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RESUMO

Os Staphylococcus sao bactérias Gram-positivas de grande importancia nas
infec¢des hospitalares e sdo responsaveis por causar foliculite, endocardite, pneumonia,
bacteremia, entre outras. Estas bactérias, vem tornando-se patdogenos com resisténcia a
varios antimicrobianos, como ¢ o caso do Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) e os Staphylococccus coagulase negativa (SCoN) que tém sido apontados como o
terceiro agente mais comum em infec¢des nosocomiais. Assim, o objetivo deste estudo foi
compreender a epidemiologia molecular de isolados de Staphylococcus spp., provenientes
de um hospital escola, do setor de Unidade de Terapia Intensiva neonatal, determinando
suas caracteristicas moleculares e o perfil de resisténcia antimicrobiano e, desta forma,
mensurar a prevaléncia dos casos de infecgdes hospitalares. As amostras de Staphylococcus
spp. foram coletadas de um Hospital publico de Dourados/MS entre Agosto de 2016 a
Agosto de 2017 e analisadas pelos sistemas automatizados Vitek® (BioMérieux) e
Phoenix' ™. Os isolados coletados foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion (2x)
glicerinado e submetidos a extracdo de DNA, realizacdo da técnica da PCR para a
amplificacdo do gene mecA e eletroforese em gel de agarose. Os isolados do mesmo
paciente, de pacientes com etnia indigena, pacientes com idade superior a 29 dias e culturas
positivas com tempo de admissao inferior que 48 hs, foram critérios de exclusdo para este
estudo. Das 69 amostras analisadas, 49 (71%) foram identificadas contendo o gene mecA e
20 (29%) amostras nao continham o gene em questdo. O S. epidermidis foi a bactéria que
apresentou maior prevaléncia (58%), seguida do S. haemolyticus (27,53%) e o S. aureus
com apenas 1 amostra (1,45%). Os principais sitios de culturas foram a hemocultura com
54 (78,26%) amostras e ponta de cateter com 15 (21,73%) amostras. Quanto ao perfil de
resisténcia aos antimicrobianos, 27 (39,13%), 20 (28,99%) e 15 (21,74%) isolados foram
resistentes a 4, 5-7 e 3 classes de antibioticos, respectivamente, o que os classificam como
isolados multirresistentes. Assim, atentando-se a frequéncia e aumento de infeccdes
causadas por Staphylococcus spp. resistentes em pacientes hospitalizados, o estudo tragou o
perfil de resisténcia bacteriana e epidemiologico. Isso pode contribuir para agdes
preventivas no controle de infecgcdes hospitalares provocadas por microrganismos
multirresistentes, oportunizando melhor prestacao de cuidados aos pacientes e promovendo
o inicio da terapia antimicrobiana adequada.

Palavras-chave: Gram positiva, infec¢do hospitalar, resisténcia antimicrobiana.
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ABSTRACT

Staphylococcus are bacteria Gram-positive of great importance in hospital
infections and they are responsible for causing folliculitis, endocarditis, pneumonia,
bacteremia, among others. These bacteria have become resistant pathogens to several
antimicrobials, such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and
Coagulase-negative Staphylococcus (CoNS), which have been identified as the third most
common agent in nosocomial infections. Thus, the aim of this study was to understand the
molecular epidemiology of Staphylococcus spp. isolates from a teaching hospital in the
neonatal intensive care unit sector, determining their molecular characteristics and
antimicrobial resistance profile and, therefore, to measure the prevalence of hospital
infections. The Staphylococcus spp. samples were collected from a public hospital in
Dourados/MS between August 2016 and August 2017 and analyzed by the automated
systems Vitek® (BioMérieux) and Phoenix™. The collected isolates were cultured in
glycerinated Brain Heart Infusion (2x) broth and submitted to DNA extraction, PCR
technique for amplification of mecA gene and electrophoresis with agarose gel. The isolates
of the same patient, from patients with indigenous ethnicity, patients older than 29 days,
and positive cultures with admission time of less than 48 hours were exclusion criteria for
this study. From the 69 samples analyzed, 49 (71%) were identified containing the mecA
gene and 20 (29%) samples did not contain the gene in question. S. epidermidis was the
most prevalent bacterium (58%), followed by S. haemolyticus (27.53%) and S. aureus with
only 1 sample (1.45%). The main culture sites were blood culture with 54 (78.26%)
samples and catheter tip with 15 (21.73%) samples. Regarding the antimicrobial resistance
profile, 27 (39.13%), 20 (28.99%) and 15 (21.74%) isolates were resistant to 4, 5-7 and 3
classes of antibiotics, respectively, which classify them as multiresistant isolates.
Thus, considering the frequency and increase of infections caused by Staphylococcus spp.
resistant in hospitalized patients, the study traced the bacterial profile and epidemiological
resistance. This may contribute to preventive actions in the control of hospital infections
caused by multiresistant microorganisms, giving better care to patients and promoting the
adequate antimicrobial therapy.

Keywords: Antimicrobial resistance, Gram-positive, hospital infection.
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1. INTRODUCAO

Os Staphylococcus sdao bactérias Gram-positivas do tipo cocos, ndo formadoras de
esporos e catalase positiva, sendo a maioria das espécies anaerdbias facultativas
(KONEMAN et al., 1997). O género Staphylococcus engloba 49 espécies, das quais a
maioria sdo Staphylococcus coagulase negativa (SCoN), sendo a coagulase exclusivamente
sintetizada pelo Staphylococcus aureus, Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus pseudointermedius, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus delphini e Staphylococcus lutrae (CROSSLEY et al., 2010; EUZEBY,
2014; HUMAN MICROBIOME PROJECT, 2012). Estes microrganismos podem ser
encontrados na pele € em membranas mucosas de mamiferos e de outros animais.

