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RESUMO

A oxacilina € a principal droga de escolha no tratamento das infec¢des causadas por S.
aureus. Contudo, a resisténcia a esta droga tem se tornado um grande problema nas tdltimas
décadas. O objetivo deste estudo foi verificar as taxas de resisténcia a oxacilina em amostras
de S. aureus provenientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP e a comparacio de métodos fenotipicos com o método padrio ouro (detecgcdo do gene
mecA) na detec¢do de amostras MRSA. Um total de 102 amostras previamente isoladas no
periodo de 2002 a 2006 e estocadas na Colecdo de Culturas do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, foram analisadas quanto a
resisténcia a oxacilina por meio da técnica de difusdo da droga em dgar com disco de
oxacilina e cefoxitina, teste de triagem em Agar Mueller-Hinton com 6 ug/mL de oxacilina e
4% de NaCl, E-test e deteccdo do gene mecA. Das amostras estudadas, 46 (45,1%) foram
positivas para o gene mecA. A sensibilidade obtida para o disco de oxacilina foi de 86,9%,
com 91,1% de especificidade. O disco de cefoxitina apresentou sensibilidade de 91,3% e
especificidade de 91,1%. O método de triagem apresentou os mesmos valores de
sensibilidade (91,3%) e especificidade (91,1%) verificados no método do disco de cefoxitina.
A fita de E-test mostrou melhor taxa de sensibilidade, com 97,8% e a mesma especificidade
encontrada nos outros métodos (91,1%). Das amostras estudadas, 93% foram produtoras de [3-
lactamase, sendo 05 destas negativas na detec¢do do gene mecA. Verificou-se um aumento
gradativo no nimero de amostras resistentes a oxacilina no periodo de 2002 a 2004,
entretanto, de 2004 a 2006 os resultados revelaram uma reducdo no nimero de amostras
resistentes, de 55% de MRSA em 2004 para 45% em 2005 e 34,6% em 2006. Os dados
revelaram que o E-test obteve melhores resultados, com alta sensibilidade comparada aos
outros métodos. A diminui¢do da taxa de resisténcia nos ultimos anos pode ser explicada pelo

uso racional de antimicrobianos associado as boas praticas de controle de infeccdo hospitalar



ou a diminui¢do do uso da oxacilina como op¢do de tratamento.
ABSTRACT

Oxacillin is the main drug of choice for the treatment of S. aureus infections.
However, S. aureus resistance to oxacillin has become a major problem in the past decades.
To assess the rates of oxacillin resistance in S. aureus samples obtained at the Botucatu
Medical School Hospital - Sao Paulo State University/UNESP, Brazil, and to compare
phenotypic techniques for the detection of MRSA against the gold standard method (mecA
gene detection) in these samples. A total of 102 samples, previously isolated between 2002
and 2006, and kept at the Culture Collection of the Department of Microbiology and
Immunology, Botucatu Institute of Biosciences, Sao Paulo State University/UNESP, Brazil
were included. Oxacillin resistance was assessed by oxacillin and cefoxitin disk diffusion and
agar dilution tests, screening tests using Mueller-Hinton agar with 6 ug/mL of oxacillin and
4% of NaCl, E-test, and mecA gene detection. Of the samples analyzed, 46 (45.1%) were
mecA-positive. Oxacillin disk sensitivity and specificity were 86.9% and 91.1%, respectively.
Cefoxitin disk sensitivity and specificity were 91.3% and 91.1%, respectively. The screening
test showed same level of sensitivity (91.3%) e specificity (91.1%) found with the cefoxitin
disk. With E-test strips, sensitivity was higher (97.8%) and specificity was comparable to that
found with the other methods (91.1%). Ninety-three percent of the samples produced B-
lactamase, and 05 of them were mecA-negative. There was a gradual increase in the number
of oxacillin-resistant S. aureus samples between 2002 and 2004. However, from 2004 to
2006, the number of resistant samples dropped from 55% of MRSA in 2004, to 45% in 2005
and 34.6% in 2006. The data obtained reveal that, among phenotypic methods, E-test yielded
the best results, with higher sensitivity levels when compared to the other methods. The
decreased resistance rate observed over the last years may be explained by the rational use of

antimicrobial agents associated to good practices in the control of hospital infection, or may



be related with the diminished use of oxacillin as a treatment option.

