hospitais brasileiros, MRSA € responsavel por cerca de 37% das infeccdes
estafilococicas. Um clone de MRSA Unico, denominado clone endémico brasileiro
(CEB) ¢é responsavel pela grande maioria dos infec¢fes. No entanto, estudos tém
relatado a ocorréncia de infec¢des por CA-MRSA no sul do Brasil, linhagens estas que,
as semelhancas das outras igualmente aos outros CA-MRSA, abrigam, em particular, o
SCCmec tipo IV (PEREZ e D'AZEVEDO., 2008).

Em relagdo a situagBes clinicas, o diagndstico é baseado numa combinagdo de
informagdo epidemioldgica, sintomas clinicos e caracterizagdo da linhagem infectante
de MRSA (ZURITA et al., 2010).

As diretrizes européias e norte-americanas fornecem um excelente ponto de
referéncia para o tratamento de infecgfes por MRSA, o qual deve ser orientado por
questdes locais, incluindo as provaveis fontes de infeccdo e os fatores de risco
associados com a populagdo de pacientes. Para isto, precisos diagndsticos laboratoriais e
a realizagéo de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos sédo de grande relevancia
para a geracdo de dados epidemioldgicos locais, conduzindo a escolha da
antibioticoterapia definitiva adequada (LUNA et al., 2010).
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A Microbiologia Clinica é, necessariamente, dindmica, e deve ser sustentada
pelo avanco cientifico e tecnoldgico. Da integracdo clinico-microbioldgica espera-se
enfrentar de maneira mais objetiva os desafios para o diagnostico e o tratamento das
doencas infecciosas. E neste contexto que se pretende contribuir com esta revisio da

literatura.
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2. OBJETIVO GERAL

Contextualizar o atual estado do diagndstico e o0s respectivos tratamentos de

processos envolvendo Staphylococcus aureus resistentes & meticilina (MRSA).
2.1 Objetivos especificos

- Pela revisao da literatura,

e Comentar sobre as infecgdes hospitalares e adquiridas na comunidade

ocasionadas por MRSA, dando énfase as infeccbes em hospitais;

e Relatar a situacdo do diagnostico de processos infecciosos envolvendo MRSA e

0s antimicrobianos utilizados na terapia;

e Abordar sobre a situacdo atual das vacinas e aspectos éticos envolvendo os

individuos portadores sintométicos e assintomaticos de MRSA.
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3. METODOLOGIA

As informag0es atualizadas abordando o tema foram realizadas sob a forma de
revisdo de literatura, utilizando artigos cientificos das bases de dados Pubmed, Lilacs,
Medline, Ann-clinmicrob e portal Capes, livros de Microbiologia, informag6es online
do Center for Desease and Control and Prevention (CDC), Agéncial Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Ministério de Saude (MS), entre outros. Foram
utilizadas pesquisas com as seguintes palavras-chave: Staphylococcus aureus meticilina
resistente, antibioticoterapia, infec¢do hospitalar e vacinas, pesquisando-se nas linguas

inglesa, francesa, portuguesa e espanhola.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Bases genéticas da resisténcia

Dentre os parametros considerados para a classificagdo dos antimicrobianos
utilizados no tratamento de infecgdes bacterianas destaca-se 0 mecanismo de agéo, isto
é, o componente celular ou sistema que afetam, cujas possibilidades principais se
apresentam como: interferéncia na sintese da parede celular, na sintese de proteinas, no
metabolismo dos é&cidos nucléicos, interferéncia em reagGes enziméaticas (anilogos
estruturais) e nas fungdes da membrana celular. Os antimicrobianos que agem inibindo
a sintese da parede celular sdo os mais usados e incluem os beta-lactamicos, tais como
as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactdmicos e os glicopeptidios
incluindo a vancomicina e a teicoplanina. Os antimicrobianos podem ser classificados
quanto as consequéncias da acdo das drogas, isto é: as que induzem a morte celular
(drogas bactericidas) e os antimicrobianos que apenas inibem o crescimento das células
(drogas bacteriostaticas) (TENOVER, 2006; KOHANSKI, DWYER, COLLINS.,
2010).

O aparecimento de resisténcia a multiplos agentes antimicrobianos em bactérias
patogénicas tornou-se uma ameaga para a salde publica significando a perda ou redugéo
da eficacia dos agentes antimicrobianos disponiveis para infecgbes causadas por
determinadas bactérias. Um microrganismo pode apresentar resisténcia intrinseca ou
adquirida a algum antimicrobiano. E considerada resisténcia intrinseca a propriedade
genética estavel codificada no DNA cromossémico e partilhada por todos os membros
do género. A resisténcia adquirida ocorre quando ha uma mudanca no DNA da bactéria
na qual uma nova caracteristica fenotipica pode ser expressa. As bactérias podem
expressar resisténcia atraveés de uma mutagdo no DNA cromossdmico ou por aquisigao
de novo DNA, podendo, entdo, ser esta de origem extra-cromossomica ou
cromossdmica (MCMANUS, 1997; MAGIORAKOS et al., 2011).

- Interferéncia nas sinteses da parede celular

De acordo com Kohanski, Dwyer, Collins (2010), a célula bacteriana é revestida
por camadas de peptidoglicano (PG, ou mureina), uma matriz polimérica

covalentemente ligada por reagBes cruzadas, que & composta de B-(1-4)-N -acetil-
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hexosaminas ligadas a peptidios. Os agentes beta-lactdmicos (incluindo as penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos) e glicopeptideos estdo entre as classes de
antimicrobianos que interferem em passos especificos na biossintese da parede
celular. O sucesso do tratamento com um inibidor da sintese da parede celular pode
resultar em mudancas no tamanho e forma da célula, induzir respostas ao estresse
celular, e culminar em lise das células. Por exemplo, os beta-lactdmicos bloqueiam as
ligagOes cruzadas de unidades de PG pela inibicdo da reacdo de formacdo da ligagdo
peptidica, catalisada por transpeptidases (FIGURA 01), que sdo também conhecidas
como proteinas de ligagdo a penicilina (PBP).

B-lactams

Gram negative Gram positive

Autolysin

i Inner

j T Periplasmic
44 membrane ,

membrane

Figura 01 — Os agentes beta-lactamicos inibem a transpeptidacdo pela ligacao as
proteinas de ligacdo da penicilina (PBPs) nas camadas de peptidoglicano em maturag&o.
A diminuicdo na sintese do peptidoglicano e o aumento das autolisinas levam a lise e

morte da célula.
Fonte: KOHANSKI, DWYER, COLLINS., 2010
- Interferéncia na sintese do acido nucleico

A inibicdo da sintese de RNA pela classe da rifamicina, que é um antimicrobiano
bactericida semi-sintético, de maneira similar a inibicdo da replicacdo do DNA por
quinolonas, tem um efeito catastréfico no metabolismo do &cido nucleico procariotico,
podendo induzir a morte celular bacteriana. A droga rifamicina inibe a transcri¢do
DNA-dependente por ligacdo estavel, com alta afinidade para a subunidade beta
(codificada pelo gene rpoB) de uma enzima RNA-polimerase ligada ao DNA
(KOHANSKI, DWYER, COLLINS., 2010).

- Interferéncia na sintese de proteinas
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Drogas que inibem a sintese de proteinas estdo entre as mais amplas classes de
antimicrobianos e podem ser divididas em duas subclasses: 0s inibidores das
subunidades 50S e 30S ribossomais. Os iniciadores 50S ribossomais incluem as classes
de antimicrobianos: macrolideos (por exemplo, eritromicina), lincosamidas
(clindamicina), estreptograminas (dalfopristina/quinupristina), anfenicol (cloranfenicol)
e oxazolidinona (linezolida). Em termos gerais, os inibidores de ribossomos 50S
funcionam por bloqueio ou na iniciagdo da traducdo da proteina, ou na translocacdo do
peptidil-tRNA, que serve para inibir a reacdo de peptidiltransferase que alonga a cadeia
peptidica. Os iniciadores ribossomais 30S incluem as familias dos antimicrobianos:
tetraciclina e aminociclitol. As tetraciclinas bloqueiam o acesso dos aminoacil-tRNAs
ao ribossomo. A classe é composta de aminociclitol espectinomicina e da familia de
antimicrobianos de aminoglicosidio (por exemplo, estreptomicina, canamicina e
gentamicina), que se ligam ao componente 16S rRNA da subunidade 30S do
ribossoma. Espectinomicina, interfere com a estabilidade do peptidil-tRNA de ligacéo
ao ribossomo, inibindo o alongamento do fator de translocagdo catalisada, mas ndo
causa ma traducdo da proteina. (KOHANSKI, DWYER, COLLINS., 2010).

- Interferéncia na sintese de vias metabolicas

Em 1930, as sulfonamidas, também conhecidas como sulfas, foram testadas pela
primeira vez como farmacos antibacterianos. Um exemplo de sulfa ainda utilizada na
terapéutica é o sulfametoxazol, em associagdo com o trimetoprim, para o tratamento de
pacientes com infeccBes no trato urinario e também para pacientes portadores do virus
HIV que apresentam infec¢Bes por Pneumocystis jiroveci. Cada um desses farmacos
bloqueia uma etapa no metabolismo do &cido folico. O sulfametoxazol bloqueia a
enzima di-hidropteroato sintetase, presente apenas nas bactérias, enquanto o
trimetoprim inibe a di-hidrofolato redutase. Ambas as enzimas atuam na via de
biossintese do N5,N10-metileno-tetra-hidrofolato, importante cofator que fornece uma
unidade de carbono na biossintese de bases pirimidinicas constituintes dos &cidos
nucleicos. A atuacdo destes farmacos é sinérgica no bloqueio de dois diferentes passos
na via bioquimica de formac8o deste cofator essencial. As sulfonamidas sdo, portanto,
agentes bacteriostaticos que atuam como antimetabdlitos do &cido paraminobenzdico,

substrato para a di-hidropteroato sintetase bacteriana, impedindo a formagéo do di-
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hidropteroato e,  consequentemente, do  N5,N10-metileno-tetra-hidrofolato
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO., 2010).

- Interferéncia na permeabilidade da membrana citoplasmatica:

A membrana citoplasmética ou membrana interna é constituida por cerca de 66%
de proteinas e 33% sdo lipideos, localiza-se abaixo da parece celular envolvendo o
citoplasma. Possui permeabilidade seletiva controlando a passagem de solugdes para
dentro e fora da célula. Alteracdes fisico-quimica da membrana citoplasmética levam a
morte celular pois rompe a permeabilidade seletiva ocasionando saida de consituintes
vitais a célula ou entrada de susbtincias nocivas ao seu metabolismo. Alguns
antimicrobianos tais como, polimixinas e tirotricina, se ligam aos contituintes normais

da membrana provocando uma desordem funcional (JACOBY, 2008).

4.2 Disseminacao Clonal

No hospital, a infec¢do cruzada entre pacientes ou entre funciondrios e pacientes
corresponde a uma ameaga constante. As infecgOes hospitalares sdo denominadas
infeccBes nosocomiais (nosocomium é do termo latino para “hospital”), atingindo cerca
de 5% de todos os pacientes admitidos. Em determinados servigos clinicos, tais como as
unidades de terapia intensiva, até 10% dos pacientes adquirem alguma infeccéo
nosocomial. No total, cerca de dois milhdes de infeccdes nosocomiais ocorrem a cada
ano nos Estados Unidos, acarretando, direta ou indiretamente, 80 mil mortes. Embora as
infeccBes hospitalares estejam particularmente associadas & alta prevaléncia de
pacientes doentes, estas comumente decorrem da presenca de microganismos
patogénicos, os quais séo selecionados e mantidos no ambiente hospitalar (MADIGAN,
MARTINKO, PARKER, 2010).

Desde a introducdo do primeiro antimicrobiano vem se registrando uma presséo
seletiva dos microrganismos ocasionada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos e
quimioterapicos, resultando na emergéncia de espécies resistentes. O uso inadequado de
recursos diagnosticos e terapéuticos proporciona aumento significativo do risco de
infeccdo. As infeccbes hospitalares influenciam no periodo de hospitalizacdo, nos
indices de morbimortalidade, repercutindo de maneira significativa nos custos,

especialmente, considerando o prolongamento da internagdo, o consumo de
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antimicrobianos, 0s gastos com isolamento e os exames laboratoriais. No geral, estes
sdo fatores determinantes na ocorréncia de infecgdes, especialmente por estirpes
multirresistentes. Essas infecgBes por bactérias multirresistentes sdo comumente
causadas por estafilococos resistentes a meticilina, enterobactérias e pseudomonas. A
identidade do microrganismo causador da infec¢do pode fornecer alguma indicacdo em
relacdo a sua fonte; entretanto, certos patdgenos tém significado especial por causarem
grandes surtos em todo o hospital. Cabe lembrar que a problemética da multirresisténcia
se constitui em ameaca a sociedade, particularmente a industria farmacéutica, que se
encontra deficitaria na obtencdo de novos antimicrobianos com resposta terapéutica
(ANDRADE., 2005; ANVISA., 2007).

De acordo com Costello et al., (2010) o aumento da prevaléncia da resisténcia
microbiana é um dos problemas mais prementes enfrentados pelos servicos de salde na
atualidade. Segundo Amébile-Cuevas (2012) o surgimento e a propagacdo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos refletem uma evolugéo gradual, que geralmente produz
répidas quedas na sensibilidade aos antimicrobianos, juntamente com fendtipos que néo
séo precisamente caracterizados como resisténcia, e mudancas bruscas, de sensibilidade
a resisténcia, que sdo acionados por uma variedade de mecanismos de transferéncia

horizontal de genes.

Microrganismos resistentes aos antimicrobianos podem ser transmitidos de
paciente para paciente em unidades de salde, muitas vezes atraves de maos
contaminadas do pessoal da equipe do hospital, equipamentos medicos ou cirirgicos
contaminados, ou do proprio ambiente. Este tipo de disperséo é, geralmente, clonal,
envolvendo a transmissdo de uma Unica estirpe de microrganismo resistente ao
antimicrobiano. Surtos causados pela transmissdo clonal de um microrganismo
resistente aos antimicrobianos tém sido geralmente relatados envolvendo MRSA,
enterococos resistentes & vancomicina (vancomycin-resistant enterococci — VRE), C.
difficile e bacilos Gram-negativos multirresistentes. Surtos clonais em multiplas
instituices podem também ocorrer com transmissdo de uma linhagem comum em
vérias instalacBes de cuidados de salide, mesmo em diversas regides geogréficas. No
entanto, a clonalidade ¢ menos provéavel de ocorrer com doenga esporadica em areas
com taxas relativamente baixas, ou com determinados microrganismos e mecanismos de
resisténcia (MULVEY e SIMOR, 2009).
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A troca genética entre 0s microrganimos por conjugagdo é responsavel pela
propagacéao de tracos de resisténcia e viruléncia entre os procariotos (GUGLIELMINI,
DE LA CRUZ E ROCHA, 2012). A transferéncia horizontal de genes fornece o
mecanismo mais importante para acelerar a dispersdo dos genes de resisténcia a
antimicrobianos. No caso de Streptococcus pneumoniae, a resisténcia a penicilina ocorre
através de transformacéo do DNA a partir de estreptococos resistentes a esta droga e, na
maioria das bactérias, os plasmideos sdo os vetores principais. A importancia de
plasmideos portadores de resisténcia a mdltiplas drogas (MDR) em Shigella spp. e
Escherichia coli foi descrita pela primeira vez na obra de Watanabe no Japdo ha 40
anos atras. Plasmideos séo capazes de fazer transferéncia (auto-conjugacdo) entre as
linhagens de espécies e tem uma estrutura de mosaico que surgiu por recombinacgao e
transposicdo, que € responsavel pela captura de genes de resisténcia diferentes, dando
origem ao fendtipo MDR (HAWKEY e JONES, 2009).