Staphylococcus sao patdgenos humanos versateis e perigosos equipados com muitos
fatores de viruléncia e sdo a principal causa de infecgdes importantes tanto na comunidade
quanto nos hospitais (FATHOLAHZADEH et al.,, 2008). Os Staphylococcus sao
responsaveis por infeccoes como a foliculite, intoxicacdo alimentar, osteomielite,
endocardite, artrite séptica, pneumonia, infec¢cdes de pele e tecido profundo, bacteremias,
meningite, celulite, infeccao genital e do trato urinario e doengas invasivas que ameagam a
vida (BANNERMAN et al., 2003; CONCEICAO et al., 2007). No entanto, j4 ¢ bem
estabelecido que as infecgdes causadas por Staphylococcus aureus (S. aureus) nos hospitais
tem mostrado um aumento prevalente de cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA). FEles sdo geralmente resistentes aos agentes antimicrobianos como 0s
macrolideos, lincosamidas, aminoglicosideos e praticamente todos os [-lactdmicos
disponiveis atualmente (JAPONI-NEJAD et al., 2013).

MRSA ¢ uma ameaga tanto aos pacientes nos hospitais quanto nas infecgdes
adquiridas na comunidade, que parecem estar aumentando tanto em adultos quanto em
criangas em varias regides. A primeira infecgdo por MRSA adquirida na comunidade (CA-
MRSA) foi documentada em criancas no fim dos anos 1990 nos Estados Unidos da
América (CHUA et al., 2011). O MRSA ¢ o principal agente infeccioso da Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) neonatal (DALAPO, 2014) e os pacientes desta ala sdo
extremamente vulneraveis a infec¢des devido ao seu sistema imune precdrio, pobre
integridade da pele, longos periodos na UTI, frequente uso de aparelhos invasivos (POLIN,
2012), contato com funcionarios, pais € outros pacientes € com o ambiente hospitalar. Esses
eventos aos quais o neonato ¢ exposto podem causar infecgdes com severa morbidade e
mortalidade, assim como surtos nosocomiais (DRAMOWSKI et al., 2017).

Ja os SCoN s6 foram apontados como importantes patdogenos nas infecgdes
nosocomiais nos anos 1970. Até aquela época eles eram considerados contaminantes
simples de amostras e pouca atencao era dada. Nas ultimas décadas os SCoN vem sendo
descritos como importantes causadores de infecgdes nosocomiais e citados como o terceiro
agente mais comum em infeccdes nosocomiais de sangue (KONEMAN et al., 1997;
SHINGAL et al., 2006). Isso se deve ao avanco da medicina e suas tecnologias, diminuigao
da taxa de mortalidade da populagao mundial, nimeros elevados de doencas debilitadoras,
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neoplasias e imunodeficiéncia, as quais tornaram o ser humano um hospedeiro vulneravel
a0s SCoN (AGVALD-OHMAN; LUND; EDLUND, 2004; KONEMAN et al., 1997;). Em
neonatos, os SCoN sdo as bactérias mais comumente associadas a infecgdes e sepse tardia,
seguida pelo S. aureus (HORNIK, 2012). Estas bactérias, resistente a antibidticos tornaram-
se endémicas em muitas UTIs neonatais, principalmente 0 MRSA (NELSON et al., 2015;
POPOOLA et al., 2014).

O surgimento da resisténcia antimicrobiana as drogas reflete um problema sério
relacionado com o aumento significante de terapias clinicas antimicrobianas em pacientes
afetados por infec¢des, principalmente quando envolvem microrganismos com numerosos
fatores de viruléncia e mecanismos genéticos que favorecem a aquisicdo de tais
caracteristicas no ambiente hospitalar. O reconhecimento laboratorial dessa resisténcia e
suas implicacdes clinicas tem tornado-se relevante associado com o cuidado e o impacto
epidemiologico (CUNHA; USTULIN, 2011).

Recomendagdes preventivas para evitar a transmissdo € a infeccdo de MRSA e
Staphylococcus em geral em UTI neonatal incluem a identificagdo de neonatos colonizados
e a implementagdo de precaucdo de contato, higienizagdo das maos, € em alguns casos, a
descolonizagdo dos neonatos e/ou dos funcionarios da satde (GERBER et al., 2006).
Assim, o objetivo deste estudo foi compreender a epidemiologia molecular de isolados de
Staphylococcus spp., provenientes de um hospital escola, do setor de Unidade de Terapia
Intensiva neonatal, determinando suas caracteristicas moleculares, o perfil de resisténcia
antimicrobiano e, desta forma, mensurar a prevaléncia dos casos de infec¢des hospitalares.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Visao Geral dos Staphylococcus

Staphylococcus € o género de espécies de bactérias Gram-positivas, que possuem
formato de cocos, em arranjos individuais, aos pares ou em grupos irregulares que lembram
cachos de uvas, com diametro entre 0.5 a 1.5 pm, nao produtores de esporos, podendo ser
aerobios ou anaerobios facultativos e com temperatura 6tima entre 30 a 37 °C. Estas
bactérias sdo pertencentes a familia Staphylococcaceae que integra a microbiota do corpo
humano, presente nas fossas nasais de 20 a 30% das pessoas, normalmente sem causar
doengas (PASTERNARK, 2017).