X1



1. INTRODUCAO

Dentre as inimeras doencas causadas por bactérias, as infeccdes causadas pelo género
Staphylococcus sdo de grande importdncia para a saide humana e animal. Staphylococcus
aureus € capaz de causar em humanos intoxica¢des alimentares, pneumonias, bacteremias,
impetigo, foliculite e osteomielite. Em animais pode ser causa de mastites, artrites, e
infeccdes do trato urindrio. ' S. aureus é o agente mais comum de bacteremia nos E.U.A. % e é
descrito na Inglaterra e Pais de Gales como a segunda maior causa de bacteremia nosocomial,
precedido apenas por Escherichia coli. >

Além da importincia como patégeno envolvido em infecgdes nosocomiais, a
freqiiéncia de infeccdes comunitrias causadas por esse microrganismo tem aumentado nos
dltimos anos * o que denota ainda mais a importincia deste patégeno. Juntamente com este
fato, a resisténcia a antibidticos tem também aumentado com o passar dos anos. Segundo
Livermore, * em revisdo sobre a resisténcia do género Staphylococcus a antibidticos, em 1944,
quando surgiu a penicilina, mais de 94% das amostras eram suscetiveis a esta droga. Na
década de 50, este nimero caiu pela metade e atualmente cerca de 80% a 90% das amostras
sdo resistentes.” Dados similares sdo verificados no Brasil ® ¢ de acordo com os dados da
Comissdo Permanente de Controle de Infec¢do Hospitalar (CPCIH) do Hospital das Clinicas
(HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), 90% das amostras de S. aureus também
sdo resistentes a essa droga.

O emprego da meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas, tais como a oxacilina e a
meticilina resistentes a acdo de penicilinases, iniciado em 1959, representou uma etapa
significativa na terapia antiestafilocécica. O primeiro relato de resisténcia a meticilina se deu
em 1961, pouco tempo apés o inicio do uso desta.” No Reino Unido, o primeiro relato de

resisténcia a esta droga se deu em 1962, espalhando-se para vérios hospitais europeus e



posteriormente, de todo o mundo.® Segundo os mesmos autores, o grande problema na
resisténcia a meticilina estd no fato que infec¢des causadas por S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) sdo dificeis de serem tratadas, sendo em alguns casos suscetiveis apenas a
glicopeptideos e drogas experimentais. Atualmente, a resisténcia de Staphylococcus a
meticilina é uma problema de proporg¢des globais, com estudos sobre o assunto realizados por
toda a Europa, Africa, América e Asia demonstrando a prevaléncia dos MRSA sobre os
isolados suscetiveis 2 meticilina.” O mesmo autor ainda cita que no continente europeu a taxa
de MRSA varia de 1% nos paises escandinavos a 80% na Itélia, Grécia e Franca.

Cuevas et al '* em um exaustivo estudo envolvendo 143 hospitais da Espanha,
avaliaram a resisténcia de Staphylococcus spp. a diversos antimicrobianos, com taxas de
resisténcia para a oxacilina de 31,7% em S. aureus, resisténcia a eritromicina de 31,7% e

16,9% a gentamicina. Com relacdo a penicilina, S. aureus demonstrou resisténcia em 89% das

amostras.

o

Em um estudo realizado na Finlandia, a incidéncia de S. epidermidis resistente
meticilina aumentou de 28% em 1983 para 77% em 1994. Em outros paises, também ¢
relatado aumento significativo no isolamento de cepas MRSA de origem nosocomial. Nos
EUA, por exemplo, de uma porcentagem de 2,4% em 1973 esta aumentou para 35% em 1996;
na Alemanha, de uma taxa de 1,7% em 1990 apresentou em 1995 8,4% das amostras de S.
aureus nosocomiais resistentes a meticilina.’

Diversas amostras de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina foram descritas
provenientes de cateteres. Em avaliagio realizada por Bouza et al '' para avaliagdo das
caracteristicas da microbiota encontrada em cateteres provenientes de vdrias regides da
Europa; das amostras de S. aureus isoladas, um total de 40% apresentou resisténcia a
oxacilina.