Segundo Freire e Souza (2009) o uso irracional de antimicrobianos contribui
para a emergéncia de linhagens bacterianas resistentes. Os antimicrobianos séo
especialmente utilizados nos paises em desenvolvimento, onde, em média, 35% do
orcamento total da salde é gasto com antimicrobianos. Ao mesmo tempo, as
dificuldades em manter rotinas adequadas de controle de infecgcdo hospitalar acarretam
disseminagdo clonal (bactéria geneticamente similar) dos agentes resistentes. Quando
estas bactérias surgem de forma policlonal (bactérias resistentes a um antimicrobiano e
linhagens geneticamente diferentes) em diversos setores do hospital, € possivel que haja
excesso de uso de antimicrobianos, na instituicdo ou na comunidade, gerando intensa
pressdo seletiva. Por outro lado, havendo disseminacdo de um clone Unico de bactéria
resistente, € mais provavel que o problema esteja relacionado a falta de controle de
infeccdo hospitalar e transmissdo horizontal; além disso, estes dois fendmenos podem
ocorrer concomitantemente, dificultando as decisdes sobre estratégias de controle
(QUEENAN e BUSH, 2007).

Embora haja davidas sobre a cronologia destes fendmenos, observacdes levam a
crer que a utilizacdo macica ou inadequada de antimicrobianos é fator importante para o
surgimento de bactérias resistentes; alguns dos fatos que sustentam esta evidéncia s&o:

1. Mudangas no uso de antimicrobianos levam a mudangas nos padrdes de resisténcia;
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2. A resisténcia antimicrobiana é mais comum em bactérias nosocomiais que

comunitarias e € nos hospitais onde se concentra 0 maior uso de antimicrobianos;

3. Durante surtos de infecgdes nosocomiais, pacientes infectados com linhagens
resistentes tém maior chance de ter usado antimicrobianos, comparados com grupo

controle com infeccdo por linhagens sensiveis;

4. Areas dentro do hospital com maior densidade de uso de antimicrobianos também

apresentam maior incidéncia de resisténcia;

5. O aumento da duragdo da exposicdo a antimicrobianos aumenta a chance de
colonizacdo por bactérias resistentes. A restricdo da utilizagcdo dos antimicrobianos ¢,
portanto, em combinagdo com as demais, uma importante estratégia para promover o
uso racional e seguro dessas drogas (FREIRE e SOUZA, 2009).

4.3 Bactérias relevantes na vigilancia epidemioldgica

A epidemiologia envolve o estudo da ocorréncia, distribuicdo e controle de
doengas nas populagdes, abrange a investigagdo tanto da doenga em curso como de
doencas emergentes num hospedeiro no qual o patégeno deve ser capaz de crescer e se
multiplicar. Por esse motivo, um importante aspecto da epidemiologia de qualquer
doenca corresponde a investigacdo da historia natural do patégeno. Ao existir um
equilibrio estabelecido entre o hospedeiro e o microrganismo, ambos sobrevivem.
Porém, em situacbes nas quais o hospedeiro se encontra com baixa imunidade, o

patdgeno pode ocasionar doencas graves (MADINGAN, MARTIKO e PARKER, 2010).

A Comisséo de Controle de Infeccdo em um Hospital (CCIH) é composta de
individuos com lideranca e posi¢bes dentro da instituicdo de cuidados de saude, e o
comité serve como uma ligagdo entre o controle de infecgdo e prevengédo, cuidados do
paciente do hospital e servi¢os de apoio, e da administragdo do hospital. As fungdes da
comissdo de controle de infecgdo incluem revisdo dos dados de vigilancia
epidemioldgica, formular e deliberar sobre as politicas de controle de infeccéo, revisdo
de focos e formulagdo de uma resposta, aprovar as metas anuais e os objetivos do
programa do controle de infeccéo, desenvolver politica sobre comunicagéo publica, e

assessorar a administracdo médica e sénior da instalacdo (SYDNOR e PERL, 2001).
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4.3.1 Enterobactérias

O sorogrupo O157 de Escherichia coli representa um dos agentes patogénicos
humanos mais notorios e pode ser ligado a ingestdo de alimentos ou A&guas
contaminadas (COUTURIER et al., 2011). E. coli e Klebsiella pneumoniae estéo entre
as principais enterobactérias causadoras de infeccbes hospitalares, ocasionando
pneumonia, infec¢do do trato urinério e infeccBes sanguineas comuns. A producgdo de
beta-lactamases de espectro estendido (Extended-spectrum beta-lactamase - ESBLS)
surgiu no mundo inteiro como um dos principais determinantes de resisténcia aos
antimicrobianos penicilinas, cefalosporinas e aztreonam, entre as bactérias Gram-
negativas. Os microrganismos produtores de ESBL sdo altamente prevalentes em
hospitais e representam um problema mundial, especialmente nos paises da America
Latina e no Brasil, onde foram identificadas altas taxas endémicas de producéo de
ESBL por membros da familia Enterobacteriaceae (SUPERTII, AUGUSTIII,
ZAVASCKI., 2009).

Proteus mirabilis é a segunda causa mais comum de infec¢bes do trato urinario e
também é uma importante causa de infec¢des nosocomiais. O tipo selvagem das estirpes
desta especie é geralmente sensivel a beta-lactdmicos, porque ndo expressa uma
cefalosporinase codificada cromossomicamente por AmpC (ARAGON et al., 2008).
Ocorréncias clinicas de produgdo de ESBL por estirpes de P. mirabilis, ttm aumentado
desde que foi documentada a primeira producéo de ESBL nesta bactéria, em 1987. Na
Franga, a prevaléncia P. mirabilis ESBL-positivos aumentou de 0,8%, em 1991, para
6,9%, em 1998. Estudos de vigilancia realizados nos Estados Unidos e na lItélia
mostraram uma prevaléncia de 9,5% e 8,8%, respectivamente, de P.mirabilis
produtores de ESBL (KIM et al 2004).

Cronobacter sakazakii, € uma causa rara de infec¢des na corrente sanguinea e no
sistema nervoso central. O microrganismo também tem sido associado a enterocolite
necrotizante; no entanto, ndo foi estabelecido como um agente causador. Processos
relatados séo, muitas vezes, graves: convulsdes, abscesso cerebral, hidrocefalia, retardo
de desenvolvimento e morte em até 40% - 80% dos casos. Prematuros sdo considerados
em maior risco do que outras criangas ou adultos, e os surtos da doenga ocorrem em
unidades hospitalares para recém-nascidos (BOWEN e BRADEN, 2006). Cronobacter

cloacae causa infecgBes nosocomiais envolvendo o trato urinario, vias respiratorias
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inferiores, pele e tecidos moles, trato biliar, feridas, cateteres intravenosos, e do sistema
nervoso central. Pode tornar-se resistente a cefalosporinas de largo espectro
cromossomicamente codificadas por AmpC beta-lactamase. Um numero crescente de
linhagens de E. cloacae com ESBL foram observadas em todo o mundo (YANG et al.,
2011).

A familia de enzimas Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é um grupo
rapidamente emertente de carbapenemases, que é capaz de inativar todos os beta-
lactdmicos, incluindo os carbapenems. Os genes KPC sdo encontrados em plasmideos
que transportam frequentemente determinantes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos. Embora essas enzimas sejam mais comumente encontradas em K.
pneumoniae, eles se espalharam para outras Enterobacteriaceae (QUEENAN e BUSH,
2007).

4.3.2 Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da Glicose (BGNNFG)

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii estdo entre os mais
importantes agentes patogénicos oportunistas responsaveis por varios tipos de
infecgdes, principalmente em pacientes internados em unidades de terapia intensiva.
Estdo entre os microrganismos que suscitam maior necessidade médica por novos
antimicrobianos eficazes. Os relatérios anuais do Sistema Europeu de Vigilancia da
Resisténcia Antimicrobiana (European Antimicrobial Resistance Surveillance System -
EARSS) mostraram uma alta proporcdo da resisténcia antimicrobiana entre P.
aeruginosa isoladas na Republica Checa, nos anos de 2005 e 2006, sendo estas taxas

maiores do que as da maioria dos outros paises (NEMEC et al., 2010).

Burkholderia cepacia é outro BGNNFG, cujo habitat é o meio ambiente. No
hospital esta associada a surtos por contaminacdo de antissépticos, medicamentos, gel
de eletrocardiograma, agua para hemodialise e lipideos (FREITAS et al., 2007). O
complexo Burkholderia cepacia (Bcc), abundante no solo e na rizosfera das plantas faz
parte de um grupo de agentes patogénicos de grande risco na fibrose cistica (FC),
associado ao pior prognéstico e infeccdo cruzada entre os doentes. Estas bactérias sdo
intrinsecamente resistentes a maltiplos antimicrobianos, desinfetantes e antissépticos e

sdo transmitidas entre os doentes com FC através do contato social e pela partilha de
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equipamentos de terapéutica inalatoria, sendo a hospitalizagdo um fator de maior risco
para a aquisicdo de Bcc (CORREIA et al 2008).

Stenotrophomonas  maltophilia,  previamente  denominada Pseudomonas
maltophilia é atualmente a Unica espécie pertencente ao género Stenotrophomonas.
Caracteriza-se por ser um BGNNFG, aerobio, com distribuicdo ubiqua e baixa
viruléncia. E considerado um agente incomum de infeccdes em individuos
imunocompetentes; porém, nas Ultimas décadas vem se destacando como um patdgeno
nosocomial emergente, principalmente em pacientes com baixa imunidade, com alta
morbidade e mortalidade, sendo, em muitos centros, o terceiro BGNNFG de maior
importancia em infecgdes hospitalares, perdendo apenas
para P.aeruginosa e A.baumannii (RODRIGUES, DI GIOIA, ROSSI, 2011).

Acinetobacter baumannii € um BGNNFG, aerobica, geralmente encontrada na
agua, no solo e possivelmente em m&os contaminadas dos agentes de salde que estdo
em contato com o0s pacientes. Essa bactéria tornou-se um importante patégeno nos
altimos anos devido a surtos de infecgdes em unidades de grandes queimados, em
pacientes imunodeprimidos e em uso de ventilagdo mecanica que estdo internados em
UTI. Geralmente, esta bactéria desenvolve resisténcia aos aminoglicosideos, beta-
lactdmicos e fluoroquinolonas, e costuma ser sensivel apenas aos carbapenémicos
(CIRINO, GUIMARAES e FOLLADOR, 2008).

4.3.3 Bactérias Anaerdbias

Segundo Moura et al (2001) os anaer6bios superam em nimero as bactérias
aerdbias por um fator de aproximadamente 10 vezes na orofaringe, 100 vezes no trato
urogenital e 1000 vezes no trato gastrintestinal. Entre essas bactérias, as linhagens do
grupo Bacteroides fragilis, pertencente & microbiota indigena, participam das infeccdes
de carater enddgeno, sdo as mais comumente isoladas de quadros clinicos humanos e
apresentam 0s maiores percentuais de resisténcia aos antimicrobianos. Muitos destes
processos infecciosos sdo graves, como abscessos cerebrais e abdominais, peritonites e

outros, e exigem uma pronta avaliagdo e terapéutica adequada.

Clostridium difficile € uma bactéria Gram-positivas, formadora de esporos,

comumente presentes no solo, no trato intestinal dos animais, criancas e adultos
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saudaveis. InfecgBes intra-hospitalares causadas por C. difficile estdo relacionadas a
superficies ou maos de profissionais da saide contaminadas. Ha linhagens consideradas
toxigénicas, que estdo presentes na microbiota indigena de individuos saudaveis e que
ndo representa perigo para a saude, exceto em pessoas com fatores de risco, tais como:
uso de antimicrobianos, pacientes idosos, em longo prazo de internacdo, maltiplas
comorbidades, etc, que poderia causar diarréia, até uma colite pseudomembranosa
(PREDRAG et al., 2012).

4.3.4 Cocos Gram-negativos

A Doenca Meningococica (DM) é causada pela espécie Neisseria meningitidis
(meningococo), de ocorréncia mundial e os sorogrupos principais sdo: A, B, C, Y e
W135. O sorogrupo A tem registrado maior potencial epidémico enquanto 0s
meningococos B e C ocorrem predominantemente de forma endémica; contudo,
também podem desencadear epidemias. De 1996 a 2001, a maior propor¢do dos casos
de DM nos EUA foi devida ao sorogrupo Y (39%), seguido do sorogrupo C (31%),
sorogrupo B (23%) e sorogrupo W135 (2%). No Canada e na Europa, predominam 0s
sorogrupos B e C; entretanto, relatos recentes evidenciam os sorogrupos A e W-135 no
continente africano, responsdveis por importantes epidemias na regido. No Brasil, o
coeficiente médio de incidéncia da DM é de 3,28/100.000 habitantes (1994 a 2004) e a
letalidade, no periodo correspondente foi de 19,4%, segundo dados do Sinan/SVS/MS
(Sistema Nacional de Agravos Notificiveis, da Secretaria de Vigilancia em Salde, do
Ministério da Saude). No Estado de S&o Paulo a DM apresentou uma taxa média de
incidéncia dos casos em torno de 4,59/100.000 habitantes nos ultimos dez anos. A
letalidade oscilou entre 17% e 20% (CARVALHANAS, BRANDILEONE, ZANELLA.,
2005).

4.3.5 Cocos Gram-positivos

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2007), S.
pneumoniae € o principal agente etioldgico de infecgOes respiratorias (otites, sinusites e
pneumonias) adquiridas na comunidade. As doengas pneumococicas S0 responsaveis
por um dos maiores problemas de saide publica no mundo, incluindo o Brasil. Estima-
se gue nos paises em desenvolvimento pneumococos sejam responséveis por mais de
um milhdo de 6bitos em criancas, sendo a maioria por pneumonia. Nos EUA, S.

pneumoniae é responsavel por 3.000 casos de meningite por ano, 500.000 casos de
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pneumonia, 50.000 casos de bacteremias e 7.000.000 casos de otite média. Foram
testadas 6.470 linhagens de S. pneumoniae isoladas no Brasil no periodo de 1993 a

2004. O numero de linhagens resistentes a penicilina variou de 10.2 a 27.9%.

Enterococcus é um género de bactérias Gram-positivas, normalmente
encontradas no intestino e no trato genital feminino, sendo E. faecalis e E. faecium as
duas que normalmente colonizam e infectam os seres humanos. A espécie E. faecalis
representa 85 a 90% dos Enterococcus spp. sendo a que menos expressa resisténcia; E.
faecium é menos prevalente, de 5 a 10%, mas apresenta maior propensdo ao
desenvolvimento de resisténcia (ANVISA, 2007).

A emergéncia deste patdgeno nas ultimas duas décadas, entre 0os muitos fatores,
se deve em parte a sua resisténcia intrinseca aos antimicrobianos comumente utilizados,
como: aminoglicosideos, aztreonam, cefalosporinas, clindamicina, oxacilina. E.
faeciumé menos sensivel aos antimicrobianos beta-lactdmicos do queE.
faecalis, devido a baixa afinidade das PBPs. O VRE foi reconhecido em 1988 e é
responsavel por mais de 20% das infeccdes enterocdcicas nos EUA. No Brasil, foi
descrito pela primeira vez em 1996, em Curitiba. Estudos recentes jA& mostram mais de
15% de resisténcia & vancomicina em alguns hospitais brasileiros. A emergéncia dessa
resisténcia pode estar relacionada ao aumento do uso de vancomicina, nos ultimos 20
anos, decorrente da terapéutica das infecgdes por MRSA. Os trés fenotipos de
resisténcia encontrados sdo mediados pelos genes vanA, vanB, vanC e 0s menos
freqlientes, vanD e vanE (ANVISA, 2007).

Espécies de Staphylococcus fazem parte da microbiota indigena humana e de
outros animais e algumas séo clinicamente relevantes, como S. aureus, S. epidermidis,

S. haemolyticus e S. saprophyticus.

4.4 Staphylococcus aureus

4.4.1 Caracteristicas gerais

Staphylococcus aureus é o patdgeno humano mais importante do género, composto
de 46 espécies e 24 subespécies, as quais podem ser isoladas de amostras bioldgicas
humanas e de outros animais (HAJEK, 1976; EUZEBY, 2012).