No entanto, os Staphylococcus podem causar infecgdes e a severidade da doenga e
procedimentos invasivos como cateteres venosos centrais, ventilagdo mecanica e
cateterismo vesical, tempo de internagdo, uso de antibioticos de amplo espectro, faixa etaria
menor que dois anos, relacao paciente-enfermeiro sdo alguns pontos que contribuem para
um risco maior em adquirir uma infeccao hospitalar para os pacientes que se encontram na
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (EMORI et al., 1995). E devido ao uso de destes
aparelhos invasivos, os S. epidermidis, por exemplo, sdo capazes de estabelecer uma
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relacdo comensal longa com os seres humanos desde o inicio da vida, no entanto, esta
relagdo mostra altas taxas de resisténcia aos antibidticos de relevancia clinica
(MORGENSTERN et al., 2016).

As espécies mais prevalentes de SCoN sdo S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
saprophyticus, S. warneri e S. lugdunensis e o S. aureus ¢ a espécie mais prevalente dos
Staphylococcus coagulase positiva (MACHADO, 2007). Algumas espécies sao produtoras
de biofilme, que da-se pelo crescimento destes microrganismos embebidos em uma camada
de 4gua e exopolissacarideos, conhecido como slime ou muco, e sdo capazes de se aderirem
a superficies inertes ou em tecidos vivos (VUONG; OTTO, 2002).

2.2. Prevaléncia e epidemiologia dos Staphylococcus em recém-nascidos

E possivel observar diferengas na prevaléncia de determinados agentes etiologicos
para cada sitio de infeccao, por exemplo: S. aureus em infecgdes de sitios operatdrios, de
corrente sanguinea relacionada a cateteres venosos centrais, de pele e de trato respiratorio.
Os SCoN geralmente estdo associados a infecgdes de proteses e de corrente sanguinea
relacionada a cateteres venosos centrais (ANVISA, 2005).

Bactérias do canal de parto ou contaminagao secundaria a bacteremias maternas sao
infeccdes precoces geralmente causadas por Streptococcus agalactiae, Listeria
monocytogenes € Escherichia coli. Ja as infec¢des consideradas tardias, geralmente sdo
decorrentes do ambiente em que o recém-nascido encontra-se internado. S. aureus e outras
bactérias Gram-negativas sdo os principais agentes de infeccdo em grande parte dos
hospitais em paises da América do Sul, incluindo o Brasil. No entanto, muitos hospitais
brasileiros vem sofrendo mudancas quanto ao perfil microbiolégico das infec¢des nas UTIs
neonatais, onde os SCoN sdo os principais agentes infecciosos (CALIL et al., 2015).

Como as infecgdes causadas por SCoN aumentaram, o interesse em estudar a
suscetibilidade destes microrganismos aos antimicrobianos também aumentou. De acordo
com Archer e Climo (1994), existe uma associacdo entre frequéncia de aumento de SCoN
na etiologia de bacteremia nosocomial e a resisténcia desses microrganismos aos agentes
antimicrobianos. As linhagens isoladas de espécimes clinicas t€ém se mostrado
frequentemente resistentes a antibidticos comuns de uso hospitalar (LIVERMORE, 2000).

As tabelas foram retiradas de um estudo onde dados epidemioldgicos e
demograficos foram coletados de pacientes pediatricos com infec¢des sanguineas. De 342
episodios relatados, 152 foram causados por bactérias Gram-positivas como mostra a
Tabela 1. Ja a Tabela 2, analisou o ranking dos patdgenos mais prevalentes nas amostras, e
com 21.3% do total das infec¢des sanguineas nosocomiais estao os SCoN (PEREIRA et al.,
2013). Um outro estudo realizado para a prevencao de infeccdo em UTI neonatal, mostrou
que dos 3.536 pacientes admitidos na mesma, 74 tiveram culturas positivas para MRSA.
Deste total, 62 neonatos adquiriram as cepas na UTI neonatal, das quais a maioria eram



cepas identificadas como USA300 (sequéncia do clone de Staphylococcus encontrado na
América do Norte e Sul) (KARAHAN et al., 2008; POPOOLA et al., 2014).

Tabela 1. Traduzida do artigo Nosocomial Bloodstream Infections in Brazilian Pediatric
Patients: Microbiology, Epidemiology, and Clinical Features, mostra os dados
epidemiologicos e demograficos de pacientes pediatricos brasileiros com infec¢des
sanguineas (PEREIRA et al., 2013).

Dados epidemioldgicos e demograficos de pacientes pediatricos com infecgoes
nosocomiais de corrente sanguinea

Dados do paciente N (%)
Total de pacientes pediatricos 342

Média de idade (£SD), em anos 4,7 (£5,1)
Sexo

Masculino 176 (51,5%)

Feminino

Configuracio da UTI
Infeccio monomicrobial
Organismos (N=357)
Gram-negativa
Gram-positiva

Fungo

Condicoes subjacentes
Malignidade

Respiratorio
Gastrointestinal

Outros

Potenciais fatores de risco
Cateter venoso central
Ventilador

Cateter urinario
Mortalidade

166 (48,5%)
172 (50,4%)
328 (95,9%)

175 (40,9%)
152 (42,6%)
30 (8.4%)

95 (27,8%)
54 (15,8%)
36 (10,5%)
65 (19,0%)

227 (66,4%)
130 (38,0%)
76 (22,2%)
74 (21,6%)



Tabela 2. Traduzida no artigo Nosocomial Bloodstream Infections in Brazilian Pediatric
Patients: Microbiology, Epidemiology, and Clinical Features, mostra o ranking de
patogenos de infecgdes nosocomiais sanguineas em pacientes pediatricos entre 16 hospitais
do Brasil (PEREIRA et al., 2013).

Classificacao de patogenos nosocomiais de corrente sanguinea em pacientes
pediatricos entre 16 hospitais pelo Brasil.