No Brasil, calcula-se que a freqii€ncia de resisténcia a oxacilina seja alta entre as



amostras de S. aureus principalmente em hospitais de grande porte e universitarios. Estudos
realizados no Hospital Sdo Paulo da Escola Paulista de Medicina Ze Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (MG) descreveram taxas da ordem de 50%."* Estas cepas
diferenciam-se das sensiveis a oxacilina (MSSA) ndo apenas por caracteres fisioldgicos, mas
também nos perfis de sensibilidade. As amostras MRSA s3o normalmente resistentes aos

demais [-lactdmicos, macrolideos, aminoglicosideos, cloranfenicol, quinolonas e

14,15 16

tetraciclina. Com base em observacdes in vitro, o CLSI preconiza que oS
Staphylococcus resistentes a oxacilina, devem ser reportados como resistentes a todos os f3-
lactamicos, incluindo cefalosporinas e carbapenens.

O aumento de amostras resistentes a meticilina deixa poucas alternativas para o
tratamento das infec¢Ges causadas por estes patogenos. Uma das drogas de escolha tem sido a
vancomicina, porém ja sio relatados casos de suscetibilidade reduzida e resisténcia a esta. Em
2002, no Estado de Michigam nos E.U.A. foi encontrada a primeira amostra de S. aureus
resistente a vancomicina (VRSA, CIM > 16 pg/mL ), isolada de cateter proveniente de um
paciente portador de diabetes, faléncia renal e doenga vascular. A concentragdo minima
inibitdéria para esta amostra foi de >128 pg/ml, muito acima dos niveis aceitos pelo NCCLS
como suscetiveis. O isolado além de apresentar resisténcia a vancomicina, também apresentou
resisténcia a oxacilina, porém se mostrou suscetivel ao cloranfenicol, linezolida, minociclina,
quinupristina/dalfopristina, tetraciclina e trimetoprim/sulfametoxazol."’

Em outro relato de caso, desta vez na Pensilvania (E.U.A), foi isolado VRSA de
paciente com ulceragdes nos pés e osteomielite. A amostra apresentou MIC de 64 pg/mL. O
isolado continha os genes vanA e mecA, que codificam, respectivamente, resisténcia a
vancomicina e meticilina. O isolado apresentou suscetibilidade ao cloranfenicol, linezolida,
18

minociclina, quinulpristina-dalfopristina, rifampicina e sulfametoxazil-trimetoprim.

Dois anos depois, foi relatado a terceira cepa de VRSA isolada desta vez de



urocultura.” O isolado possuia CIM de 64pg/mL, e novamente era resistente a oxacilina e
suscetivel a rifampicina, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprim, linezolida € minociclina.

No Brasil, Oliveira et al 20 relataram o isolamento de 05 amostras com resisténcia
intermediaria a vancomicina, de um total de 140 amostras MRSA analisadas. Este estudo foi
realizado em um hospital com um total de 178 leitos, localizado na cidade de Sao Paulo. As
amostras que apresentaram resisténcia intermedidria a vancomicina foram isoladas de
pacientes internados na enfermaria de pacientes queimados e da enfermaria de ortopedia. A
CIM obtida destes isolados foi de 8 pg/mL, caracterizada através dos testes de macrodiluicdo,
E-teste e diluicdo da droga em agar.

Outro relato, desta vez em amostras de Staphylococcus coagulase-negativa
provenientes de pacientes sauddveis foi descrito por Palazzo et al. ' Um total de quatro
amostras de Staphylococcus spp. (1 S. epidermidis, 1 S. haemolyticus e 2 S. capitis)
resistentes a vancomicina foram isoladas de trabalhadores de uma escola particular e de um
hospital localizado na regido de Ribeirdo Preto. A concentracdo inibitéria minima que estas
amostras apresentaram quando testadas pela técnica de E-test variou entre 16 pg/mL e >256
ug/mL.

Dado o surgimento de amostras resistentes a vancomicina, relacionada ao fato de que
estas também se apresentam resistentes a meticilina, o melhor conhecimento dos mecanismos
que envolvem a resisténcia a meticilina se faz necessario. A resisténcia a esta droga € uma
caracteristica de carater cromossomal, e codificada por um gene conhecido por mecA, e
regulado por outros dois, que levam os nomes de mecl e mecRI. *? Esses genes estdo
presentes em um elemento genético movel chamado cassete cromossdmico estafilococico mec
(SCCmec). Além dos elementos genéticos mec, responsdveis pela resisténcia a meticilina
estdo presentes os complexos ccr, responsdveis pela incisdo e excisdo do cassete no genoma

23,24

bacteriano, e se dividem em 05 diferentes tipos de cassetes denominados SCCmec 1, 11, 111,



IV,e V.