32

Este microrganismo foi descrito pela primeira vez em 1880, em pus de abscessos
cirrgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston e, atualmente, € um dos
microrganismos mais comuns nas infecgdes piogénicas em todo o mundo. Crescem em
meios comuns como caldo ou agar simples, em pH proximo de 7 e temperatura 6tima de
37°C. As colonias formadas em placa, ap6s 18 a 24 horas de incubacéo, apresentam-se
arredondadas, lisas e brilhantes. A colonizagdo nasal por S. aureus é assintomética e de
grande importancia clinica, uma vez que, com as narinas colonizadas, o individuo pode
contaminar as proprias maos e ser veiculo de transferéncia desta bactéria (SANTOS et
al., 2007).

Bactérias deste género possuem formas esféricas (cocos), que medem
aproximadamente 0,5-1,5 um de didmetro, podendo apresentar-se isoladas, aos pares,
em cadeias curtas, ou classicamente em grupos em forma de cachos irregulares e séo
Gram-positivas (FIGURA 2). Séo anaerdbias facultativas, desenvolvendo-se melhor em
atmosfera aerdbia, sdo imdveis e ndo possuem capacidade de esporular. Suas col6nias,
em meio solido, sdo geralmente lisas e algumas convexas com a borda continua,
podendo apresentar pigmentacdo amarela, ou amarelo-alaranjado, que se torna mais
pronunciada ap0s incubacdo & temperatura ambiente, enquanto outras podem ser
esbranquigadas ou acinzentadas. Além disso, algumas linhagens de S.aureus podem
produzir uma zona difusa de beta-hemdlise ao redor da col6nia, evidenciada ap06s
incubacéo prolongada (PALOS, 2006).

4

i

FIGURA 2 - Staphylococcus aureus visualizado em microscopia ap6s coloragdo pelo método de Gram.
Fonte: ANVISA., 2007.

As espécies do género Staphylococcus ndo formam gés a partir de carboidratos e

sdo anaerobios facultativos com excecdo do S. sacharolyticus e S. aureus subespécie.
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anaerobius, tornando-se aerotolerantes na subcultura. O genoma de S. aureus tem um
teor de guanina-citosina de aproxidamente 32%, consiste de um cromossomo circular
Unico, de aproximadamente 2.800 mega pares de bases, com profagos, plasmideos,
transposons, sequéncias de insercdo e outros elementos genéticos acessorios variaveis.
A maioria das amostras de S. aureus isoladas da natureza carreia plasmideos, que
frequentemente sdo transferidos entre si, entre bactérias do género, ou entre bactérias de
diferentes géneros (GOMES, 2012; MURRAY et al., 2007).

A célula de culturas jovens sdo intensamente Gram-positivas, mas com 0
envelhecimento da cultura muitas células se comportam como Gram-negativas. Sob
influéncia de determinadas substancias quimicas (por exemplo, penicilina) eles sdo
lisados ou se transformam em formas L, mas ndo sé@o alterados pelos sais biliares ou
pela optoquina. S&o resistentes a dessecacdo, ao calor (resistem a 50°C durante 30
minutos), ao nitrato e a 9% de Cloreto de Sodio, porém sdo facilmente inibidos por
determinadas sustancias quimicas, por exemplo, o hexaclorofeno a 3% (JAWETZ et al.,
1980; ARRUDA et al., 2007).

O género Staphylococcus spp. pertencia a familia Micrococcaceae, porém,
estudos utilizando recursos da biologia molecular, incluindo analises de regides RNA
ribossémicas, perfis de acidos graxos e componentes de parede celular microbiana
promoveram a inclusdo deste género em uma nova familia, a Staphylococcaceae
(GARRITY, 2006). Algumas espéecies produzem enzimas e toxinas tais como:
coagulase, catalase, hialuronidase, enterotoxinas, toxinas, hemolisinas e leucocidinas.
Estes fatores de viruléncia séo indicativos de potencial capacidade de produzir doencas
e alguns sdo marcadores de identificacdo da espécie. A parede celular das bactérias
Gram-positivas tem como principal fungdo a protecdo contra lise osmotica. Pela sua
natureza, confere forma, rigidez e funciona como uma barreira em relagdo ao meio
externo. O principal componente da estrutura quimica da parede celular de bactérias
Gram-positivas incluindo-se os estafilococos € o peptideoglicano (FIGURA 3), um
polimero que consiste em longas cadeias de glicidios com ligagdes cruzadas flexiveis de
peptideos que forma uma estrutura forte, mas elastica (SOUZA, 2009; GARRITY,
2006).
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FIGURA 3 - Estrutura do peptideoglicano em bactérias Gram-positivas
Fonte: ROSA, 2009.

A caracteristica isolada mais importante para identificar espécies de
Staphylococcus é determinada pela prova da catalase que avalia a capacidade de
producdo desta enzima. Bactérias que produzem a coagulase sdo capazes de promover
uma reacdo de coagulacéo, aglutinando o plasma humano ou de coelho. S. aureus sdo
coagulase positivos e a incidéncia deste microrganismo é elevada em casos de infecgéo
hospitalar (RATTI e SOUSA, 2009).

Staphylococcus aureus é o agente infeccioso bacteriano mais comumente
encontrado em seres humanos, ocasionando uma ampla gama de doengas
(KAWAGUCHIYA et al., 2011). E um dos principais patogenos causadores de infecgdes
superficiais e profundas, além de sindromes relacionadas a a¢do de toxinas, como a
Sindrome do Choque Toxico causada pela Toxina 1 (TSST-1) (NOUR, MASTOURI e
NEJMA, 2005; TRIJP et al., 2010).

A espécie S. aureus é um dos patégenos hospitalares mais importantes e mais
disseminados, representam a causa mais comum de pneumonias e a terceira causa de
infeccBes sanguineas, além de ser um problema nos bercéarios. Muitas linhagens séo
virulentas e resistentes a antimicrobianos comuns, dificultando seu tratamento. Além de
S. aureus, outras espécies de Staphylococcus compoem a maior causa coletiva de
infeccBes sanguineas adquiridas em hospitais, sendo altamente prevalentes como
agentes responsaveis por infeccdes de ferimentos. A maioria dos membros do género

Staphylococcus pode ser encontrada no trato respiratorio superior ou na pele, compondo
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a microbiota normal de varios individuos, incluindo pacientes e funcionarios de
hospitais (MADINGAN, MARTINKO e PARKER, 2010).

4.4.2 Aspectos ecoldgicos e da sistematica

A ampla versatilidade metabdlica de S. aureus os torna amplamente distribuidos
na natureza. Os nichos ecoldgicos naturais deste microrganismo sdo as cavidades nasais
e a pele de animais de sangue quente (MACHADO et al., 2011). A distribuigdo de S.
aureus é muito vasta, visto que essa bactéria € significativamente capaz de resistir a
dessecacdo e ao frio, podendo permanecer vidvel por longos periodos em particulas de
poeira. Pode ser encontrado no ambiente de circulacdo do ser humano, sendo o proprio
homem seu principal reservatorio, podendo estar presente nas fossas nasais, garganta,
intestinos e pele. Desses sitios anatdbmicos, as narinas possuem o maior indice de
colonizacdo, cuja prevaléncia é de cerca de 40% na populacdo adulta (SANTOS et al.,
2007). Esta bactéria pode, ainda, colonizar e causar doengas em uma variedade de
membros do reino animal, incluindo mamiferos, répteis, aves, insetos (Drosophila
melanogaster) e vermes (Caenorhabditis elegans). E a espécie do género que mais
expressa fatores de viruléncia, embora se notem diferencas entre as linhagens.
Parcialmente, isso se deve, ao fato de ser um microrganismo com abundante diversidade

genética e bem adaptado aos seus diversos hospedeiros (VAN-LEEUWEN et al., 2005).

4.4.3 Fatores de viruléncia e aspectos da patogénese

Como mencionado, S. aureus é responsavel por uma ampla variedade de
infeccBes comunitarias e hospitalares, podendo ocasionar endocardite, osteomielite,
infeccdes na pele e TSST-1 que podem resultar da expresséo coordenada de fatores de
viruléncia. Esta expressdo coordenada é feita por uma variedade de reguladores globais
de viruléncia, incluindo dois sistemas componentes, 0 DNA de ligacdo de proteinas e o
sistema “quorum-sensing”. Muitos dos trabalhos que estabeleceram o papel destes
reguladores de viruléncia foram realizados em estirpes cultivadas em laboratorio.
Alguns dos atributos de viruléncia encontrados no género Staphyloccocus sdo cépsula,
peptidoglicano, proteina A, adesinas, enzimas extracelulares, leucocidinas e
hemolisinas. Estes fatores mostram a importancia da bactéria numa diversidade de
ambientes (PRAGMAN e SCHILEVERT, 2004, RATTI e SOUSA., 2009).
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A capacidade patogénica de uma determinada amostra de estafilcococos € o
resultado do efeito combinado dos fatores extracelulares, das toxinas e das propriedades
invasoras da amostra. A contribuicdo dos diversos fatores extracelulares na patogenia é
evidenciada pela natureza de suas agOes isoladas. Estima-se que 25% da populagdo
humana sejam portadores séos de S. aureus. Os fatores que predispdem os individuos
saudaveis a desenvolver doencas associadas a essa bactéria incluem depressdo no
sistema imunoldgico, debilitacdo causada por infecgbes virais, doencas como diabetes,
injurias na pele e mucosas, doencas crdnicas, uso de corticoides, e outros fatores que
causem algum distirbio no equilibrio do sistema imune. (JAWETZ et al., 1980;
GOMES, 2012).

As doengas provocadas por S. aureus podem ser decorrentes da invasdo direta
dos tecidos, de bacteremia priméria ou ser devidas as toxinas que ele produz (TABELA
1). Essas infeccbes podem se localizar em um ou em multiplos sitios, recebendo
diversas designacdes, como foliculite; sico (bicho-do-pé); carblinculo; antraz;
furinculos localizados na regido cervical posterior; hordéolo (tercol); hidradenite
(inflamacéo das glandulas sudoriparas) e impetigo. No primeiro momento da invasdo de
S. aureus, essa bactéria se adere a pele ou & mucosa e rompe as barreiras do epitélio.
Apos a invasdo do epitélio, utiliza diversas estratégias para garantir a sua sobrevivéncia
e proliferagdo no organismo hospedeiro, e essas estratégias sdo relacionadas com a
opsonizagdo do complemento, a neutralizacdo da fagocitose e a inibicdo das respostas
imunes humoral e celular. A capacidade de colonizagéo e a patogenicidade apresentadas
por esta espécie é, portanto, uma consequéncia de seus fatores de viruléncia, 0s quais
tém papel relevante na adesdo celular, na captacdo de nutrientes e na sua evaséo da

resposta imunoldgica do hospedeiro (SANTOS et al., 2007).
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TABELA1

Enzimas e toxinas produzidas por S. aureus que participam dos mecanismos de

patogenicidade e de resisténcia a esse patogeno.

Nome Classe
Betalactamases Enzima
Coagulase Enzima
Hialuronidase Enzima
Catalase Enzima
Alfatoxina (alfa-hemolisina) Toxina
Betatoxina (beta-hemolisina) Toxina

Deltatoxina (delta-hemolisina)  Toxina

Gama-toxina (gama-hemolisina)  Toxina

PVL Toxina
Esfoliatina Toxina
TSST-1 Toxina
Enterotoxinas (A,B,C,D e E) Toxina

Funcéo

Inativa os antibidticos betalactamicos (exs.: penicilinas
e cefalosporinas) pela abertura do anel betalactamico
(exs.: penicilinases e cefalosporinases)

Converter 0 fibrinogénio em fibrina,
independentemente da presenca do fon Ca™ dos
fatores V, VI e VIl da coagulagdo sanguinea,
provocando a deposi¢do de fibrina em torno do
microrganismo e dificultando a fagocitose celular
Despolimerisa o acido hialurdnico, agindo, assim, como
fator de propagacdo do microganismo

Converter o peroxido de hidrogénio, que apresentaria
uma acao toxica sobre a bactéria, em oxigénio e agua
Pode apresentar quatro conformacgdes diferentes,
sendo capaz de lisar hemacias e causar danos as
plaquetas em casos de intoxicacdes graves

Degrada a esfingomielina, provocando lesbes na
membrana dos eritrocitos e, consequentemente,
conduzindo a hemdlise

Possui  propriedades tensoativas, atuando como
detergente e sendo responsavel pelos efeitos sobre as
membranas de eritrcitos, macrofagos, linfocitos,
neutrofilos e plaquetas. E capaz, ainda, e inibir a
absorcdo de agua pelo ileo, devido a alteragdo do
mecanismo de acdo do monofosfato de adenosina
ciclito (AMP-c), desencadeando uma diarréia aguda
Apresenta atividade hemolitica, cujo mecanismo ainda
ndo foi devidamente estabelecido

Composta por dois componentes proteicos (S e F), que
atuam sinergisticamente. Essa proteina altera a
permeabilidade da membrana e ataca os leucécitos
polimorfonucleares e os macrofagos. Essa lateracédo
permite a entrada de cations, como Ca+2, resultando na
degranulagdo celular e induzindo a citolise

Promove a clivagem do extrato granuloso da epiderme,
causando sindromes cutaneas severas (sindrome da
pele escaldada e impetigo bolhoso)

Provoca febre, chogque e envolvimento de sistemas
organicos multiplos, incluindo erupgdo cutanea
descamativa

Toxinas  proteicas  pirogénicas,  termoestaveis,
responsaveis pela intoxicacdo alimentar, podendo
provocar vomitos e diarréias

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico; PVL: leucocidina Panton-Valentine; TSST-1: toxina da
sindrome do choque téxico. Fonte: SANTOS et al., 2007
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Os superantigenos estimulam grandes numeros de células T, que liberam
mediadores intercelulares, denominados citocinas, que ativam uma resposta inflamatéria
generalizada no intestino ocasionando uma gastroenterite associada a intensa perda de
fluidos intestinais. A enterotoxina A € um pequeno peptideo Unico, com 30.000 Da de
massa molecular, codificado por um gene cromossomal. A clonagem e sequenciamento
desse gene, 0 gene entA, assim como Varios outros genes de enterotoxinas de S. aureus,
revelaram que estas sdo geneticamente relacionadas. Embora este gene seja encontrado
no cromossomo bacteriano, as enterotoxinas B e C podem ser codificadas por
plasmideos, transposons ou bacteri6fagos lisogénicos (MADINGAN, MARTINKO e
PARKER, 2010).

7

O microrganismo S. aureus enterotoxigénico € um dos principais patdgenos
responsaveis por casos de intoxicacdo alimentar no mundo inteiro, com estimativa
segundo os dados do Centro de Controle e Prevengédo de Doengas (CDC), como causa
de 185.000 casos de intoxicagdo alimentar nos Estados Unidos, anualmente. Naquele
pais, se gasta em torno de 1,5 bilhdo de ddlares por ano por causa das intoxicacdes
estafilococicas (LUZ, 2008). A intoxicacdo alimentar por S. aureus pode ser muito
grave, embora bastante autolimitante, geralmente desaparecendo em um periodo de 48h
apds seu inicio. Os casos graves podem requerer tratamento para o combate a
desidratagdo. N&o apresenta utilidade o tratamento com antimicrobianos, visto que a
doenca é causada por uma toxina pré-formada, ndo correspondendo a uma infecgéo
ativa (MADINGAN, MARTINKO e PARKER, 2010).