Organismos N° de %de Idade< Idade1-5 Idade> (%)
isolados isolados 1 anos anos 5 anos

Staphylococci coagulase 76 21,3 50,0 21,1 19,0 26,3
negativa
Staphylococcus aureus 38 10,6 18,2 11,3 9,5 21,1
Espécies de Candida 27 7,6 13,7 6,7 8,6 58,3
Espécies de Enterococcus 21 5.9 13,7 3.4 9,5 30,8
Espécies de Streptococcus 12 3.4 - 2.9 5,2 16,7
Espécies de Gram-negativas 148 41,4 - 50,0 38.8 150,0

A Tabela 3, mostra a distribui¢cdo de clones de Staphylococcus na América Latina,
onde o Brasil se destaca por apresentar a maior variedade de clones comparado aos outros
paises (RODRIGUEZ-NORIEGA; SEAS, 2010).

Tabela 3. Retirada do artigo Padrdo de mudanga de clones de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina na América Latina: implica¢oes para a pratica clinica na regido,
mostra a distribui¢io dos clones de MRSA na América Latina (RODRIGUEZ-NORIEGA;
SEAS, 2010).

Clones de MRSA circulantes na América Latina, identificados desde 2000.

Paises Clones

Brasil NY/J, Br, H, P, C, OSPC, USA300, USA800, WAI.
Paraguai C, Br

Uruguai Br, U, UR6, MW2, USA600, USA800, USA1100
Argentina C,Br, P

Chile C, Br

Peru Br, USA800, USA300

Equador Br, USA300

Colombia C, Br, P, I, USA300

Costa Rica USA300, USA800

México NY/J,M

Venezuela C, USA300

Trindad e Tobago CMRSA-6



Legenda: Br: Brasileiro e varientes; C: Cordobés/Chileno; CM: CMRSA-6 (Canadense);
H: Hungaro; I: relacionado ao Ibérico; M: Mexicano; MW2: relacionado ao MW2; NY/J:
relacionado ao Nova lorque/Japao; OSPC: Oceania Sudeste do Pacifico; P: relacionado ao
Pediatrico; U: hospital uruguaio; UR6: surto em comunidade no Uruguai; WA1: Australia
Ocidental.

2.3. Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) e MRSA: mecanismos de
resisténcia

Em 1928 Alexander Fleming descobriu a penicilina através de seus experimentos
com Staphylococcus aureus. Fleming notou que uma de suas amostras havia sido
contaminada com um mofo e que ao redor deste nao havia crescimento de S. aureus. O
cientista britanico comegou entdo a pesquisar sobre o mofo, oriundo do fungo Penicillium,
e concluiu que o mesmo secretava uma substancia que destruia as bactérias. No entanto, a
penicilina so6 foi isolada em 1938 na Inglaterra por Ernst B. Chain e Howard W. Florey, que
extrairam um poé marrom do cultivo do bolor e testaram em 80 tipos de bactérias,
comprovando sua eficicia. Apos dois anos, em 1940, a penicilina foi utilizada pela
primeira vez no homem (NOSSA CAPA, 2009). Um ano apds a liberagdo da penicilina
semi-sintética no mercado, em 1961, foi registrado o primeiro caso de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) (ANVISA, 2017). Apods esse registro o MRSA tornou-se endémico em
muitos hospitais (SIMOR, 2001), e em meados de 1990, a oxacilina, pertencente a mesma
classe de antibidtico que a meticilina, foi selecionada e utilizada para o tratamento das
infecg¢des hospitalares (CDC, 2000).

Os Staphylococcus, independente de serem coagulase negativa ou positiva,
apresentam um alto grau de resisténcia aos antibidticos, principalmente a benzilpenicilina
ou penicilina G. Assim, criou-se a penicilina semi-sintética que ¢ munida de radicais que as
protegem contra a acdo das P-lactamases. No entanto, essas bactérias possuem uma
capacidade elevada em adaptar-se a pressdo seletiva dos antibidticos e tornaram-se
resistentes a estas drogas também (ROBINSON; ENRIGHT, 2003). Com isso, pacientes
que apresentavam cepas de SCoN resistentes a oxacilina ou meticilina passaram a
apresentar quadros clinicos graves, ja que as drogas utilizadas ndo estavam desempenhando
sua fungdo com eficacia. Isso levou pesquisadores a elucidar possiveis mecanismos de
resisténcia para que o tratamento dessas bactérias fosse eficaz (ALCARAZ et al., 2003).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia em SCoN sdo idénticos em S. aureus,
no entanto, a resisténcia mediada pelo gene mecA ¢é expressa em baixos niveis quando
comparada com o0 MRSA, dificultando sua detec¢ao (LIVERMORE, 2000). A resisténcia a
oxacilina pode ser detectada através de técnicas fenotipicas como a DNase, E-Test e disco
de difusdo ou através de técnicas genotipicas como a PCR que ¢ considerada o padrao ouro
na deteccdo do gene mecA (ROSA, 2008). Os SCoN e MRSA possuem diversos
mecanismos de resisténcia a antibioticos, os quais destacam-se os mais importantes como a
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producao do gene mecA, PBPs (Penicillin Binding Protein), B-lactamase, slime (fator de
viruléncia dos SCoN, pois permite a aderéncia das bactérias em superficies lisas)
(VUONG; OTTO, 2002), plasmideos e transposons. Assim, os genes que conferem
resisténcia sdo facilmente passados de uma linhagem para outra através da conjugacao
bacteriana (ALVES; LEMOS, 2007).