Para inativar as bactérias, muitos antibidticos se ligam as proteinas ligadoras de
penicilina (PBP) de forma a torna-las inativas. Essas proteinas estdo envolvidas na construcio
da parede celular dos microrganismos e sem a parede corretamente montada, as bactérias nao
podem manter sua integridade e morrem. Enquanto normalmente as amostras de S. aureus
empregam trés proteinas ligadoras de penicilina, PBPs 1, 2 e 3 na sintese da parede celular, os
estafilococos resistentes a meticilina ou oxacilina (MRSA) possuem um PBP suplementar,
PBP 2’ ou PBP 2a. Portanto, quando o gene mecA estd presente, a célula é capaz de crescer na
presenca de oxacilina e de outros -lactamicos. 42

Embora a resisténcia mediada pelo gene mecA esteja presente em todas as células da
populacdo com resisténcia intrinseca, esta pode ser somente expressa por uma pequena
percentagem delas, levando ao que se chama de resisténcia heterogénea. A expressdo de
resisténcia nas linhagens com resisténcia intrinseca tem sido categorizadas em quatro classes
de expressdo fenotipica, classes 1 a 4, com a classe 01 sendo a mais heterogénea e a 04 mais
homogénea. 26

A grande maioria das células (99,9 ou 99,99%) na cultura de linhagens com resisténcia
heterdgenea de classe 01 apresentam concentracio inibitdria minima (CIM) de 1,5 a 3 pg/ml,
mas essa cultura também contém um baixo nimero de bactérias (107 a 10®) que poderiam
formar col6nias mesmo na presenga de 25 pg/ml ou mais de oxacilina. Nas culturas de
linhagens de classe 2, a maioria das células(=99,9%) apresentam CIM de 6 a 12 pug/ml, e
nessas culturas a freqiiéncia de células altamente resistentes (capazes de crescer na presenga
de 25 pg/ml) é maior (10°) do que as linhagens de classe 1.*° As culturas de linhagens de
classe 3 sdo compostas de bactérias (99 a 99,9%) que apresentam altos niveis de resisténcia a
oxacilina (CIM = 50 a 200 pug/ml), mas geralmente possuem uma subpopulacdo (107) de

células altamente resistentes, capazes de formar colonias mesmo na presenca de 300 a 400 pg



de oxacilina/mL. As culturas de classe 4 sdo compostas de células com resisténcia
homogénea, com todas as células apresentando altos niveis de resisténcia, com CIM de 400 a
1000 pg/ml. ¥

Outras modalidades de resisténcia t€ém também sido descritas em linhagens que nio
apresentam o gene mecA e sdo denominadas borderline. A resisténcia borderline pode ser
devido a dois mecanismos, o primeiro seria a inativacdo de oxacilina mediada pela
hiperprodugdo de B-lactamase ** ¢ o segundo & a resisténcia modificada, chamada de MOD-
SA, mediada pela alteracdo das PBPs intrinsecas com afinidade para a oxacilina alterada.”’
Essas modalidades de resisténcia apresentam baixo nivel de resisténcia, CIM de 8 pg/ml. *

Os testes de triagem para a deteccdo de amostras suscetiveis ou resistentes a oxacilina
sao de fundamental importincia, uma vez que ji foram relatados casos de resisténcia a
vancomicina, restando poucos antibidticos para a profilaxia destas infecgdes. A resisténcia a
oxacilina tem sido um grande problema na terapéutica dos estafilococos, principalmente
devido ao fato da expressdo heterogénea da resisténcia a oxacilina. *

A resisténcia a oxacilina pode ser detectada através de inimeros métodos fenotipicos e
genotipicos, tais como difusdo em discos com oxacilina e cefoxitina, diluicdo em caldo, E-
test, aglutinagdo em latex e PCR; sendo os métodos genotipicos considerados padrdo ouro
para a detecgdo de resisténcia a oxacilina em estafilococos. Embora os métodos genotipicos
possuam alta sensibilidade e especificidade, ndo sido acessiveis a todos os laboratdrios de
microbiologia. Os métodos de referéncia preconizados pelo CLSI para a deteccdo de
resisténcia a oxacilina em S. aureus incluem a determinag¢do da CIM pelo método de diluicio
da droga em dgar ou em caldo, o método de difusd@o com disco, o teste de triagem com &agar
Mueller-Hinton (MH) adicionado de 4% de NaCl e 61g/ml de oxacilina e mais recentemente

o teste de difusdo com disco de cefoxitina. 253*3!