A viruléncia de S. aureus é determinada, também, por proteinas associadas a
parede celular e toxinas secretadas, que sdo reguladas e expressas de acordo com as
fases e/ou condi¢Bes de crescimento. A expressao genética é regulada por mecanismos
especificos e sensiveis, a maioria atuando no nivel da transcri¢do. Fatores regulatorios
constituem numerosas redes complexas, dirigindo interacGes especificas com o0s
promotores dos genes alvo. Estes fatores sdo, em grande parte, regulados por dois
componentes de sistemas de regulacéo, tais como 0S
sistemas agr, saeRS, srrAB, arISR e IytRS. Estes sistemas sdo sensiveis a sinais
ambientais e consistem de uma quinase sensora de histidina e um regulador de proteina
de resposta. Proteinas do DNA, como SarA e suas homologas recentemente

identificadas (SarR, Rot, SarS, SarT, SarU), também regulam a expressdo deste fator de
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viruléncia. As vias multiplas geradas por esses fatores permitem que a bactéria se adapte
as condicbes ambientais rapidamente e desenvolva doenca infecciosa
(BRONNER, MONTEIL e PREVOST, 2003).

O acessorio do gene regulador locus agr foi descrito pela primeira vez em 1986
como um regulador pleiotropico das hemolisinas, da TSST-1, estafiloquinase e da
proteina A. A caracterizagdo levou & sua descricdo como um sistema “quorum-sensing”
de dois componentes, que é transcrito divergentemente a partir de dois promotores
adjacentes. O promotor 2 dirige a transcricdo de RNAII, que codifica as proteinas
estruturais AgrBDCA. AgrB e AgrD constituem, em conjunto, um sistema de detecgdo
de quorum, enquanto AgrC e AgrA tém fungdo como a quinase de histidina
transmembranar e do regulador de resposta, respectivamente, num sistema de dois
componentes. O promotor 3 direciona a transcricdo de RNAIIIl, que é a propria
molécula efetora do sistema agr. Ao atingir a fase de crescimento pds-exponencial, o
acimulo de um octapéptido, derivado a partir de sinais AgrD através do sistema de
AgrCA para aumentar a transcricdo de RNAIII, ativa a transcricdo de exoproteinas,
enquanto reprime a expressdo de superficie, associada a fatores de viruléncia
(PRAGMAN e SCHILEVERT, 2004).

O lécus sae foi primeiro descrito por Giraudo et al., seguindo a caracterizacdo de
um Tn 551 mutante de insercdo de S. aureus RC161. O sae é um locus regulador que
consiste de quatro estruturas de leitura abertas, duas das quais codificam o regulador de
resposta e 0 sensor de quinase, respectivamente. Dois outros quadros de leitura aberta
que codificam proteinas hipotéticas sdo provavelmente importantes para a
funcionalidade do operon sae. Os dois componentes do sistema saeRS ativam a
expressdo de fatores de viruléncia, tais como a protease serina SSPA, termonuclease
Nuc, coagulase Coa, alfa-hemolisina Hla, beta-hemolisina Hlb, proteina de adeséo
extracelular, matriz de proteinas de ligacdo extracelular Emp, proteina A, e a proteina de
ligacdo a fibronectina FnbA. A transcricdo do operon sae € influenciada por sinais
ambientais, tais como pH, sal e concentracdo de glicose ou concentragdes subinibitorias
de antimicrobianos. Além disso, a transcricdo de sae é controlada por outros reguladores
associados a viruléncia e existem dados indicando que locus sae € essencial para a
expressao do gene de viruléncia em condigdes in vivo (apud ROGASCH et al., 2006).

Como ja mencionado, S.aureus € uma bactéria anaerdbia facultativa, capaz de

crescer na auséncia de oxigénio, seja pela respiracdo anaerébica, com nitrato como o
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aceitador de eletrons terminal ou por fermentacdo de carboidratos. No local da infecgéo,
0 Oxigénio torna-se rapidamente um fator limitante, especialmente em infec¢Ges
profundas. No entanto, a expresséo de alguns fatores de viruléncia, por exemplo, alfa-
toxina, requer oxigénio. O srrAB (ou sistema srhSR ) foi simultaneamente descrito por
dois grupos diferentes como estando envolvidos na regulagdo influenciada pelas
condi¢cbes ambientais de oxigénio. O locus srrAB é composto por dois quadros de
leitura aberta que se sobrepdem ao longo de 20 nucleotidios. Os dois genes, srrA (762
pb) esrrB (1752 pb), séo co-transcritos, mas srrA pode ser transcrito de forma
independente da srrB (BRONNER, MONTEIL, PREVOST., 2003).

O sistema ArIRS de dois componentes foi identificado no ano de 2000 como o
resultado de uma insercdo de transposons. O mutante ARLs mostrou adeséo aumentada
para poliestireno, aumento da autélise, e diminuicdo da atividade proteolitica
extracelular. Estudo de deslocamento de gel mostrou que os componentes do sistema
ArIRS parecem ligar-se ao promotor norA, que regula a produgéo de um transportador
de resisténcia a multiplas drogas (PRAGMAN e SCHILEVERT, 2004).

De acordo com Bronner, Monteil e Prévost (2003) assim como Arl, o sistema
LytR-LYTS de dois componentes também est4 envolvido na autdlise. Em comparacéo
com o tipo selvagem, os mutantes de LYTS apresentam autdlise aumentada e uma
alteracdo do nivel de atividade mureina hidrolase. As sequéncias dos genes
LYTS e IytR séo similares aos de outros dois componentes do sensor quinase de histidina
e proteinas reguladoras. Esta estrutura, que consiste em alternados dominios
hidrofdbicos e hidrofilicos, é semelhante a das proteinas de transporte, 0 que sugere que
a transducdo de estimulos ambientais por LYTS envolva o transporte. LytR e LYTS
regulam positivamente a expressdo de dois genes, IrgA e LRGB, localizados
imediatamente abaixo do LYTS e IytR. LrgA e LRGB inibem a atividade extracelular de
mureina hidrolases. Estas enzimas catalisam a clivagem de componentes especificos
estruturais da parede celular bacteriana, em particular durante o bloqueio do processo de

alargamento por beta-lactamicos.

4.5 Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA)
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Segundo Matouskova e Janout (2008) a abreviatura MRSA surgiu na literatura
médica em referéncia as linhagens de S. aureus resistentes a meticilina, sendo estes
microrganismos considerados um dos mais importantes agentes de infeccOes
hospitalares, tanto em adultos quanto em criangas. Na segunda metade dos anos
sessenta foram observados em vérios paises da Europa Central, Inglaterra, Australia e
india, o surgimento de linhagens de MRSA multirresistentes a drogas, ou seja,
resistentes a outras classes de antimicrobianos além dos beta-lactimicos. Em 1971, na
Dinamarca, as linhagens de MRSA com resisténcia combinada a penicilina,
estreptomicina, tetraciclina e, ocasionalmente, a eritromicina representavam 15% de
todas as estirpes isoladas de S. aureus.

A primeira linhagem de MRSA foi isolada em 1961. Esta linha se espalhou
rapidamente para outros paises ao longo da década de 1960, e tornou-se um problema
nos Estados Unidos na década de 1970. InfeccBes nosocomiais por MRSA sdo um
desafio para os microbiologistas clinicos pelo aparecimento e propagacédo de clones com
sensibilidade diminuida a muitas classes de antimicrobianos. Todas as estratégias para
combater a propagacdo de MRSA em hospitais, nos niveis nacional e internacional,
exigem conhecimento de como estas linhagens estdo espalhadas e como as epidemias
ocorrem (ROBINSON e ENRIGHT, 2004).

Muitas epidemias associadas a clones de S. aureus isolados de infecgOes
Hospitalares (HA-MRSA) surgiram desde 1970. No decorrer da Gltima década, cinco
clones de pandemias principais, chamados Ibérico, Brasileiro, Hungaro, New
York/Japdo e Pediatrico, foram identificados, enquanto outros novos clones ou
preexistentes surgiram em algumas &reas especificas. A recente disseminacdo mundial
de varios clones de CA-MRSA torna ainda mais complexa & compreensdo da
epidemiologia dos processos envolvendo este microrganismo. Na Franca, varios clones
novos de MRSA foram descritos na Ultima década, mas os dados epidemiol6gicos
destas amostras tém sido pouco documentados. O conhecimento da epidemiologia de
MRSA é necessario para impedir a sua propagacgao, para determinar o espectro clinico
da doenca MRSA, e para aperfeicoar o tratamento (DAUWALDER et al., 2008).

A presenca de amostras de MRSA € uma causa importante de infec¢des em todo
0 mundo, e um problema crescente em toda a América Latina. Estudos epidemiol6gicos

definem um aumento significativo de infec¢des por MRSA, tanto no hospital quanto na
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comunidade. Em situagdes clinicas, o diagndstico é baseado numa combinacdo de
informagdo epidemioldgica, sintomas clinicos e caracterizacdo da estirpe infectante
(ZURITAet al., 2010).

A Rede de Monitoramento/Vigilancia da Resisténcia aos Antibidticos,
configurada com o apoio da Organizagdo Panamericana de Saide (OPAS), fornece
informagBes epidemioldgicas sobre a resisténcia bacteriana na América Latina.
Em alguns paises, incluindo Argentina, Chile, Equador, Uruguai e Venezuela, ha um
sistema de controle de qualidade organizado para apoiar iniciativas locais
de vigilancia. Porém, em outros, a capacidade de diagndstico microbioldgico € reduzida
a alguns grandes hospitais universitarios nas grandes cidades, e os dados limitados,

especialmente em relacdo ao MRSA adquirido na comunidade (ZURITA et al., 2010).

Curiosamente, parece haver variagdo significativa na epidemiologia e
prevaléncia de MRSA em diferentes partes do mundo, e mesmo em regides diferentes
de um pais. Além disso, os dados do CDC indicam que, nos Estados Unidos, tem havido
um aumento na frequéncia de estirpes de MRSA resistentes a vérias outras classes de
antimicrobianos, tanto nos hospitais de grande porte quanto os de pequeno porte
(UNAKAL e KALIWAL., 2012).

45.1 MRSA no contexto atual

Os resultados de um estudo dirigido pela ANVISA envolvendo 75 hospitais
brasileiros (julho/2006 até junho/2008) mostraram que o género Staphylococcus esta
entre 0s microrganismos mais frequentes (47%), entre as 5.406 amostras bacterianas
isoladas de infeccbes primérias, da corrente sanguinea, com Staphylococcus spp.
coagulase negativo (SCN) responsaveis por 29% e S. aureus por 18% destas infeccdes
(KAISER et al., 2010). Na comunidade, em sua maioria, as infeccdes por MRSA séo
infeccBes da pele que podem aparecer como pustulas ou furinculos (FIGURA 4), que
muitas vezes sdo vermelhas, inchadas, doloridas, ou tém drenagem de pus. As infeccdes
nosocomiais por MRSA (FIGURA 4) foram registradas pela primeira vez no Royal
Prince Alfred Hospital (RPAH), em 1965, em Sydney, na Australia (GIVNEY et al.,
1998).
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FIGURA 4 - Abscesso cutaneo no joelho causado por CA-MRSA. Fonte: CDC, 2010.

Desde o aparecimento de MRSA, S. aureus tem continuamente adquirido ou
expressado fatores adicionais de resisténcia a antimicrobianos, sendo, alguns deles,
resistentes a mais de 20 diferentes agentes. O desenvolvimento de fatores de resisténcia
a antimicrobianos e de viruléncia adicionais, bem como a transmissdo destes entre as
linhagens, possivelmente ocorreu através de transferéncia de genes mediada por ilhas
gendmicas, bacteriéfagos, plasmideos, transposons e sequéncias de inser¢do (GIL et al.,
2005).

A cada ano, ocorrem, nos EUA, aproximadamente, 125.969 hospitalizacbes com
diagndstico de infeccdo por MRSA, incluindo 31.440 casos de septicemia, 29.823 de
pneumonia e 64.706 de outras infecgfes (KUERHNERT et al., 2005). Infecgdes por
MRSA sdo responsaveis por mais de 60% das amostras de S. aureus nas UTIs dos EUA.
Estas infeccOes matam, aproximadamente, 19.000 pacientes americanos hospitalizados
anualmente, o que é semelhante ao nimero de 6bitos pela AIDS, tuberculose e hepatite
viral (KLEVENS et al., 2007; BOUCHER e COREY, 2008). Em um estudo realizado
em 2005, a incidéncia média de MRSA em toda a China foi de mais de 50%, e em
Xangai, a prevaléncia foi de mais de 80% (LIU et al, 2009).

O CDC e a Associacdo de Profissionais em Controle de Infeccdo e
Epidemiologia (APIC) divulgaram diretrizes sobre o controle de MRSA, incluindo
praticas gerais de desinfeccdo (apud KAHANOV et al., 2011).

Em Israel, a proporcdo de MRSA entre todas as amostras de S. aureus isoladas
em 2008 foi de 35%, semelhante a propor¢do no sul da Europa e Reino Unido e menor

do que em outros paises do Oriente Médio. No entanto, ha poucos dados sobre a
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epidemiologia molecular destas linhagens em Israel. Estudo realizado em uma
populacdo pediatrica no sul deste pais mostrou 5,7% de bebés colonizados por MRSA.
No entanto, os dados sobre a epidemiologia molecular destas bactérias aquiridas na
comunidade entre os adultos, em Israel, estdo limitados a pequenas séries ou relatos de
casos (ADLER et al., 2011).

Segundo Johnson (2011), com a finalidade de conhecer a ocorréncia de
infeccdes por MRSA em toda a Europa, criou-se, em 1999, o Sistema Europeu de
Vigilancia da Resisténcia a Antimicrobianos (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System - EARSS), agora conhecido como Rede Européia de Vigilancia da
Resisténcia a Antimicrobianos (EARS-Net). Este é um sistema de vigilancia pan-
europeu, no qual laboratérios hospitalares notificam casos de bacteremia causada por
uma série de espécies de bactérias, incluindo S. aureus. Os primeiros dados do EARS-
Net mostraram que infeccdo da corrente sanguinea com MRSA era um problema
significativo e generalizado, com MRSA contabilizando >25% de bacteremias por

S. aureus em muitos paises do centro e sul da Europa (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - Proporgdo de bacteremia ocasionada por amostras de S. aureus resistentes a meticilina em
paises participantes do EARSS, 2002. Fonte: JOHNSON, 2011.

No final de 1980, os primeiros casos de isolamento de CA-MRSA foram
detectados no oeste da Austrélia, ocasionando infeccdo na populagdo indigena local,
sendo denominados de Western Australian MRSA (WA-MRSA). Logo ap6s, duas outras
linhagens de CA-MRSA emergiram na Austrdlia e na Nova Zelandia: o clone
“Queensland” e o clone “Oceania Southwest Pacific” (SWP), também denominado de
OSPC (*Oceania South Pacific clone”). O clone USA400 foi relatado no centro-oeste

dos Estados Unidos, em unidades neonatais e infecgdes puerperais. O USA300 tem sido
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relatado em muitas regides dos Estados Unidos, principalmente em jogadores de futebol
americano e presidiarios. O estudo de Huang et al. (2006) mostrou que, dos CA-MRSA
isolados de infecgdes de pele e tecidos moles na California, 87% eram clones USA300.
(apud GELATTI et al., 2009).

Nos hospitais brasileiros, 0 MRSA é responsavel por, aproximadamente, 37%
das infeccBes estafilococicas. Um clone de MRSA Unico, chamado clone endémico
brasileiro, é responsavel pela grande maioria dos infeccBes. No entanto, estudos tém
relatado a ocorréncia de infecgdes por MRSA adquiridas na comunidade (CA-MRSA)
no sul do Brasil, que abrigam em particular o SCCmec tipo IV, igualmente aos outros
CA-MRSA (PEREZ e D'AZEVEDO., 2008).

A prevaléncia de MRSA no Brasil em infec¢Ges associadas a servicos de saude
atinge valores elevados, que normalmente variam de 30 a 60%. Porém, um estudo
realizado recentemente mostrou que a prevaléncia de MRSA em uma maternidade-
escola da cidade de Natal-RN foi de 18,1% (JUNIOR, 2009).