Para destruir a bactéria, muitos antibidticos se ligam as PBPs para inativa-las. Essas
proteinas fazem parte da construgdo da parede celular dos microrganismos, € sem a mesma
a bactéria ndo consegue manter a integridade da parede celular e morre. Enquanto as cepas
estafilococicas normalmente usam trés PBPs, 1, 2 e 3, na sintese de suas paredes celulares,
os Staphylococcus resistente a meticilina ou oxacilina (MRSA) tem uma PBP
complementar, a PBP 2’ ou PBP 2a. Assim, na presenca do gene mecA a célula pode
crescer ¢ se multiplicar na presenca de oxacilina e outros B-lactamicos (LIVERMORE,
2000).

O gene mecA ¢ de origem cromossomica. Este apresenta dois complexos
fenotipicos, o induzivel que € associado a presenca do plasmideo e contém o operon bla da
B-lactamase e possui um locus contendo os genes mecl e mecRl que se assemelham aos
genes blal e blaRl da B-lactamase. E o constitutivo que converte o fenotipo induzivel para
constitutivo quando ha perda ou eliminacdo do plasmideo da B-lactamase (MACHADO,
2007). O gene mec esta localizado na regido do cassete cromossomico estafilococico (SCC)
e 11 tipos de SCCmec ja foram caracterizados até agora (ITO et al., 2001). O MRSA
adquirido no hospital (HA-MRSA) e o MRSA adquirido na comunidade (CA-MRSA) sdo
distinguiveis baseados nas suas caracteristicas epidemioldgicas, fenotipicas e genotipicas
(JENKINS et al., 2009). Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para a tipagem de isolados
de MRSA, como a eletroforese de campo pulsado (PFGE), Multilocus Sequence Typing
(MLST), cassete cromossomico estafilococico mecA (SCCmec), tipagem coa, tipagem do
gene spa através do sequenciamento de proteina A de estafilococos altamente polimorfica,
da regido hipervaridvel associada a mec (dru), e do gene acessorio regulador (agr)
(FATHOLAHZADEH et al., 2008; WANG et al., 2012).

A resisténcia a oxacilina tem sido associada com as variantes clonais do gene
SCCmec que € composto por 5 subtipos diferentes do mesmo, variando entre 20 e 68 kb
(APPELBAUM, 2007). As cepas HA-MRSA geralmente possuem o SCCmec subtipo II,
enquanto que as cepas CA-MRSA apresentam o SCCmec subtipo IV (WEBER, 2005).
Outra caracteristica molecular para distinguir CA-MRSA de HA-MRSA ¢ a presenga do
gene pvl em cepas CA-MRSA (VANDENESCH et al., 2003; WEBER, 2005). A toxina
Panton-Valentine Leukocidin (PVL) nao ¢ a unica produzida pelo MRSA, j& que diferentes
cepas possuem uma ampla producdo de diferentes toxinas como a toxina-1 da sindrome do
choque toxico (TSST1), enterotoxina B ou C estafilococica, a-hemolisina e os moduladores
soluveis em fenol (PSMs) (MAEDA et al., 2016).

O sistema regulador agr € o responsavel pela expressao de diversas toxinas, como a
a-hemolisina e PSMs, que estao mais presentes em CA-MRSA. Os genes que expressam a
producao de toxinas sdo mais comuns em CA-MRSA do que em HA-MRSA e as cepas

7



adquiridas na comunidade tendem a ser mais virulentas do que as cepas adquiridas em
hospital (DIEP; OTTO, 2008). Nos pacientes que apresentam bacteremia por MRSA, a
presenga de genes que codificam a TSST1 e a enterotoxina estafilocdcica estdo associados
com um risco crescente de mortalidade (MAEDA et al., 2016).

A deteccao de resisténcia a oxacilina em Staphylococcus € importante para guiar a
terapia e prevenir que os pacientes sejam tratados com vancomicina sem necessidade, que €
um antimicrobiano que possui complicagdes terapéuticas e pode levar a selecdo de cepas
resistentes (MARSHAL et al., 1998).

2.4. Infeccoes hospitalares em Unidade de Terapia Intensiva neonatal

Segundo a ANVISA, o conceito de infeccdo hospitalar da-se por uma infec¢ao
adquirida apds a admissdo do paciente no hospital, a qual manifesta-se durante a internagao
ou apds a alta e pode estar relacionada com procedimentos hospitalares ou com a
internagdo. No Brasil, considera-se contaminagdo a presenga de microrganismos
transitorios em superficie sem a invasao do tecido ou relagdo de parasitismo. Ja a infeccao,
¢ decorrente da invasdo, multiplicacdo e acdo dos agentes infecciosos e seus produtos
toxicos no hospedeiro, havendo interacdo imunologica. E a colonizagdo ¢ o crescimento e
multiplicacdo de um microrganismo em superficies epiteliais do hospedeiro, sem a presenca
de expressao clinica ou imunologica (ANVISA, 2005).

No entanto, para que ocorra a transmissao da infec¢ao no ambiente hospitalar sao
necessarios trés elementos, as fontes de infecgdes que podem ser os pacientes, funcionarios
e os visitantes (ocorre com baixa frequéncia). Os hospedeiros susceptiveis que sao
principalmente pacientes imunossuprimidos como recém-nascidos, imunodeficientes ou
pacientes em quimioterapia, € os meios de transmissao que podem ser de amplo espectro
como o contato, as goticulas, a transmissdo aérea, os vetores e veiculo comum (agua,
alimentos, medicamentos ou equipamentos) (CALIL et al., 2015).