Contudo, durante muito tempo diversos métodos fenotipicos que se utilizavam da



oxacilina para avaliar a resisténcia de cepas de S. aureus foram utilizados. Em estudo

realizado por Tveten et al »

o teste de diluicdo em &dgar obteve sensibilidade de 97,6% e
especificidade de 95,4% e o E-test apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de
95,4% demonstrando com estes dados que o E-test pode ser considerado um bom teste
fenotipico para a determinag@o da resisténcia de S. aureus.

Segundo Swenson * em um artigo de revisio sobre novas técnicas de deteccdo de
resisténcia a meticilina, os métodos fenotipicos possuem grande sensibilidade, contudo esta
ndo chega a taxa de 100%. Os mesmos autores ainda afirmam que os testes utilizando discos
de difusdo apresentam baixa sensibilidade, citando taxas que variam de 61 a 88,5%. Estudos
que avaliaram o desempenho da difus@o em disco para a detec¢do de MRSA mostraram que
este método é menos confidvel para linhagens heterogéneas. Os estudos que usaram linhagens
confirmadas com heterogéneas, relataram uma sensibilidade de 61% de um total de 80
linhagens mecA positivas, sendo muitas heterogéneas. Um outro estudo relatou uma
sensibilidade de 88,5% para linhagens de classe 1 (extremamente heterogéneas) e de 96,4%
para linhagens de classe 2.*>

O desempenho do método de triagem em dgar MH suplementado com 4% de NaCl e 6

pg/ml de oxacilina também € dependente do grau de heterogenicidade das linhagens

utilizadas, com valores menores de sensibilidade (< 95%) em estudos com maior nimero de
linhagens heteroresistentes, mas com valores de > 97% relatados por outros estudos. "'
Contudo, trabalhos recentes que avaliaram discos de cefoxitina na deteccdo da
resisténcia a meticilina obtiveram bons resultados, com taxas de sensibilidade em torno de
e 34,35,36,37 . 35 .
100% e especificidade de 99%. Cauwelier et al ~ realizaram trabalho no qual foram
avaliados 155 amostras clinicas de MRSA com relagdo a resisténcia pela meticilina através de

diversos métodos, tais como discos de oxacilina, aglutinacdo em ldtex e teste de triagem,

obtendo no teste com discos de cefoxitina sensibilidade de 100% e especificidade de 99%,



enquanto que nos testes com discos de oxacilina estes valores cairam para 91,7% de
sensibilidade.

Com o aumento do numero de amostras de S. aureus resistentes a meticilina,
deixando como tnica alternativa o uso de vancomicina, e inclusive o surgimento de amostras
com niveis de suscetibilidade reduzidos a esta, o estudo dos niveis de resisténcia a meticilina
em amostras de S. aureus provenientes do nosso meio se faz necessario para guiar a terapia e
prevenir que o paciente seja desnecessariamente tratado com vancomicina. Esse estudo tem
como objetivo principal a determinagdo da sensibilidade a oxacilina em amostras de S. aureus
isoladas de pacientes do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu

(FMB) por diferentes métodos indicados para otimizar o isolamento de MRSA.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O Objetivo geral deste trabalho foi determinar a sensibilidade a oxacilina em

amostras de S. aureus isoladas de pacientes do Hospital das Clinicas (HC) da

Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) por diferentes métodos indicados para

otimizar o isolamento de MRSA e a determinagdo da concentragio inibitéria minima a

Eritromicina, Netilmicina, Trimetoprim-Sulfametoxazol, Oxacilina e Vancomicina

pelo método de E-test.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolamento e identificacdo de amostras de Staphylococcus aureus de pacientes do
HC da FMB;

Determinacio de resisténcia a oxacilina em amostras de S. aureus pelo método de
difusdo da droga em dgar com disco de oxacilina e cefoxitina;

Determinacdo de resisténcia a oxacilina em amostras de S. aureus pelo método de
triagem;

Detecc¢do do gene mecA nas amostras de S. aureus estudadas;

Determinacao da producio de B-lactamase em amostras de S. aureus;

Determinacao da hiperprodugao de -lactamase em amostras de S. aureus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras

Foram utilizadas 102 amostras de Staphylococcus aureus previamente isoladas e
estocadas em colecdo de cultura; provenientes de hemoculturas de pacientes internados em
diversas enfermarias do HC da FMB durante os anos de 2002 a 2006. O isolamento das

linhagens foi realizado conforme as normas descritas por Koneman et al.*®

3.2. Identificacao de S. aureus

Os isolados, obtidos a partir de espécimes clinicos e previamente estocados em
colecdo de cultura foram semeados em &gar sangue e corados pelo método de Gram
objetivando-se sua pureza e a observacdo de sua morfologia e coloracio especifica. Apds a
confirmacdo dessas caracteristicas, as linhagens foram submetidas as provas de catalase e
coagulase. As provas de fermentagdo de agicares maltose, trealose, manitol e resisténcia a
polimixina B foram realizadas a fim de diferenciar S. aureus de outros Staphylococcus
coagulase-positiva, como S. intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans e S. hyicus.
Posteriormente a confirmacdo da espécie as amostras foram conservadas em caldo nutriente
com glicerol a -70°C.

As amostras com problemas na identificacdo fenotipica foram submetidas a técnica de
PCR para amplificacido do gene Sa 442, especifico da espécie S. aureus, seguindo o protocolo
descrito por Martineau et al **, no qual é utilizado os primers Sa442-1 (5-AAT CTT TGT
CGG TAC ACG ATA TTC TTC ACG-3') e Sa442-2 (5'-CGT AAT GAG ATT TCA GTA

GAT AAT ACA ACA-3).
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3.3. Determinacao de amostras de S. aureus resistentes a meticilina-oxacilina (MRSA)

3.3.1. Técnica de difusdo da droga em agar com disco de oxacilina e cefoxitina

O teste de sensibilidade a oxacilina foi realizado pela técnica da difusdo da droga em
dgar a partir de discos impregnados conforme critérios recomendados pelo Clinical
Laboratory Standards Institute-CLSI.'® Para o preparo dos inéculos foram utilizadas culturas
em caldo BHI, previamente incubadas por 24 horas e posteriormente ajustadas com a turbidez
da escala 0,5 de MacFarland. Os discos utilizados foram: Oxacilina (1 pg) e Cefoxitina (30
Hg).

Uma vez ajustada a densidade do in6culo, a semeadura foi feita através de swab estéril
na superficie de dgar Mueller-Hinton, e a seguir aplicados os discos impregnados com as
drogas. As placas foram incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas sendo a atividade do
antimicrobiano avaliada pelo didmetro do halo de inibicdo e interpretacdio com base nas
normas estabelecidas pelo CLSL'®* A linhagem padrio de S. aureus ATCC 29213 (sensivel
a oxacilina, gene mecA negativo) e ATCC 33591 (resistente a oxacilina, gene mecA positivo)

foram utilizadas como controle em todos os experimentos.

3.3.2. Teste de triagem em Agar Mueller-Hinton com 6 pg/ml de oxacilina e 4% de NaCl
Para verificacdo de resisténcia de S. aureus a oxacilina foi utilizado o meio de triagem

1.1 Para

preparado com agar Mueller-Hinton adicionado de 6 pg/ml de oxacilina e 4% de NaC
o preparo dos indculos foram utilizadas culturas em caldo BHI previamente incubadas por 24
horas e posteriormente ajustadas com a turbidez da escala 0,5 de MacFarland. Apds o preparo
do indculo as linhagens foram semeadas na forma de spots sobre a superficie do 4gar com o

auxilio de swab estéril. As placas foram incubadas por 24h a uma temperatura de 35°C e a

deteccdo de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) verificada através do crescimento de
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pelo mesmo uma coldnia na superficie do 4gar.

3.4. Deteccao do gene mecA de resisténcia a meticilina em S. aureus
3.4.1. Extraciio do Acido Nucléico

O 4cido nucléico total foi extraido a partir de linhagens de S. aureus cultivadas em
dgar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) e
incubadas a 37°C por 24 h. A extragdo foi realizada com o Kit GFX (GE Healthcare) que
consiste na digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e
proteinase K (20 mg/mL). A seguir 500 puL da solucdo de extracdo foi adicionada a mistura e
esta foi centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Em seguida o sobrenadante foi transferido para a
coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O liquido coletado foi descartado e 500 puL
de solucdo de extragdo foi adicionado novamente a coluna. Apds a centrifugagdo e descarte do
liquido coletado, 500 uL da solucdo de lavagem foi adicionada a coluna e esta submetida a
centrifugacdo a 14.000 x rpm por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5
mL e 200 mL de dgua Milli Q aquecida a 70°C foi utilizada para a elui¢do. As amostras foram
centrifugadas a 5000 x g por 1 minuto, e a coluna de GFX desprezada. O DNA extraido foi

guardado sob refrigeragdo a 4°C.