Um estudo realizado no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU), no periodo de Setembro de 2006 a Setembro de 2008,
investigou a ocorréncia de amostras de CA-MRSA e HA-MRSA, considerando seus
aspectos epidemioldgicos classicos e moleculares. As culturas de S. aureus foram
obtidas no laboratério de microbiologia clinica do HC-UFU e, aquelas classificadas
como ndo-multirresistentes foram submetidas aos testes genotipicos (Polimerase Chain
Reaction - PCR, Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE e Multilocus Sequence
Typing - MLST). No total, foram selecionadas 206 amostras de MRSA, com apenas 45
(21,8%) ndo-multirresistentes. Apds a realizacdo dos testes genotipicos, oito amostras
foram identificadas como SCCmec IV pertencentes a um Unico clone, pela técnica de
PFGE, com seis pulsotipos, sendo sete identificadas como do clone ST (Sequence
Typing) 5 pelo MLST (NAVES, 2011).

Em Belo Horizonte, Minas Gerais foi realizada uma pesquisa com amostras
isoladas de hemoculturas no periodo de outubro de 2008 a margo de 2009, em cinco
diferentes Hospitais da cidade, mostrando dados sobre a prevaléncia de SCCmec Il em
65,1% das 72 amostras de Staphylococcus aureus com fenétipo de resisténcia a
oxacilina/meticilina (GOMES, 2012). Trindade et al., (2005), analisando 151 amostras
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oriundas de bacteremias, obtidas em um periodo de sete meses, em um hospital em Sao
Paulo, encontraram 20 (13%) amostras sensiveis a quatro ou mais antimicrobianos,
sendo o SCCmec tipo 1V detectado em 95% delas. Vivoni et al., (2006) verificaram a
prevaléncia dos tipos de SCCmec em 34 amostras de MRSA obtidas em um hospital
universitario, entre 1999 e 2000, no Rio de Janeiro, e demonstraram que 88% delas
continham o SCCmec tipo Ill, caracteristico do clone brasileiro, e apenas duas amostras
(6%) continham o SCCmec tipo IV (apud GOMES, 2012).

O entendimento da evolugdo do MRSA tem melhorado a partir do
desenvolvimento de ferramentas moleculares que permitem a caracterizagdo da
filogenia e da resisténcia & meticilina. As linhagens filogenéticas podem ser detectadas
com tipagem sequencial de multilocus que identifica uma estirpe, com base em sua
sequéncia em sete genes “housekeeping” — genes necessarios para a manutencdo da
funcdo celular (ROBINSON e ENRIGHT, 2004).

Novos clones de MRSA surgem regularmente, as vezes substituindo clones
anteriormente predominantes. Deslocamento clonal tem sido observado em varios
paises, em pequenas regides dentro de um pais, ou em hospitais. No entanto, existem
poucos dados sobre a epidemiologia e os fatores de risco potenciais para a substituicéo
de linhagens endémicas com novos clones de MRSA em um determinado hospital e, no
nivel de cada paciente. A maioria dos estudos anteriores foram realizados utilizando
dados ecoldgicos Unicos ou gerados pelos dados moleculares de interesse clinico
limitado (ANGELIS et al., 2011).

4.5.2 Resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus aureus

Fleming, ao descobrir a penicilina em 1929, foi o primeiro a observar a
resisténcia natural de microrganismos aos antimicrobianos. A causa desta resisténcia
natural foi descoberta por Abraham e Chain em 1940, um ano antes da primeira
publicacdo sobre o uso clinico da penicilina, na qual foi comprovada, em extratos de E.
coli, uma enzima denominada penicilinase capaz de destruir a acdo da penicilina. A
difusdo do uso clinico da penicilina trouxe ao conhecimento o fato de que, entre
microrganismos sensiveis ao antimicrobiano, havia exemplares resistentes, sendo

detectadas por Kirby, em 1944, algumas amostras de S. aureus isoladas de material
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clinico resistentes a penicilina, devido a producdo de penicilinase (apud TAVARES,
2000).

Os microganismos tiveram, aproximadamente, 3,5 milhGes de anos para se
adaptar aos varios ambientes no planeta Terra. O poder que dirige esta adaptabilidade
microbiana é a plasticidade genética e a replicacdo répida. Inimeras bactérias demoram
20 a 30 minutos para replicar, enquanto que os seres humanos levam 20 a 30 anos. Face
ao exposto, ndao ha duvida de que 0s microrganismos sdo 0s mais numerosos, diversos, e
s80 0s organismos mais adaptaveis que ja viveram no planeta terra (SPELLBERG et al.,
2008).

Hawkey e Jones, (2009) relatam que a resisténcia a antimicrobianos aumenta a
morbidade, mortalidade e também os custos do tratamento de doengas infecciosas. A
ameaca da resisténcia (particularmente resisténcia mualtipla em estirpes bacterianas que
disseminaram amplamente) nunca foi tdo grande. Os principais fatores de condugéo
desta ameaga foram o aumento do uso de antimicrobianos, na medicina humana e
animal, a maior movimentacdo de pessoas entre localidades e o aumento da

industrializagao.

A expressdo da resisténcia microbiana a antimicrobianos se da mediante
mutacBes e mecanismos diversos, como: diminuicdo da permeabilidade da célula
bacteriana, alteracGes de moléculas nas quais se aderem os antibacterianos, expulsdo do
antimicrobiano do interior da célula, aquisicdo de plasmideos R por diferentes
mecanismos quimicos, podendo, também, produzir enzimas que modificam a parte ativa
da molécula do antibacteriano, tornando-o praticamente inativo. Além disso, o0s
microrganismos sintetizam novas enzimas que ndo sofrem a acdo do antibacteriano e
que possuem a mesma atividade metabolica das enzimas que sdo inativadas pelo
mesmo. Junto a estes fatores, baixas concentracbes de antimicrobianos alteram a
estrutura e a antigenicidade bacteriana, a sintese e excrecdo de enzimas envolvidas na

viruléncia e a cinética de crescimento bacteriano (RATTI e SOUSA, 2009).

A disseminacdo global da resisténcia microbiana é um dos motivos do
predominio de doencas infecciosas que ndo foram derrotadas. E comumente aceito que
0 uso inadequado de certas drogas é a causa da resisténcia aos antimicrobianos em

microrganismos, e essa resisténcia poderia diminuir com o wuso racional de
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antimicrobianos pelos profissionais da saude. A resisténcia epidémica a antimicrobianos
tem sido descrita em numerosos agentes patogénicos, em Varios contextos, incluindo
uma pandemia global de MRSA, a propagacdo global da resisténcia as drogas entre 0s
patdgenos respiratorios comuns, abrangendo S. pneumoniae e Mycobacterium
tuberculosis, e aumento da epidemia de tuberculose por bacilos Gram-negativos multi-
resistentes. Infecgoes causadas por esses e outros microrganismos resistentes a
antimicrobianos impactam préticas clinicas em todos os campos da medicina
(SPELLBERG et al., 2008).

Antes da introducdo dos antimicrobianos na prética clinica, a letalidade da
bacteriemia por S. aureus ultrapassava 80%, e mais de 70% dos pacientes desenvolviam
infeccBes metastaticas. No inicio da década de 1940, com a introdugdo da penicilina, o
progndstico desses pacientes melhorou bastante. No entanto, ja em 1942 foram relatadas
linhagens de S. aureus resistentes & penicilina. A resisténcia a esse antimicrobiano foi
reconhecida e aumentou inicialmente em estirpes hospitalares e, depois, na comunidade.
Contudo, no final dos anos 1960, as taxas de resisténcia tanto hospitalares como
comunitarias chegavam a 90% e 70%, respectivamente, em algumas regides da Europa
(MIMICA e MENDES, 2007).

Existem dois processos que ocasionam a resisténcia de Staphylococcus aureus
aos antimicrobianos que possuem anel beta-lactdmico (UENO e JORGE, 2001; SHANG
et al., 2010). Um desses processos é a producdo de beta-lactamase que é uma enzima
indutivel, codificada pelo gene blaZ transportado através de um plasmideo. Esta enzima
é capaz de hidrolisar penicilina G e suas estruturas analogas; a expressdo de blaz é
regulada por dois genes, blaR1- blal. Outro mecanismo € a resisténcia a meticilina por
modificacdo dos alvos de ligagdo dos antimicrobianos que ocorre devido a produgdo de
uma nova proteina de ligagdo as penicilinas (PLPs), chamada PLP2a ou PLP2", com
pouca afinidade para com a meticilina e outros agentes beta-lactamicos (NOUR,
MASTOURI e NEJMA 2005; OTTER e FRENCH, 2010).

O gene blal de Staphylococcus codifica, possivelmente, uma proteina repressora
que se liga a um sitio operador da blaZz, impedindo a RNA polimerase de se ligar &
regido promotora e transcrever o gene. A sequéncia de aminoacidos do blaRl prediz

uma proteina de membrana - geradora, com um dominio extracelular de penicilina de
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ligacdo e um dominio citoplasmético envolvido na transducdo de sinal. Quando blaR1
estd ligada pelo antimicrobiano beta-lactdmico, um sinal que conduz a transcrigdo de
blaZz ocorre da membrana para dentro da célula através do seu dominio citoplasmatico
(HACKBARTH E CHAMBERS, 1993; LOWY, 2003).

Dados afirmam que mais de 90% das amostras isoladas produzem beta-
lactamases que inativam a a¢do do antimicrobiano pela hidrdlise do anel beta-lactdmico.
O blaz além de codificar beta-lactamase é parte de um elemento genético mével ou de
um plasmidio, o qual frequentemente contém genes resistentes a outros

antimicrobianos, como gentamicina e eritromicina (LOWY, 2003).

A codificagdo da PLP2a se d& pelo gene mecA, localizado na ilha gendmica 21- a
67- Kb, denominada SCCmec. SCCmec é encontrado no cromossomo de S. aureus
resistente a meticilina em um local Unico, designado attBscc, perto da origem de
replicacdo. O gene attBscc é encontrado em um quadro de leitura aberto de funcédo
desconhecida, identificada como orfX, que estd bem conservada entre as linhagens de S.
aureus. A regulacdo da transcricdo de mecA ocorre por dois conjuntos diferentes, porém
relacionados aos genes reguladores; o que est4 localizado a montante do gene mecA e
que é transcrito de forma divergente a partir deste, € o gene mecl/mecR1. O outro
conjunto, blal/blaRl, € o elemento regulador homologo de Staphylococcus produtor de
penicinilase. Tanto mecl quanto blal, podem reprimir a transcricdo do mecA e a
transcri¢do do blaZ (WISPLINGHOFF et al., 2005; GOLDSTEIN et al., 2007; PLATA,
ROSATO e WEGRZYN, 2009; CHU et al., 2012).

A producdo de beta-lactamases é indutivel na maior parte das amostras de S.
aureus, e 0s genes de regulacéo e de biossintese sdo agrupados, geralmente localizados
no transposon Tn552. A organizagao do operon mec, responséavel pela sintese de PBP2 é
equivalente & do operon bla. O repressor Mecl liga-se ao operador e impede a
transcricdo de mecA, o gene PBP2. Em muitas linhagens de MRSA, o0 mecA € induzido
na presenca do sistema regulador de blaRlI/blal. Além de reprimir a transcri¢cdo do gene
mecA, Blal alivia a represséo na presenca de beta-lactamicos. Sabe-se que mecl reprime
a sintese de beta-lactamase (CLARKE e DYKE, 2001; PLATA, ROSATO e
WEGRZYN, 2009).
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Os primeiros quatros tipos de SCCmec (1, 11, 1l e V) sdo associados a infecgdes
nosocomiais. Os tipos IV e V sdo vastamente disseminados entre linhagens
comunitarias. Recentemente, foi encontrado SCCmec tipo VII em estirpes comunitarias
isoladas na Suécia e, supostamente, SCCmec tipo VIII foi isolado no Canadéa (DAVID e
DAUM, 2010; SOUZA, 2009).

A proteina alterada PBP2a mantém a eficicia da atividade de transpeptidase,
ocasionando uma menor afinidade para a penicilina e outros beta-lactamicos. PBP2a
mostra de forma constante uma taxa reduzida para acilacdo por beta-lactamicos e
dissociacdo elevada. Os dois fatores agindo em conjunto, previnem acilagdes de PBP2a,
e, sendo assim, resultam na resisténcia a beta-lactamicos (DERESINSKI, 2005).
Estudos tém indicado que a resisténcia mediada por PBP2a pode, também, ser relevante
em outros contextos de resisténcia a drogas, e em cooperagdo com uma das PBPs
nativas. A primeira evidéncia para esta cooperacao foi a descoberta de que a inibi¢éo da
transcricdo de pbpB, que é o gene estrutural da PBP2, foi letal em uma estirpe de S.
aureus meticilina-sensivel (MSSA), mas ndo em estirpe de MRSA, que expressa PBP2a
de uma forma constitutiva. PBP2 é uma enzima bifuncional de parede celular sintética,
contendo tanto dominio transglicosilase (TGase) como transpeptidase (TPase).
Experiéncias genéticas mostram que a fungdo essencial desta proteina, substituida por
PBP2a, é 0 do dominio TPase. O funcionamento cooperativo de PBP2 e PBP2a foi
ainda documentado pela observagdo de que o crescimento de MRSA na presenca de
altas concentracBes de antimicrobiano requer ndo s6 PBP2a, mas o funcionamento do
dominio TGase do PBP2 nativo (GARDETE, LENCASTRE e TOMASZ, 2006).

Linhagens de S. aureus que s&o menos sensiveis a meticilina por causa da alta
producdo de beta-lactamases sdo chamadas de BORSA (borderline oxacillin-resistant S.
aureus). Esta resisténcia chamada “borderline” tende a ser diferente da resisténcia
intrinseca de MRSA; porém, no laboratdrio é dificil distinguir entre ambas. Por ndo
conter PBP2a, algumas linhagens de BORSA néo apresentam outro mecanismo de
resisténcia (UENO e JORGE, 2002; MATHEWS, 2010).

Existem publicacdes relatando a identificacdo de 11 al6tipos diferentes de
SCCmec, todos revelados entre as linhagens de MRSA. O SCCmec apresenta
componentes genéticos do complexo gene MEC, que é o gene responsavel pela

recombinagdo do cassete cromossdomico. Variagdes dentro desses complexos génicos
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servem como base primaria para classificagdo dos varios tipos de SCCmec. A
importancia da toxina PVL (Leucocidina Panton-Valentine) na viruléncia e
epidemiologia de CA-MRSA é um fato de grande controvérsia. A PVL é uma toxina
secretada por S.aureus, composta por duas subunidades chamadas LukS-PV e LukF-PV.
Esta toxina esta relacionada com a formacgdo de poros na membrana de leucécitos
polimorfonucleares e macréfagos. A PVL pode ser produzida por estirpes sensiveis a
beta-lactdmicos e por algumas estirpes de CA-MRSA. De maneira mais abrangente, o
CA-MRSA é sensivel & maioria dos antimicrobianos ndo beta-lactdmicos. Essa
caracteristica genotipica é expressa, na grande maioria, em um antibiograma que mostra
resisténcia apenas ao disco de oxacilina ou cefoxitina (FIGURA 6), marcadores da
resisténcia aos beta-lactamicos. (GELATTI et al., 2009; COSTA et al., 2011).

FIGURA 6 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de uma amostra de CA-MRSA. As setas
indicam os discos de cefoxitina e oxacilina, marcadores da resisténcia as cefalosporinas e a todos os
outros beta-lactdmicos. Fonte: Gelatti et al., 2009.