As agdes preventivas devem ser baseadas no agente transmissor, no entanto,
existem itens padroes que devem ser seguidos como a higienizacdo da maos (uso de
solucao alcodlica 70%), uso de luvas, acomodacdes dos pacientes (prevencao de
transmissao por contato), transporte (barreira apropriada para cada paciente), mascara e
protecao ocular ou facial, aventais, sapatos e propés (protecdes do profissional da saude),
equipamentos e artigos (materiais perfurocortantes descartados adequadamente), roupas
com lavagem adequada para a descontaminagdo, pratos, talheres e copos (calor e detergente
sao eficazes na descontaminagdo) e a limpeza de rotina e terminal (realizada nos
equipamentos) (CDC, 2002; GARNER, 1996). Independentemente dos fatores de risco do
paciente ou da doenga, as precaucdes padrdes (evitar contato com fluidos corporais em
geral) sdo recomendadas para serem usadas com todos os pacientes pelos profissionais da
saude (APECIH, 2001).



Recém-nascidos que recebem cuidados na UTI neonatal correm um risco maior de
terem infecgdes nosocomiais por apresentarem um sistema imune precario e devido a varios
exames invasivos e procedimentos terapéuticos (MANZONI et al., 2013). Alguns estudos
tém mostrado que as taxas de infecgdes nosocomiais em UTIs neonatais variam de 8.7% a
74.3% (ABDEL-WAHARB et al., 2013; CURA et al., 2016; URZEDO et al., 2014). Assim,
as infec¢des no periodo neonatal podem ser classificadas como infecgdes precoces, cuja
manifestacdo clinica ocorre até 48 horas, ou infecgdes tardias, cuja manifestacao clinica
ocorre acima de 48 ou 72 horas (ANVISA, 2005). Na UTI pediatrica as principais infecgoes
observadas sdo as de corrente sanguinea e as pneumonias, enquanto que na UTI de
pacientes adultos a infec¢do mais comum observada ¢ a do trato urinario (EMORI et al.,
1995).

Nos Estados Unidos, a incidéncia de infec¢cdes em UTI neonatal, por estafilos
resistentes, aumentaram mais de 300% de 1995 até¢ 2004 (LESSA et al., 2009). A
Organizag¢ao Mundial da Satde (OMS) estima que mais de 1 milhdo de mortes de neonatos
anualmente ¢ devido a infec¢des severas e a maioria € causada por sepse ou pneumonia
(QAZI; STOLL, 2009). A taxa de incidéncia de sepse neonatal varia entre 1 ¢ 5 casos por
mil nascimentos em paises desenvolvidos, mas esta taxa aumenta em paises em
desenvolvimento, variando entre 49 e 170 casos por mil nascimentos (THAVER; ZAIDI,
2009).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Caracterizar o perfil epidemiolégico e molecular de Staphylococcus spp. da Unidade

de Terapia Intensiva Neonatal em um Hospital publico da cidade de Dourados/MS.

3.2. Objetivos Especificos

Identificar o gene mecA relacionado a resisténcia antimicrobiana a meticilina;
Analisar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos Staphylococcus spp. de um
Hospital publico da cidade de Dourados/MS.



4. METODOLOGIA
4.1. Coleta e analise de amostras

As amostras provenientes de hemocultura e ponta de cateter, foram coletadas em
um Hospital publico na cidade de Dourados/MS entre Agosto de 2016 a Agosto de 2017 e
plaqueadas em meio Agar Sangue por 24 hs a 37 °C e acondicionadas em geladeira a 4 °C.
Posteriormente, as amostras foram analisadas pelo Vitek® (BioMérieux) sistema
automatizado responsavel por realizar a identificacdo das espécies bacterianas e pelo
Phoenix™™ responsavel por realizar a identificagdo e susceptibilidade aos antibidticos. As
mesmas foram coletadas e levadas para o Laboratorio de Pesquisa em Ciéncias da Saude
(LPCS) na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). No LPCS as amostras
coletadas foram repicadas em criotubos contendo 2 mL de caldo Brain Heart Infusion 2x
(BHI) glicerinado e colocadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo as
amostras foram acondicionadas em freezer a -20 °C para posterior uso e analises. Como
critério de inclusdo, utilizou-se somente amostras que apresentaram perfil de resisténcia a
oxacilina. Foi utilizado como critério de exclusdo as amostras do mesmo paciente, amostras
indigenas, amostras de pacientes com idade superior a 29 dias e casos de culturas positivas
com internacao inferior a 48 horas de admissao.

4.2. Protocolo de Extraciao de DNA

Para a extracdo de DNA, a metodologia foi baseada no protocolo de Sambrook et al.
(2012), com algumas adaptacdes. Foram utilizados 1.5 mL da cultura e centrifugado por 2
minutos a 14.000 rpm. Em seguida o pelete foi ressuspendido em 600 pl de T.E 1x e foram
adicionados 30 pl de SDS a 20% e 3 ul de proteinase K a 2 mg/mL. As amostras foram
incubadas em estufa por 2 horas a 37 °C sem agitacdo. Apds esse periodo, 500 ul de fenol
cloroférmio foram adicionados e as amostras foram passadas no vortex e centrifugadas por
10 minutos a 14.000 rpm. Houve a formacao de duas fases, da qual foram coletados 500 pl
da fase superior e transferidos para um novo tubo de 1.5 mL. Foram adicionados 10 pl de
NaCl a 5 M, 1 mL de etanol absoluto gelado para a precipitagao e incubados a -20 °C por 2
horas. Apos a incubacdo as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e 1 mL de alcool 70% foi usado para precipitar cada amostra,
as quais foram submetidas a uma nova centrifugacdo de 10 minutos a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 50 pl de T.E 1x para ressuspender o DNA.
Finalizada a extragdo de DNA, cada amostra teve seu DNA quantificado e qualificado pelo
BioDrop®.
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4.3. Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR) para o gene mecA e Eletroforese
em gel de agarose