3.4.2. Amplificacio do acido nucléico (PCR)

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL em
volumes totais de 25 uL contendo 10 pmol de cada primer (Tabela 1), 2,0 U de Tag DNA
polimerase, 100 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,4),
0,75 mM de MgCl, e 3uL de dcido nucléico. A incubacdo foi realizada em termociclador
apropriado, empregando os pardmetros descritos por Murakami et al 40 que consistiram de: 40

ciclos de desnaturacio a 94°C por trinta segundos, anelamento dos primers a 55,5°C por trinta
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segundos e extensdo a 72°C por um minuto. Apds completar os 40 ciclos, os tubos foram
incubados a 72°C por cinco minutos antes de resfriar a 4°C. Em todas as rea¢Oes realizadas
foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com controle positivo (S. aureus ATCC

33591) e negativo (S. aureus ATCC 29213).

3.4.3. Visualizacao dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose 2% preparado em tampado 1,0 X TBE e corado com Brometo de Etideo. O tamanho
dos produtos amplificados foi comparado com o padrdo de 100 bp e posteriormente

fotografados sob transiluminagao UV.

Tabela 1: Oligonucleotideos para a detecc@o do gene mecA.

Funcao Nome Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto amplificado
Primer mecAl AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG 533 bp
Primer mecA2  AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG 533 bp

Fonte: Murakami et al *
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3.5. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) as drogas pelo método de
E-test

A sensibilidade in vitro das amostras de Staphylococcus aureus foi testada para as
seguintes drogas: oxacilina, netilmicina, eritromicina, trimetropim-sulfametaxazol e
vancomicina. Para tanto, foi determinada a concentracio inibitéria minima (CIM) dessas
drogas, através do E-test. Este procedimento é um método quantitativo, que utiliza tira de
pléstico inerte, transparente, medindo 60 mm de comprimento por 5,5 mm de largura, na qual
¢ incorporado um gradiente de concentragdo estabilizado do antimicrobiano a ser pesquisado.
A concentracdo das diversas drogas no E-test varia de 0,016 a 256ug /mL para a oxacilina,
eritromicina, netilmicina e vancomicina; e 0,002 a 32 pg /mL para o trimetoprim-
sulfametoxazol com proporcao de 1/19, respectivamente. Os pardmetros técnicos envolvidos
na realizagdo do E-test sdo: meio de cultura de Mueller-Hinton, inéculo com concentracio
final semelhante a turvagfo correspondente a escala 0,5 de MacFarland; incubagéo das placas
em aerobiose a 35°C; leitura pela verificagdo na escala da parte anterior da fita do valor
correspondente & intersec¢do da zona de elipse de inibi¢do do crescimento bacteriano. As
drogas foram consideradas sensiveis e resistentes de acordo com os breakpoints (ug/mL)
indicado pelo CLSI (2005) (netilmicina <12 sensivel, > 32 resistente; vancomicina < 4
sensivel, > 32 resistente; oxacilina < 2 sensivel, > 4 resistente; eritromicina < 0,5 sensivel, > 8
resistente; trimetoprim-Sulfametoxazol < 2/38 sensivel, > 8/152 resistente).

Na descri¢@o dos resultados as amostras que apresentaram niveis intermedidrios foram
consideradas resistentes. Os resultados do estudo das CIMs das diversas drogas foram
expressos por meio de: CIM 50% (Concentracio de droga necessdria para inibi¢do de 50% da
populacdo bacteriana testada); CIM 90% (Concentragdo necessdria para inibicdo de 90% da
populacdo bacteriana); faixa de variacdo das CIMs e propor¢do de amostras sensiveis a cada

droga, de acordo com defini¢do do CLSI.'®
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3.6. Determinacao da producao de f-lactamase