Genes de resisténcia a eritromicina sdo amplamente disseminados entre muitas
espécies de bactérias. Em S. aureus, a resisténcia a eritromicina é geralmente devida a
modificacdo ribossomal 23S rRNA por metilases, mediada, principalmente,
por ermA , ermB ou ermC, ou de efluxo ativo do agente antimicrobiano, mediada por
uma bomba dependente de ATP codificada por msrA. O gene ermAé mais
frequentemente ancorado no transposon Tn 554, que também codifica resisténcia a
espectinomicina, enquanto ermB é frequentemente associado com transposon Tn 551 e

0 plasmideo de penicilinase, pl258. O gene ermC, que parece ser raro em estirpes
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isoladas antes de 1970, estd normalmente localizado em pequenos plasmideos, variando
em tamanho (2,4-5 kb). Todos os determinantes erm conferem resisténcia cruzada aos
macrolidios, lincosamidas e estreptogramina B (NICOLA et al., 1998; DURAN et al.,
2012).

Segundo Schito (2006) os aminoglicosideos foram introduzidos em 1944, e na
década de 1950 surgiram estirpes de S. aureus resistentes a esse antimicrobiano. Estas
drogas penetram nas células bacterianas por energia de ligagdo dependente da parede
celular e dependente de energia de transporte através da membrana citoplasmatica. A
resisténcia em S. aureus a esta classe de antimicrobianos resulta de um dos trés eventos:
uma mutacdo cromossdmica, levando a uma ligacdo alterada do aminoglicosideo aos
ribossomos; transporte deficiente da droga ao interior da célula bacteriana; ou a
modificacdo enzimatica dos aminoglicosideos. Neste Ultimo caso, as bactérias
resistentes apresentam uma modificacdo nos genes acc, aph e ant, os quais codificam
para acetiltransferases, fosfotransferases e adeniltransferases, respectivamente. As
formas de aminoglicosideos acetilados, fosforilados ou adenilados, ndo se ligam aos

ribossomos, ndo inibindo a sintese proteica.

O primeiro alvo das quinolonas é a DNA girase bacteriana, sem a qual a
replicacdlo do DNA é inibida. Assim, bactérias resistentes apresentam mutacdes
cromossomais, reduzindo a afinidade da quinolona aos seus alvos denominados DNA
girase e Topoisomerase IV (ROSA, 2009).

Os glicopeptideos, tais como vancomicina e 0 mais recente a teicoplamina, sdo
drogas utilizadas na escolha no tratamento de infecgbes por MRSA. A primeira amostra
de S. aureus vancomicina-resistente (VRSA) foi encontrada em 2002, embora linhagens
com resisténcia intermedidria a vancomicina (VISA) tenham sido relatadas
primeiramente no Jap&o, em 1996 e, posteriormente, em muitos outros paises, incluindo
os Estados Unidos. Recentemente, 29 novos agentes antimicrobianos, como a
linezolida, daptomicina e tigeciclina, estdo sendo testados, podendo auxiliar no combate

as amostras de S. aureus multiresistentes (SCHITO, 2006).

Segundo Gemmell et al. (2006) as taxas de resisténcia a rifampicina e acido
fusidico em MRSA podem ser elevadas em &reas do mundo onde estes agentes sdo

amplamente usados. Em algumas regifes na Austrélia, a propagacéo de alguns clones
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parece ter contribuido para as taxas de resisténcia a rifampicina de 30-60%. Rifampicina
e acido fusidico, ou trimetoprim, ndo devem ser utilizados isoladamente, mas podem ser
uteis em combinages, dependendo da sensibilidade das amostras aos antimicrobianos.
As evidéncias para a utilidade de todas estas combinac¢des ndo sdo totalmente precisas e
h& apenas evidéncias para uso de cotrimoxazol, mas ndo para uso de trimetoprim sem

sulfonamidas.

A resisténcia aos antimicrobianos é generalizada na natureza, e o objetivo de
eliminar todos o0s genes de resisténcia é paticamente impossivel. Muito provavelmente,
ha uma resisténcia intrinseca enorme em bacterias, composta de genes de origem
filogenética variada, que atuam como genes de resisténcia apenas na presenga do
antimicrobiano. O que podemos fazer é tentar controlar a emergéncia, selecdo e
disseminacgdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos em bacterias que interagem
com seres humanos, animais ou plantas. Os métodos classicos de controlar o
aparecimento e a propagagdo desses genes se baseiam na descoberta de novos agentes
antimicrobianos, na reducéo do estresse bacteriano cronico mutagénico, promovido pelo
antimicrobiano, na recombinacdo, na transferéncia horizontal de eventos genéticos,
associada a baixas doses, na supressdo da resisténcia fenotipica, no uso de combinacdes
de drogas, incluindo os pares de drogas antagonistas, no inicio intensivo & terapia, na
manutencdo de uma baixa densidade bacteriana e, mais recentemente, na vigilancia de
organismos hipermutaveis, e definindo fun¢bes de controle essenciais para a infecgdo
(BAQUERO, COQUE e DE LA CRUZ, 2011).

4.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL E TRATAMENTO DE PROCESSOS
ENVOLVENDO S. aureus

4.6.1 Relevancia do diagndstico microbioldgico dos testes de rapida identificacéo e

normas para seu procedimento

7

A principal atividade do microbiologista é a identificacdo dos agentes
causadores de doengas infecciosas. Essa area ¢ denominada microbiologia clinica ou
diagndstica. A microbiologia clinica envolve uma variedade de testes e procedimentos
que visam ao isolamento e identificacdo de patégenos. Os laboratdrios clinicos isolam e
identificam a maioria das bactérias patogénicas encontradas em um periodo de 48 horas

apds a coleta. Porém, avangos recentes e relevantes no diagnéstico microbioldgico
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répido tornaram possivel a identificacdo de alguns patdgenos em questdo de minutos.
Testes empregando recursos da biologia molecular e da imunologia permitem a
identificacdo de muitos microganismos sem necessitar cultivd-los (MADINGAN,
MARTINKO e PARKER, 2010).

Logo apo6s a introdugdo da meticilina para uso clinico, a ocorréncia de MRSA
comecou a aumentar de forma constante nos hospitais. Estirpes de MRSA constituem
agora entre 20% a 55% das amostras clinicas isoladas na Europa e nos EUA. Além
disso, as linhagens de MRSA que expressam resisténcia heterogénea a
meticilina/oxacilina (uma populagdo predominantemente com nivel de resisténcia baixa
e que coexiste com uma pequena proporcdo de células altamente resistentes) muitas
vezes sdo confundidas com MSSA pela cultura convencional e representam um
reservatorio escondido em hospitais (MALHOTRA-KUMAR et al., 2008).

Os estafilococos sdo frequentemente isolados como agentes etiolégicos de
processos infecciosos diversos. O isolamento da bactéria a partir do local da infec¢éo ou
da cultura de sangue é necessario para ligar S. aureus a uma doenga especifica. Em
alguns casos, a deteccdo do microrganismo pode ser dificultada pela terapia
antimicrobiana em curso (MARTINEU et al.,1998; DURAN et al., 2012). De acordo
com Duran et al. (2012), o diagndstico rapido e preciso de genes de resisténcia a
antimicrobianos é extremamente importante para o tratamento e na prevengdo da

propagacéo de infecces.

A répida identificagdo de S. aureus é importante para que a terapia antimicrobiana
apropriada possa ser iniciada. Esta espécie bacteriana deve ser diferenciada de espécies
de estafilococos coagulase-negativo, que geralmente aparecem como contaminantes em
algumas andlises. Varios métodos para a identificacdo répida de S. aureus tém sido
propostos. Estes métodos incluem o teste de coagulase, paineis de testes de aglutinacbes
comerciais, testes enzimaticos para a deteccdo de nuclease termoestavel e teste de
hibridacdo do rRNA. Embora a identificagdo com o teste da enzima termonuclease
mostre uma excelente correlagdo com as identificagdes convencionais, podem ocorrer
resultados falso-positivos entre algumas estirpes de estafilococos coagulase-negativo e
estreptococos. Alguns testes apresentam uma excelente especificidade, mas com

variacOes na sensibilidade (39 a 80%), como o observado em kits de diagnostico para a
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identificacdo de MRSA, usando aglutinagéo direta em espécimes clinicos (MARTINEU
et al.,1998; XIE et al., 2012).

O teste de hibridagdo de rRNA mostrou excelente especificidade na detecgéo de S.
aureus, mas uma evidente baixa sensibilidade na pesquisa deste agente diretamente de
hemoculturas. Embora a espécie S. aureus seja de facil cultivo e identificacdo, ainda ha
a necessidade do desenvolvimento de testes rdpidos utilizando-se ensaios baseados no
DNA, especificos para S. aureus, a partir de espécimes clinicos como, sangue (XIE et
al., 2012).

Segundo o Ministério da Salde (2000), existem alguns fatores que podem
comprometer o diagnéstico microbioldgico, tais como: uma hip6tese diagnéstica mal
elaborada; informagdes mal colhidas sobre o paciente, incompletas, ou ndo interpretadas
corretamente; requisicdo inadequada da analise laboratorial; coleta, conservagdo e
transporte inadequados; falhas técnicas no processamento da analise; demora na
liberacdo dos resultados e mé& interpretacdo dos mesmos. Em caso de processos
infecciosos, existem algumas informaces relevantes para o diagnostico, como o0s dados
gerais do paciente, dentre eles: qual a hipdtese diagnostica; os dados clinicos (descrever
os achados clinicos mais significativos); dados epidemioldgicos relevantes; dados
laboratoriais que evidenciem o sitio do processo infeccioso; provavel origem do
processo infeccioso (comunitério ou hospitalar); identificar se ha existéncia de infeccéo
em outra regido topogrréafica; se fez uso de antimicrobianos nos dltimos dez dias (por
que e quais?); se o paciente possui comprometimento imunol6gico ou algum fator
predisponente & infecgdo oportunista; se o paciente foi transferido ou teve alta nos
altimos 30 dias de outro hospital; data do pedido medico; nome legivel do médico;
carimbo e/ou ramal de contato; data e hora da coleta e nome de quem colheu o0 material;
comentarios, quando necessarios, sobre o procedimento de coleta e, no caso de suspeita

de infeccdo urinéria, informar se o paciente é sintomético ou néo.

4.6.2 Métodos diagnosticos fenotipicos

As especies de Staphylococcus podem ser identificadas com base em uma
variedade de caracteristicas fenotipicas (MURRAY et al., 2007), possiblitando, com
isto, a identificacdo das fontes de MRSA, a avaliacdo de portadores humanos e a

distincdo entre linhagens epidémicas das endémicas. Os métodos mais utilizados sdo
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baseados em caracteristicas fenotipicas dos microrganismos, tais como as técnicas de
biotipagem, os antibiogramas, a sorotipagem, a tipagem de bacteriocinas e uso de
bacteri6fagos (UENO e JORGE., 2002).

Segundo Jorgensen (2003), o teste de susceptibilidade denominado disco-difusdo
é tecnicamente simples e reprodutivel e permite a classificagdo da maioria das linhagens
bacterianas como sensiveis, intermediarias ou resistentes a uma variedade de agentes
antimicrobianos. Os resultados séo facilmente compreensiveis para os clinicos, e o teste
é flexivel quanto a selegdo de agentes antimicrobianos. De acordo com o CLSI (2011),
para S. aureus, o teste com disco de cefoxitina € comparavel ao disco de oxacilina para
na deteccdo de resisténcia a oxacilina mediada por mecA e, por ser mais facil a leitura, é
0 método preferido. O resultado da oxacilina é relatado de acordo com o resultado da
cefoxitina. Se o resultado obtido for intermediario para oxacilina, deve-se realizar o
teste para deteccdo do gene mecA ou PBP2a e a determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM), ou o teste de triagem em &gar com oxacilina.

A determinagdo do CIM na prética clinica tem fundamental importancia, pois
indica a concentracdo necesséria de antimicrobianos no local da infeccdo para inibir o
crescimento do microrganismo causador. O grau de resisténcia varia de uma estirpe para
outra, abrangendo alguns microgramas por até varios miligramas por mililitro. Ao
utilizar uma técnica de maior resolugdo (analise da populagdo), também pode ser
demonstrada uma caracteristica ainda mais peculiar dessas bactérias: em meios de
cultura em caldo, as amostras de MRSA ndo apresentam CIMs uniformes, devido a
existéncia de vérias subpopula¢Bes de bactérias que diferem em seus graus de
resisténcia aos antimicrobianos. Assim, existe um surpreendente grau de néo
uniformidade na expressdo fenotipica da resisténcia aos antimicrobianos, tanto a partir
de uma estirpe para outra quanto dentro da progénie de uma Unica amostra de MRSA.
Embora os fatores genéticos e ambientais sejam conhecidos por influenciar a expressao
fenotipica da resisténcia a meticilina, a base mecanicista desta diversidade ainda nao €
compreendida (DAMASCENO, 2010; TOMASZ, NACHMAN, LEAF, 1991).

A fagotipagem tem sido usada na vigilancia epidemioldgica de estirpes de
S. aureus ha muitos anos. Apesar de ser um método reconhecido internacionalmente, o
grande numero de estirpes ndo tipificaveis limita a sua utilizacdo, particularmente no
que diz respeito as amostras MRSA. Assim, para a distingdo dessas amostras, um
conjunto selecionado de 10 fagos tem sido recomendado (WISNIEWSKA et al., 2012).



57

De acordo com Cantante (2008) e Gu et al. (2011), a terapia fagica envolve a
utilizacdo de fagos ou dos seus produtos como bioagentes para o tratamento ou
profilaxia de doencas infecciosas bacterianas. Os bacteriofagos que apresentam
genomas de DNA de cadeia dupla, geralmente, produzem enzimas (endolisinas ou
lisinas) que degradam o peptidoglicano da parede celular bacteriana, na fase final da
infeccdo, para lisar a célula hospedeira e libertar a progenia viral. Comentam esses
autores que estudos recentes forneceram provas considerdveis de que as lisinas de
alguns fagos mostram uma atividade bacteriolitica imediata e elevada, mesmo quando
aplicadas exogenamente. Estas evidéncias apoiam, fortemente, a utilidade clinica das
lisinas fagicas no controle das infec¢bes bacterianas. O tratamento de infecgbes por S.
aureus tornou-se complicado devido & sua capacidade de adquirir resisténcia aos
antimirobianos de uso comum. No entanto, poucos estudos tém sido realizados para
possiveis aplicacdes terapéuticas de lisinas fagicas, ativamente purificadas, contra S.

aureus.

4.6.2.1 Métodos de cultivo para selecdo de MRSA

Métodos de cultivo utilizando meios seletivos sdo predominantemente utilizados
e, geralmente, empregam oxacilina ou meticilina para diferenciar MRSA de MSSA. O
agar manitol suplementado com oxacilina é amplamente utilizado, mas tem mostrado
sensibilidade e especificidade limitadas, em alguns estudos. O 4gar base de rastreio
(ORSAB) ¢é uma versdo modificada do 4gar manitol, é mais seletivo, devido a presenca
de cloreto de litio e polimixina, e contém azul de anilina como indicador de pH. Estudos
independentes, utilizando ORSAB revelaram limitacdes semelhantes ao manitol quanto
a sensibilidade e especificidade (PERRY et al., 2004).

De acordo com Perry et al. (2004), a resisténcia a ciprofloxacina tem sido
proposta como um marcador substituto para a deteccdo de MRSA, e este antimicrobiano
tem sido utilizado com sucesso para completar o meio Baird-Parker e o caldo
manitol. Estes métodos estdo limitados, no entanto, uma vez que ndo podem detectar
estirpes de MRSA ciprofloxacina-sensiveis. Estirpes de MRSA sdo visualizadas através
da acidificacgdo do vermelho de fenol, devido & fermentacdo de manitol e/ou
trealose. Meios que empregam substratos cromogénicos da enzima tém sido

desenvolvidos para o isolamento deS.aureuse oferecem um elevado grau de
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sensibilidade e especificidade, em comparacdo com os métodos convencionais. Alguns
estudos relataram a adaptacdo do CHROMagar S. aureus para o isolamento especifico
de MRSA devido a inclusdo de meticilina ou oxacilina. Outro meio cromogénico, como
o S. aureus ID, foi recentemente desenvolvido e tem mostrado uma elevada
sensibilidade e especificidade para no isolamento de S. aureus. Esta bactéria forma
colbnias verdes sobre este meio, devido & produgdo de glucosidase alfa, e o meio €
altamente seletivo contra os ndo-estafilococos, incluindo os enterococos.