As reacdes da PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas conforme os
parametros e primers descritos por Azimian et al. (2012) (os primers utilizados neste estudo
foram sintetizados pela empresa Sigma), com modificagdes: 2.5 pl de tampao [1x], 1.25 ul
de cada primer [0.5 uM], 0.5 de DNTP [200 uM], 1.25 ul de MgCl, [2.5 mM], 0.25 pl de
Taq [0.1 U/ ul], 14.0 pl de agua estéril e 4.0 ul de DNA, totalizando uma reacao final de 25
ul. As condi¢des utilizadas para a realizacdo da PCR foram as seguintes: 94 °C por 5
minutos, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 57 °C por 45 segundos e 72 °C
por 30 segundos e uma extensao final de 72 °C por 5 minutos. Para o preparo do gel de
agarose foram utilizados 90 mL de TBE 0.5x e 1.35 g de agarose. Foram aplicados em cada
poco do gel 2 ul do DNA amplificado através da técnica de PCR, 2 ul de tampao de corrida
e 2 ul de GelRed. A corrida foi realizada a 80 V por 110 minutos e o gel foi visualizado no
fotodocumentador.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a extracdo de DNA, realizagdo da PCR e da eletroforese em gel de agarose
para identificagdo do gene mecA, foi possivel concluir que do total de 69 amostras, 49
foram positivas para a presenga do gene mecA e 20 (29%) ndo apresentaram o gene em
questao (Figura 1), ou seja, 71% dos isolados possuem resisténcia a algum antimicrobiano
testado. Esta aquisi¢do da resisténcia pode ser explicada pela pressao seletiva causada pelo
uso, muitas vezes inadequado, de antibidticos de amplo espectro, como mencionou
Bannerman et al. (2003) em seu estudo com Staphylococcus.

Segundo Pereira et al. (2014), a presenca do gene mecA foi identificada em 21
(17.6%) amostras, de um total de 119 amostras, da UTI neonatal também utilizando a
técnica da PCR. Shoja et al. (2009), também identificou a presenca do gene mecA em seu
estudo com prevaléncia de 89%, enquanto que este estudo observou uma prevaléncia de
71% das amostras contendo o gene mecA. A escolha do gene mecA para este estudo
fundamentou-se em artigos que trazem o mesmo como um excelente marcador molecular
na identificacdo de resisténcia a classe das penicilinas.
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Figura 1. Gel de agarose corado com GelRed demonstrando o produto de PCR com
amplificacdo correspondente ao gene de resisténcia mecA com 583 pb de algumas amostras
avaliadas. Coluna 1: marcador de peso molecular de 1000 pb; coluna 2: controle positivo de
583 pb; colunas 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11: amostras que nao apresentaram o gene mecA; colunas 7,
10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19: amostras que apresentaram o gene mecA; coluna 20:
controle negativo.

Durante o periodo avaliado, foram isoladas 69 amostras bacterianas, 40 (58%) do
sexo masculino e 29 (42%) do sexo feminino, destas as mais prevalentes foram S.
epidermidis 40 (57,97%), S. haemolyticus 19 (27,53%), S. saprophyticus 4 (5,80%), S.
capitis 2 (2,90%) e S. aureus, S. hominis, S. warneri e S. chromogenes, cada um com
apenas 1 (1,45%) amostra (Quadro 1). O S. epidermidis foi o isolado mais frequente de
amostras sanguineas deste estudo. Ertugrul et al. (2016), analisou 126 amostras sanguineas,
provenientes da UTI neonatal e conclui que 20,7% eram infecgdes causadas por S.
epidermidis, sendo estes os microrganismos mais prevalentes de seu estudo. Auriti et al.
(2003), relatou que os microrganismos isolados com maior frequéncia na UTI neonatal
foram os SCoN com 25% de incidéncia. Ja este estudo, detectou que a presenga de SCoN
(S. epidermidis, S. haemolyticus, S.saprophyticus, S. capitis, S. hominis, S. warneri e S.
chromogenes) (MACHADO, 2007; SINGHAL et al., 2006) foi de aproximadamente
98,55% (68 amostras), onde o S. epidermidis foi o mais prevalente, com 57,97%, enquanto

12



que o S. aureus foi de apenas 1,45% (1 amostra) do total de amostras analisadas. No
entanto, Zhou et al. (2016), relatou que de 64 amostras sanguineas, provenientes de
neonatos, 24 (37,5%) eram S. aureus e apenas 6 (9,4%) eram S. epidermidis.

Os principais sitios de culturas foram hemocultura 54 amostras (78,26%) e ponta de
cateter 15 amostras (21,73%). Ertugrul et al. (2016); Reichert et al. (2016); Zhou et al
(2016), utilizaram como principal sitio de cultura a hemocultura, pois através dos
procedimentos invasivos que o neonato ¢ submetido, os microrganismos que colonizam a
pele, como os Staphylococcus, podem ir para a corrente sanguinea. Uma outra maneira dos
pacientes que sdo submetidos a procedimentos invasivos adquirirem uma infeccao ¢ atraveés
da formacao de biofilme nos cateteres pelos Staphylococcus, sendo o S. epidermidis o
microrganismo mais encontrado em biofilmes (VUONG; OTTO, 2002).

Quadro 1. Identificagdo da presenca ou auséncia do gene mecA em amostras da Unidade
de Terapia Intensiva neonatal, com distin¢a@o do tipo de cultura analisada, sexo do neonato e
os tipos de microrganismos identificados.

Tipo de Sexo Microrganismos (Staphylococcus)
Cultura
H C|[M]|F S. S. S. S. S. S. S. S.
epidermidis | haemolyticus | saprophyticus | capitis | aureus | hominis | warneri | chromogenes
Mect+ | 36 | 13 [ 30 [ 19 32 12 2 1 1 1 -
Mec- | 18 | 2 [ 10 [ 10 8 7 2 1 1 1
Total 69

H: hemocultura; C: ponta de cateter.

Com relagdo ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos os testes foram feitos
para as seguintes classes, penicilinas, aminoglicosideos, macrolideos, oxazolidinonas,
lincosaminas, sulfonamidas, tetraciclinas, glicopeptideos, lipopeptideos ciclicos,
ansamicinas e estreptograminas, onde pode-se observar que a maior prevaléncia de
resisténcia bacteriana foi entre 4 classes de antimicrobianos (penicilinas, aminoglicosideos,
macrolideos e sulfonamidas) com 27 amostras (39,13%), seguido de 5 a 8 classes com 20
amostras (28,99%), 3 classes com 15 amostras (21,74%), 1 classe com 5 amostras (7,24%)
e 2 classes com 2 amostras (2,90%) (Tabela 4 ¢ Quadro 2). A partir dos resultados obtidos
quanto ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos, cada antibidtico foi classificado em sua
respectiva classe, segundo a ANVISA. As classes de antimicrobianos, descritas no texto
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abaixo, foram contadas e separadas com relagdo ao perfil de resisténcia 1,2, 3,4 ede 5Sa 8,
com resisténcia a 1, 2, 3, 4 ou de 5 a 8 classes de antimicrobianos, respectivamente
(Quadro 2).

Tabela 4. Perfil de resisténcia das 69 amostras analisadas com relagdo a cada classe
antimicrobiana testada no Hospital ptiblico de Dourados/MS.

Classes dos antimicrobianos N° de amostras (%)
Penicilinas 69 (100%)
Aminoglicosideos 49 (71,0%)
Macrolideos 48 (69,56%)
Sulfonamidas 48 (69,56%)
Lincosaminas 27 (39,13%)
Ansamicinas 16 (23,18%)
Tetraciclinas 8 (11,59%)
Estreptograminas 1 (1,45%)

Quadro 2. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em relagdo as classes de antibidticos
que cada microrganismo se encaixou de acordo com a andlise dos resultados fornecidos
pelo PHOENIX™ e VITEK® do Hospital publico de Dourados/MS.

Classes 1 2 3 4 5-8

N° de amostras 5 2 15 27 20

% de amostras | 7,24% | 2,90% | 21,74% | 39,13% | 28,99%

Classe 1: resisténcia a um unico antimicrobiano; classe 2: resisténcia a dois
antimicrobianos; classe 3: resisténcia a trés antimicrobianos; classe 4: resisténcia a quatro
antimicrobianos e classe de 5-7: resisténcia de cinco a sete antimicrobianos.

A classe das penicilinas compde a penicilina, meticilina, oxacilina e ampicilina;
aminoglicosideos compde a gentamicina e estreptomicina; macrolideos compde a
eritromicina e azitromicina; oxazolidinonas compde a linezolida; lincosaminas compde a
clindamicina; sulfonamidas compde o sulfametoxazol e sulfadiazina; tetraciclinas compoe a
tetraciclina e minociclina; glicopeptideos compde a vancomicina e teicoplanina;
lipopeptideos ciclicos compde a daptomicina; ansamicinas compde a rifampicina; e
estreptograminas compoe a quinupristin/dalfopristin (ANVISA, 2017).

Um total de 62 (89,85%) amostras, possuem resisténcia a pelo menos 3 classes de
antimicrobianos (penicilinas, aminoglicosideos, sulfonamidas ou macrolideos), o que os
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tornam isolados multirresistentes. Segundo Falagas et al. (2006), o conceito de bactérias
multirresistentes da-se pelo fato das bactérias apresentarem resisténcia a 3 ou mais classes
de antimicrobianos quando submetidas aos testes de resisténcia in vitro. Para elucidar os
mecanismos de resisténcias adotados pelos isolados analisadas neste estudos, outras
analises devem ser conduzidas. Além da resisténcia conferida pelo gene mecA, os
Staphylococcus podem apresentar resisténcia do tipo bordeline, onde as Concentragoes
Inibitérias Minimas (MIC) de oxacilina encontram-se préximas ao ponto de corte. Isto pode
ser devido a hiperproducao de B-lactamase ou modificagdes nas proteinas de ligacdo de
penicilina (PBPs 1, 2 e 4); ou resisténcia aos glicopeptideos devido a um espessamento da
parede celular bacteriana, mas este € um mecanismo que ainda nao esta claro (ANVISA,
2017).

6. CONCLUSAO

Ainda ha poucos relatos sobre infecgdes hospitalares, em UTI neonatal, causadas
pelos Staphylococcus spp. no Brasil, o que se faz necessario o estudo de prevaléncia e
epidemiologia para este setor em especifico. Assim, atentando-se a frequéncia e aumento de
infec¢des causadas por Staphylococcus spp. resistentes em pacientes hospitalizados, o
estudo tracou o perfil de resisténcia bacteriana e epidemioldgico. Isso pode contribuir para
acOes preventivas no controle de infec¢des hospitalares provocadas por microrganismos
multirresistentes, oportunizando melhor prestacao de cuidados aos pacientes e promovendo
o inicio da terapia antimicrobiana adequada.
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