A percepcdo geral de métodos baseados em cultura como sendo lentos e
laboriosos pode sofrer alteragdo rapidamente com a introducdo dos A&gares
cromogénicos, alguns dos quais produzindo resultados dentro de 24h, e sem 0s custos
necessarios para 0s ensaios moleculares. A reagdo cromogénica permite uma
identificacdo definitiva de microrganismos diretamente da placa de isolamento primario,
eliminando subculturas posteriores e testes bioquimicos de confirmagdo. A deteccdo
depende do substrato cromogénico incolor incorporado, que é capaz de imitar um
substrato metabdlico e pode ser clivado pela enzima alvo bacteriana. Uma vez clivado,
0 cromogéno se torna insolivel e apresentando cor, acumula-se no interior da celula
bacteriana, permitindo a diferenciacdo facil do microrganismo produtor da enzima com
base na cor das colonias. (MALHOTRA-KUMAR et al., 2008).

Atualmente, os meios cromogénicos disponiveis para a deteccdo de MRSA
incluem chromID (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca), MRSA Select (Bio-Rad
Laboratories, Bélgica), CHROMagar MRSA (CHROMagar Microbiologia, Franca; BD
Diagnostics, Belgica), Chromogenic MRSA/Blue Denim agar (Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido), a resisténcia & oxacilina base de agar de triagem (ORSAB; Oxoid), Agar
Ident MRSA (Heipha GmbH, Eppelheim, Alemanha), e Cromogénico oxacilina para
S.aureus (Axon Labs AG, Stuttgart, Alemanha). As penicilinas penicilinase-resistentes
a meticilina e oxacilina tém sido usadas em meios seletivos para MRSA; no entanto,
cefoxitina, uma cefamicina, mostra maior seletividade e é atualmente preferida para
selecdo de MRSA. Estirpes de MRSA que exibem resisténcia indutivel a meticilina
crescem muito mais facilmente na presenca de cefoxitina do que da oxacilina,
possivelmente devido a uma indugdo aumentada de PBP 2a pela cefoxitina
(MALHOTRA-KUMAR et al., 2008).

4.6.2.2 Avaliagéo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
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Segundo Orji et al. (2012), os microrganismos patogénicos resistentes aos
antimicrobianos comumente utilizados sdo de preocupacdo mundial. Amostras de
MRSA, tanto de origem hospitalar quanto na comunidade, tém sido relatadas
mundialmente em infecgdes em seres humanos. A fim de avaliar a prevaléncia de
linhagens resistentes & meticilina em Ebonyi State University Teaching Hospital,
Abakaliki e determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos em linhagens de S.
aureus, os autores deste estudo avaliaram 65 amostras clinicas, pela técnica de disco-
difusdo e usando a oxacilina e outros antimicrobianos comumente usados na préatica
clinica. Das 65 amostras avaliadas, 15 (23%) foram sensiveis a meticilina, enquanto 50
(77%) eram resistentes a esta droga. As amostras resistentes & meticilina apresentaram
resisténcia de 100% a ciprofloxacina, ceftriaxona, nitrofurantoina e eritromicina. A
resisténcia registrada para os outros antimicrobianos foi de 88% para ofloxacina, 76%
para ampicilina e 72% para gentamicina, enquanto que a menor resisténcia, (40%) foi
registrada para a vancomicina. Observou-se, nesse estudo, que a vancomicina €, ainda, o

antimicrobiano de elei¢éo para o tratamento de infecgdes por MRSA.

De acordo com Shahsavan et al. (2011), a taxa de incidéncia media de MRSA na
Republica Isldmica do Ird foi maior que 40%. Estudo realizado em Hospital de ensino,
na cidade de Teerd, entre maio e dezembro de 2009, avaliando 140 amostras de MRSA,
confirmadas pela presenca do gene MecA, mostrou que todas elas foram sensiveis ao
clorafenicol, teicoplanina, tigeciclina e vancomicina, e 139 amostras apresentaram
resisténcia a ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol-
trimetoprim. A anélise por PFGE de todas 140 amostras de MRSA mostrou cinco
pulsotipos distintos designados como pulsotipos A a E. A maioria das amostras (n =
132) foi agrupada no pulsotipo A. A sequéncia de tipo mais prevalente foi a ST 239
(pulsotipo A), encontrada em 82% (37/45) das amostras testadas. O segundo tipo mais
prevalente era ST 1238 (pulsotipos B, C e D), em 15% (7/45) das amostras. O tipo
restante, ST 8 (pulsotipo E) foi encontrado em uma Unica amostra. Este estudo indicou
que o clone de MRSA ST 239 era o principal no Hospital Universitério e que foi

difundido entre as diferentes alas, bem como em todos os grupos de idade dos pacientes.

A identificacdo e a determinagdo da susceptibilidade de estafilococos aos
antimicrobianos, por métodos convencionais, requerem, no minimo, dois dias, enquanto

que a deteccdo de genes de resisténcia a antimicrobianos pela técnica de PCR pode ser
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feita dentro de algumas horas. Métodos répidos e confiaveis para a avaliacdo da
susceptibilidade a antimicrobianos séo importantes para instituir a terapéutica adequada.
A multiplex PCR pode ser utilizada para a confirmacdo dos resultados obtidos por
meétodos convencionais fenotipicos, quando necessério (DURAN et al., 2012).

4.6.3 Testes genotipicos para tipagem e caracterizacdo clonal

Para investigar a evolucdo dos patdgenos, € importante estudar seus clones
epidémicos e suas caracteristicas (SILVA, 2009). As recomendacfes para prevenir a
disseminacdo do CA-MRSA na comunidade, de acordo com o CDC, sao: realizar
curativo das lesdes com secregdo, lavar as maos frequentemente, evitar compartilhar
itens pessoais e lavar roupas com agua quente (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

De acordo com Gelatti et al (2009), na atualidade, a tipagem molecular tem
possibilitado a obtencéo de novos dados, que ddo origem a epidemiologia molecular. No
caso de S. aureus, recentemente, depois de analisar uma grande variedade de linhagens
que circulam em diferentes regides do mundo e em diferentes periodos, encontrou-se
que as estirpes de MRSA tém uma estrutura clonal conservada e que contam com um

numero reduzido de clones com capacidade de disseminagdo global.

Técnicas moleculares, como fingerprints de DNA gendmico e plasmidial, RFLP
(restriction fragment length polymorphism) amplificacdo por PCR e RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), estdo sendo utilizadas na diferenciacdo das estirpes de
MRSA (UENO e JORGE, 2001; MENDES, 2010). O PFGE ¢é o método molecular de
referéncia mais comumente utilizado em laboratérios clinicos para tipagem de MRSA e
outros agentes patogénicos bacterianos. Apesar do grande aumento na utilizagdo do
PFGE, uma vasta variedade de protocolos tem sido publicada e poucas tentativas bem
sucedidas para padroniza-los (MURCHAN et al., 2003).

Uma das maneiras eficientes de controlar a propagacdo de MRSA ¢é através da
determinagdo das caracteristicas genotipicas de clones de MRSA, bem como a relagdo
genética das estirpes em diferentes regides geograficas. O PFGE, além de ser
considerado um método “padrdo ouro" para analise clonal de MRSA tem sido usado
também para a tipagem do SCCmec (LIU et al., 2009; COSTA, 2011).



61

Costa (2011) realizou varias anélises genotipicas para o estudo de amostras de
MRSA. A confirmagdo molecular da resisténcia a meticilina nas amostras foi realizada
por Multiplex-PCR. Duas reagdes uniplex-PCR, foram feitas para tipagem e subtipagem
do cassete SCCmec. Os genes que codificam a PVL (lukS-PV e IukF-PV) foram co-
amplificados em uma reacdo Unica de PCR. As amostras também foram submetidas a
PFGE, para caracterizagdo do perfil do clone circulante. Estas reagcdes permitiram a

identificacdo de variantes do SCCmec IV, os subtipos IVa e IVb.

A substituicho dos metodos fenotipicos pelos genotipicos confirma a
proximidade entre linhagens envolvidas em um surto. Pode-se analisar o DNA
cromossomal ou plasmidial através de padréo de digestdo de endonuclease de restrigéo.
As enzimas de restricdo reconhecem sequéncias especificas de nucleotideos no DNA e
produzem quebras na dupla fita produzindo pequenos fragmentos. Para a visualizagéo,
utiliza-se eletroforese em gel baseada na massa molecular para separar os fragmentos de
vérios tamanhos (UENO e JORGE, 2002).

A analise do genoma de microrganismos cortado com enzima de restricdo
(restriction fragment length polymorphism - RFLP) é uma ferramenta potencial como
método de identificacdo. A analise de MRSA através de RFLP pela digestio com
endonuclease Smal e resolucéo dos fragmentos em PFGE estima a similaridade entre as
linhagens e mostra que as mesmas podem ser divididas em dois grupos: RFLP
tipo | e Il. Estudos epidemioldgicos mostraram que RFLP tipo | era a mais
comumente encontrado em unidade de terapia intensiva, enquanto que RFLP tipo Il
estava mais distribuido pelos setores hsopitalares (UENO e JORGE, 2002).

A reacdo de amplificacdo aleatéria de DNA polimérfico (Random Amplified
Polymorphic DNA - RAPD) é outra técnica recomendada para a tipagem de patogenos
nosocomiais. A diferenca em relacédo a PCR sé&o os segmentos de DNA amplificados de
maneira aleatdria. Através desta técnica, podem-se determinar as distancias
filogenéticas, a variabilidade genética, demonstrar a inter-relacdo das amostras
bacterianas e esclarecer as vias de transmissdo (GOMES, 2012; YINGWANG et al.,
2012).
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O termo protedmica, foi inicialmente introduzido em 1995 e 0 seu estudo tem a
funcdo de analizar globalmente o conjunto de proteinas expressas numa célula ou
tecido, isto €, o proteoma. Devido as alteracdes do proteoma sob diferentes condicOes e
estimulos, seu estudo representa uma forma de procurar possiveis funcdes das proteinas
e uma forma de investigar processos metabdlicos em sistemas vivos para melhor
entender o funcionamento de uma célula ou tecido no nivel molecular. A protebmica
pode gerar informaces relevantes como: quais proteinas sdo expressas; quais 0s niveis
de expressdo destas proteinas; qual o0 momento de expressdo das mesmas; modificacdes
pos-traducionais; em diferentes situacbes ou tratamento, quais s80 as respostas
expressas pelas células, as diferencas moleculares entre linhagens de células e interacéo
génica (SILVA, CORREA e REIS, 2007).

Existem diferentes equipamentos de pesquisa utilizados na analise do proteoma
como: one-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (1DPAGE), two-
dimensional electrophoresis (2DE), Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time
of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) e Liquid Chromatography- Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) que permitiram a identificacdo e
quantificacdo global de interagcbes entre proteina-proteina e proteina-ligante, de
nominadas “Interactome”. A sequéncia do genoma s6 fornece o modelo de vida,
enquanto o proteoma traz essa sequéncia do genoma para a vida real. J& foram feitas
analises utilizando 2DE em combinagdo com MS para mapear proteinas das estirpes de
S. aureus resistentes e sensiveis & meticilina. A utilizacdo de abordagens protedmicas
para estudar S. aureus é limitada a estudos metabdlicos e identificacdo de alvos de
drogas. H4, ainda, um longo caminho a percorrer para analisar as aplicacdes
protedmicas nesta area, antes de comecar a entender a patogénese da infeccdo e a
adaptacédo de S. aureus (HUSSAIN e HUYGENS, 2012).

4.7 TRATAMENTO

4.7.1 Antibioticoterapia e fatores de risco

A conduta terapéutica antimicrobiana vai diferir, de acordo com o local da
infeccéo priméria. O controle do foco € pré-requisito para que as defesas do hospedeiro,
bem como a antibioticoterapia, tenham sucesso na elimina¢éo do agressor. O uso da

antibioticoterapia efetiva € uma tatica crucial na terapéutica de infeccBes graves. Niveis
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séricos adequados sdo necessarios para ter efetividade e, sendo assim, evitar
concentragdes toxicas do medicamento. Acompanhar a concentracdo de drogas pode
ndo corresponder a realidade de inimeras rotinas hospitalares. Com isso, utilizar valores
de uréia e creatinina, como possiveis marcadores para ajustar a dosagem de
antimicrobianos, é uma estratégia comumente utilizada (SALOMAO et al., 2011).

Sabe-se que bactérias resistentes a antimicrobianos causam a maioria das mortes
relacionadas com infec¢es nosocomiais. Em 2005, o EARSS, mostrou percentuais de
resisténcia & meticilina que variaram de nenhuma observacdo na Islandia a 60%
dos Staphylococcus aureus isolados na Roménia. No mesmo ano, os dados da Rede de
Vigilancia dos EUA, que é uma rede de vigilancia eletronica que coleta dados de
microbiologia de 300 laboratorios de microbiologia clinica através dos EUA, informou
que as taxas de MRSA foram de 59%, 55% e 48% para as estirpes provenientes de
unidade de terapia intensiva (UTI) de pacientes internados, ambulatoriais, e da UTI,
respectivamente. O uso prévio de antimicrobianos é frequentemente descrito como um
fator de risco para o isolamento de MRSA. Em um estudo de revisdo recente, foi
relatada a importancia de uma associagdo dose-efeito, apoiando uma relagdo causal
entre MRSA e utilizagdo de antimicrobianos (TACCONELLI et al., 2008).

Estudos relataram que pacientes com infecgdes por MRSA tiveram uma
internacéo significativamente mais longa antes do surgimento da infeccéo e tinham mais
probabilidade de terem recebido terapia antimicrobiana para outros fins. O uso de
quinolonas foi um fator de risco independente para o desenvolvimento de bacteremia
por MRSA. No entanto, véarios estudos ndo conseguiam mostrar uma associacao
significativa entre o isolamento de MRSA e uso prévio de antimicrobianos
(TACCONELLI et al., 2008).

O tratamento com antimicrobianos, se indicado, deve ser orientado pelo perfil de
susceptibilidade do organismo. Obtengdo de amostras para cultura e teste de
susceptibilidade é util para orientar a terapia, especialmente para aquelas infeccbes mais
graves e aquelas que ndo respondem adequadamente ao tratamento inicial. Os
antimicrobianos orais que sdo geralmente ativos para as infecgdes estafilocdcicas por
CA-MRSA incluem tetraciclinas, trimetropim/sulfametoxazol, fluorquinolonas e
clindamicina. Para as formas clinicas potencialmente graves, relacionam-se: linezolida,

tigeciclina, daptomicina, teicoplamina e vancomicina (CDC, 2010).
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Embora as orientagcbes européias e norte-americanas proporcionem um excelente
ponto de referéncia para o tratamento de infec¢Ges por MRSA, este deve ser orientado
por fatores locais, incluindo as fontes provaveis de infeccdo e fatores de risco
associados com a populagdo ou ambiente do paciente. Estas informagdes mais os dados
epidemioldgicos sobre a incidéncia local de linhagens patogénicas e resistentes sdo
necessarios para orientar a escolha (empirica) de antibioticoterapia inicial; o diagndstico
preciso e o perfil de susceptibilidade microbiana facilitam a selegdo da
antibioticoterapia definitiva. A disponibilidade de recursos, como de antimicrobianos e

da andlise microbioldgica, é também uma consideracdo importante (LUNA et al., 2010).

Segundo Luna et al (2010), como foi escrito em outros locais neste trabalho,
Mupirocina foi originalmente aprovada como um agente topico utilizado para tratar
impetigo causado por S. aureus e S. pyogenes, mas também é comumente utilizada para
tratar infeccdes de pele e de tecidos moles (IPTM), infeccdes de feridas pos-operatorias.
Este farmaco atua pela inibicdo de proteinas bacterianas e sintese de A&cidos
ribonucleicos. Apesar de eficaz contra IPTM leves adquridas na comunidade, 0 uso
prolongado e intenso de mupirocina (inclusive para fins de descolonizagéo), resultou no
surgimento de certas linhagens de MRSA resitentes também a esta droga. Terapias orais
vulgarmente utilizados no tratamento de MRSA incluem a tetraciclina e a rifampicina
(em terapia de combinagéo), bem como a clindamicina, linezolida e sulfametoxazol-
trimetoprim (TMP-SMX), embora a sua utilizacdo seja limitada, em alguns
paises. Clindamicina e linezolida estdo disponiveis na forma oral, o que permite a

utilizacdo destas em pacientes da comunidade.

MRSA sdo patégenos em potencial para as pneumonias diversas adquiridas
dentro de um hospital e em outros servigos de salde, e a escolha da terapia empirica
inicial deve considera-los como possiveis agentes etioldgicos. As pneumonias podem
ser classificadas como sendo aquelas adquiridas (HAP; pneumonia ocorrendo > 48
horas apds a admisséo), associadas a ventilagdo mecénica (PAV; decorrentes> 48-72
horas ap6s a intubacdo traqueal), e aquelas associadas a servicos de salide (HCAP,
definidas como pneumonias provenientes de pacientes que preencham qualquer das
seguintes condicdes: internado no prazo de 90 dias de infecgdo; que residem em uma

casa de repouso ou de longo prazo de encaminhamento & unidade de cuidados; em
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tratamento com antibioticoterapia, quimioterapia, tratamento de feridas; ou atendimento

em um hospital ou clinica de hemodidlise) (LUNA et al., 2010).

4.7.2 Utilizagéo de Vacinas

Apesar da resisténcia crescente de MRSA aos agentes antimicrobianos, a reducéo
da sensibilidade bacteriana & vancomicina e a dificuldade no tratamento de infeccdes
graves por MRSA, mesmo com antimicrobianos adequados, ndo foi possivel, ainda,
encontrar uma imunizagdo ativa e passiva e estratégias eficazes contra MRSA e outras
infeccBes estafilocdcicas. Varios epitopos de S. aureus foram escolhidos como alvos
potenciais para a imunizagdo ativa e passiva. A caracterizagdo recente de polissacaridios
capsulares de S. aureus tem sido de grande interesse no desenvolvimento de vacinas e
estes tém sido utilizados em vacinas piloto, para induzir anticorpos anticapsulares. Os
sorotipos 5 e 8 foram escolhidos em funcdo de dados epidemioldgicos que mostraram
estes fendtipos na maioria dos pacientes infectados, hospitalizados. Porém, o sorotipo
336, ndo incluido na vacina original, parece ser uma causa crescente de infeccdes graves
por S. aureus. Sendo assim, serd necesséria a incluséo deste sorotipo e de outros numa
segunda geracéo de vacinas (JOHN e SCHREIBER, 2006).

A primeira empresa empregar a vacina na prevencdo de infecgdes por S. aureus
foi a Nabi, quando, em 2005, foi relatado que o tipo de vacina com os polissacarideos
capsulares tipos 5 e 8 (StaphVVAX) ndo conseguiu reduzir significativamente a bactéria
em pacientes com infec¢Bes na corrente sanguinea na fase terminal de dilise renal. Em
junho de 2011, as empresas Merck e Intercell, seguindo uma recomendagéo de um
conselho independente de monitoramento de dados de segurancga, anunciou a rescisdo de
Fase I11/111 do desenvolvimento de V710, uma vacina de subunidades contendo um Unico
antigeno IsdB, da superficie celular de S. aureus localizada nas proteinas ferro-
reguladoras. A decisdo foi tomada apds uma nova revisdo estatistica dos dados,
sugerindo que V710 ndo mostrava uma resposta clinica significativa, considerando a
mortalidade total e disfungdo de maltiplos 6rgéos, que ocorreu com maior frequéncia
em pessoas vacinadas, em comparacdo com aqueles que sO receberam placebo
(LINDSAY, 2007; PATTI, 2011).

Segundo Murray et al. (2007), ndo existem vacinas licenciadas disponiveis para

a prevencdo de doencas causadas por estafilococos. Dados sobre a eficacia de vacinagdo
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passiva utilizando imunoglobulina hiperimune antiestafilocdcica para a prevencdo da
doenca estafilocdcica, se encontram ainda, em desenvolvimento. Medidas de controle
de infeccdo hospitalar sdo fundamentais para a prevencdo de infecgOes hospitalares.
Diretrizes para a prevencdo da transmissdo nosocomial de MRSA estdo disponiveis. As
recomendacBes continuam a incluir o uso de precauges minimos para pacientes
colonizados ou infectados com MRSA mas sugerem, também, que o0s hospitais
implementem um programa de culturas de vigilancia ativa para identificar possiveis
reservatorios em pacientes com alto risco de MRSA, no momento da admissdo

hospitalar.

Mais de 90% das amostras de MRSA produzem PBP2 (ou PBP2a), que tem
baixa afinidade para antimicrobianos beta-lactdmicos, que é codificada pelo gene mecA.
A morbidade em infeccdo por MRSA pode ser dependente do estado de imunidade do
hospedeiro, a imunidade humoral, especialmente, que se acredita desempenhar um
papel importante contra a infeccdo por estafilococos. A administragdo de beta-
lactamicos ou outros antimicrobianos tem resultado no aparecimento de S. aureus com
resisténcia a maltiplas drogas. Atualmente, as vacinas de DNA contra varias infec¢des,
tais como a gripe, a tuberculose, a hepatite B, a maldria, virus herpes simplex tipo 214 e
HIV15 tém sido estudadas. Em comparagdo com vacinas contendo antigenos
bacterianos ou virais, o mérito de vacinacdo de DNA é que pode determinar se a
proteina codificada pelo transgene induz uma resposta imune sem a necessidade de
purificacdo de proteinas. A hipétese de que a vacinacdo de DNA com a sequéncia mecA
pode provocar imunidade protetora contra a MRSA se deve ao fato de que a sequéncia
de mecA é um marcador genético Unico para MRSA e PBP2 e esta localizada na
superficie exterior da membrana citoplasmética, onde pode ser facilmente reconhecida
pelo sistema imune do hospedeiro (OHWADA et al., 1999; GAUDREAU, LACASSE e
TALBOT, 2007).

As manifestacdes clinicas estafilocdcicas multiformes ainda deixam lacunas na
compreensdo das interacbes entre o hospedeiro e este versatil patdgeno microbiano,
dificultando, assim, a fabricacdo de uma vacina de sucesso. Existem poucas evidéncias
que apoiam a premissa de que a imunidade a infeccdo por S. aureus existe, pelo menos,
para o hospedeiro ndo imunizado. Com o recente aumento de infecgBes estafilocdcicas

na comunidade, S. aureus é agora comumente isolado de individuos sem fatores de risco
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predisponentes. Esta bactéria produz uma grande variedade de moléculas com funces
redundantes, de tal forma que, se uma € eliminada (ou alvo de uma vacina), outros
produtos de estafilococos podem compensar a perda da fungdo. Outros desafios para o
desenvolvimento de vacinas incluem as diversas estratégias que S. aureus desenvolveu
para escapar da imunidade inata humana, bem como a sua capacidade de persistir em
biofilmes. Ao contrario dos seres humanos, os modelos animais, como os roedores de
laboratorio, ndo tém anticorpos humorais para antigenos de S. aureus e isto pode afetar
o0 resultado da infeccéo e a eficacia da vacina. Os pacientes infectados por S. aureus
apresentam uma gama muito ampla de doengas, o que significa que a vacina em
desenvolvimento deve se concentrar na prevengdo de um amplo espectro de
apresentacdes da doenca (SCHAFFER e LEE, 2008; PROCTOR, 2012).

4.8 CONSIDERACOES ETICAS

Alternativas para a reducdo de infeccdo por MRSA incluem o aumento de
préaticas como precaucdes de barreira ou isolamento de contato. Dados disponiveis
indicam que a infeccdo por MRSA é um risco grave de saude para a populacdo dos
EUA. Também é provavel que a infeccdo por MRSA seja um problema para a maioria
das organizacOes de saude em todo o mundo e que a avaliagdo do risco pode ser feita
com o minimo de tempo e recursos financeiros. A vigilancia ativa para este patdgeno
pode reduzir doenga, tanto no nivel local quanto no nacional. Argumentos contra tais
programas para o controle de MRSA normalmente dependem de métodos estatisticos e
os efeitos adversos do isolamento sdo focados em um Unico problema, estando estas
preocupagdes em muito pouca evidéncia. A prevencdo e controle adequados de
colonizacdo de MRSA e doenca permanecem possiveis, permitem a sobrevivéncia das
pessoas, e envolvem questdo de custo-beneficio (PETERSON, DIEKEMA, 2010).

Vérios paises desenvolveram diretrizes com o objetivo de evitar a propagacéo de
MRSA. Muitas dessas diretrizes, especialmente em paises com uma baixa endemicidade
por MRSA, preconizam que o0 paciente infectado seja identificado rapidamente e que
devem ser tomadas medidas de cuidado no isolamento da fonte de infecgdo (SKYMAN,
SJOSTROM e HELLSTROM, 2009).
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De acordo com Skyman, Sjostrom e Hellstrom (2009) a definigdo de isolamento
da fonte é que um paciente infectado tem de ser separado dos outros. Pacientes isolados
podem correr um grande risco de serem negligenciados quanto a informagdes sobre seu
estado clinico e os devidos tratamentos. O cuidado no isolamento significa menos
contato com a equipe medica, mas ndo significa necessariamente que a qualidade do
atendimento deva ser reduzida. A este respeito, hd uma falta de estudos sobre
experiéncias emocionais do paciente de ter contraido MRSA. Ha uma caréncia de
estudos que discutam as percepgbes dos pacientes por terem contraido bactérias
resistentes e, posteriormente, serem considerados como fontes isoladas. Estes autores
fizeram um estudo em um hospital na Suécia, incluindo seis pacientes que contrairam
MRSA, que relataram sobre o uso inadequado de métodos de trabalho da equipe de
saude para evitar a transmissdo de MRSA. Os pacientes notaram como a equipe passou
de paciente para paciente sem a realizacdo da desinfecgdo das maos. Estes pacientes
sentiram que tiveram menos oportunidade de receber os cuidados, o tratamento e
terapia, em comparacdo com pacientes sem MRSA. Os pacientes afirmaram que se
sentiram envergonhados e excluidos diante do fato de que foram isolados por causa da
infeccdo e foram privados de informacbes sobre o que é ser um portador de MRSA e

qual é a relevancia dessa infecgdo no ambiente hospitalar e na comunidade.

Em relagdo a préticas de programas de descolonizacdo de MRSA, especialmente
para os individuos voltarem para o ambiente doméstico, permanecem incertas, e
ndo existem regimes comprovadamente eficazes para a descolonizagéo
deste micorganismos e pelos demais microrganismos multiressitentes. Tém-se muito
pouco a oferecer aos pacientes sobre como colocar e eliminar por definitivo as
precaucdes de contato impostas (SANTOS, MAYO e SIEGEL, 2008).

5. CONSIDERACOES FINAIS

As doencas emergentes e reemergentes tém sido objeto de investigagdo e
preocupacdo em todo o mundo. A descoberta dos antimicrobianos, o surgimento das
vacinas, o reconhecimento da importancia da alimentacdo e da educagdo sanitaria como
promotores de salde e longevidade humana, assim como 0s avangos obtidos na
microbiologia no tocante as técnicas de isolamento e identificacdo bacteriana —

contribuiram para promover um deslocamento de agentes implicados em infec¢Bes no
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homem, passando dos microganismos classicos de origem exdgena para 0S
microrganismos oportunistas, componentes da microbiota normal humana (MOURA et
al., 2001).

As infeccgdes hospitalares causadas por MRSA sdo consideradas um problema de
Saude Publica, pois, uma vez presente em ambiente hospitalar é considerado dificil a
sua erradicagdo. Medidas para controlar a propagagdo de MRSA se concentraram em
tentar quebrar a cadeia de transmissdo (por exemplo, o isolamento de pacientes
infectados ou colonizados, lavar as méos, a triagem de pacientes para a descolonizacao),
ou atentar para reduzir a pressdo seletiva para a emergéncia e persisténcia de MRSA
associados com 0 uso excessivo de antimicrobianos, melhorando a prescricdo do
antimicrobiano (JOHNSON, 2011).

Apesar de melhorada com a lavagem das mados, precaucdes de isolamento e
controle do uso de antimicrobianos ainda devem ser seguidos de modo adequado na
tentativa de evitar ou eliminar esse microrganismo. O ndo cumprimento das precaugdes
de isolamento ndo é a Unica razdo para os resultados decepcionantes obtidos para
erradicar esta bactéria, e as causas alternativas precisam ser identificadas. De acordo
com estudos prévios, a depuracdo de MRSA varia de 7 a 12 meses. Readmissdo de
portadores assintométicos de MRSA pode, portanto, contribuir substancialmente para o
reservatorio hospitalar, o que explica a auséncia de uma reducéo na prevaléncia de HA-
MRSA em muitos paises (GROHS, 2012).

InfeccBes nosocomiais por S. aureus meticilina resistente (MRSA), representam
um desafio aos microbiologistas na atualidade, devido a disseminacdo de clones
bacterianos, com diminuicdo da sensibilidade frente a varias classes de antimicrobianos
(ROBINSON E ENRIGHT, 2004).

Infeccdes por MRSA originario da comunidade constituem um problema
emergente em diversas partes do mundo. Muitos surtos de CA-MRSA tém sido
reportados nos Estados Unidos. A populagéo afetada por esses surtos possui fatores de
risco para aquisicdo de MRSA, indicando que o microrganismo est4d adaptado e

transformado em um microganismo associado & comunidade (KARCHMER, 2006).
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O aumento da resisténcia a antimicrobianos e a propagagdo de MRSA na
comunidade despertou novo interesse na prevencgdo de infecces estafilocdcicas através
da imunizagdo. Vacinas promissoras, usando uma variedade de alvos nas bactérias,
polissacarideos capsulares, particularmente ligados quimicamente a moléculas
portadoras de proteinas, logo poderdo ser Uteis como auxiliares na prevengdo de
infecgdes por MRSA (HUSSAIN e HUYGENS, 2012).

As informacOes obtidas nesta revisdo de literatura voltada para as infecgOes
ocasionadas por MRSA destacam a relevancia do contato direto ou indireto dos
profissionais de salude com pacientes hospitalizados, quando se discute o risco de
transmisséo desses microrganismos. Assim, fica evidente o risco de estes profissionais
estarem potencialmente envolvidos com o aumento da ocorréncia de infecgfes cruzadas,
aumentando a disseminagdo clonal. Uma vez introduzidas em um hospital, torna-se
dificil & erradicagdo das linhagens de MRSA. Diante dessa premissa, ressalta-se a
importancia de todos os profissionais da salde e dos demais setores envolvidos, direta
ou indiretamente, no controle de bactérias multiressistentes e, consequentemente, das
doencas infecciosas. A conscientizagdo e a base cientifica sdo o ponto de partida para o
planejamento, a implementacéo e a avaliacdo das medidas direcionadas a este objetivo.
Contudo, sem a opg¢do politica dos que deteem o poder, o retorno pelo esforgo
despendido sera sempre aquém do esperado. Cabe & Academia e aos Usarios conscientes
indicar o caminho e investir nas acdes, na medida da competéncia e da responsabilidade

de cada um.
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