A produgdo de B-lactamase em amostras de S. aureus foi detectada através do uso de
discos impregnados com Nitrocefina (Cefalosporina cromogénica-cefinase BBL). O disco foi
umedecido com uma a duas gotas de dgua destilada estéril e depositado sobre as colonias de
S. aureus previamente incubadas a 35°C/24h na placa de dgar Mueller-Hinton com fita de E-
test de oxacilina. A reacdo positiva foi evidenciada pelo desenvolvimento de uma coloracio
vermelha e a negativa pela ndo alteragcdo de cor. Para as linhagens f-lactamases negativas, a
reacdo foi reexaminada apds uma hora, conforme recomendacdes do fabricante. Para a correta
andlise dos resultados, os discos em testes foram sempre comparados com o disco ndo usado.
Foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com controle positivo (S. aureus

ATCC 33591 e S. aureus ATCC 29213) e controle negativo (S. xylosus ATCC 29979).

3.7. Hiperproducao de B-lactamase

Para verificar a hiperproducio de B-lactamase, as amostras de S. aureus foram testadas
com um disco de amoxicilina (20pg) e 4acido clavulanico (10pg). O breakpoint para
sensibilidade foi a forma¢do de um halo de inibicdo de >20 mm apés 24h de incubagdo a

35°C.H

3.8. Analise Estatistica

Para comparar os métodos de difusdo da droga com disco de oxacilina e cefoxitina, o
método de triagem (Mueller-Hinton acrescido de 6pg/mL de oxacilina mais 4% de NaCl) e E-
test com a técnica de PCR, considerada padrdo ouro para a deteccdo de resisténcia intrinseca
a oxacilina (deteccdo do gene mecA), foram aplicados testes de avaliagdo de sensibilidade e

especificidade,42’43

conforme descricdo abaixo:
- Sensibilidade (S): propor¢do de amostras de S. aureus positivas pela técnica de

PCR (detec¢do do gene mecA) e que apresentaram resisténcia a oxacilina pelos
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métodos fenotipicos testados, difusdo da droga com disco de oxacilina e cefoxitina,
triagem (Mueller-Hinton acrescido de 6 pg/mL de oxacilina mais 4% de NaCl) e E-
test.

- Especificidade (E): propor¢do de amostras de S. aureus negativas pela técnica de
PCR (ndo deteccdo do gene mecA) e que apresentaram sensibilidade a oxacilina pelos
métodos fenotipicos, incluindo a difusdo da droga com disco de oxacilina e cefoxitina,
triagem (Mueller-Hinton acrescido de 6 pg/mL de oxacilina mais 4% de NaCl) e E-

test.
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4. RESULTADOS

4.1. Identificacao de S. aureus

Um total de 102 amostras foram identificadas como S. aureus, baseado em
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e genotipicas. Das 102 amostras incluidas neste
estudo, 47 ndo apresentaram resisténcia a polimixina B, um dos critérios para a diferenciagéo
da espécie S. aureus de outros estafilococos coagulase positivas ¥ Estas amostras foram
testadas pela técnica de PCR para deteccdo do gene Sa442 e todas apresentaram resultado

positivo.

4.2. Determinacao de amostras de S. aureus resistentes a meticilina-oxacilina (MRSA)
4.2.1. Técnica de difusdo da droga em agar com disco de oxacilina e cefoxitina

Conforme os critérios do CLSI '° as amostras que apresentaram o didmetro do halo de
inibicdo menor ou igual a 10 mm para o disco de oxacilina (1 1g) foram consideradas
resistentes, as amostras com diametro de 11-12mm, classificadas como intermediarias pelo
CLSI foram consideradas resistentes, e as que apresentaram halo maior ou igual a 13 mm
foram consideradas sensiveis. Para o disco de cefoxitina (30 pg) as amostras com o didmetro
do halo menor ou igual a 21 mm foram consideradas resistentes, e sensiveis as que
apresentaram o didmetro do halo de inibi¢io maior ou igual a 22 mm. *

De um total de 102 amostras de S. aureus provenientes de hemoculturas de pacientes
internados em varias enfermarias do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, 45 amostras (44,1%) foram resistentes ao disco de oxacilina, e 57 (55,9%) foram
sensiveis a oxacilina através desta metodologia (Tabela 2 e Figura 1). Com o disco de

cefoxitina, um total de 47 (46,1%) foram resistentes ¢ 55 amostras (53,9%) sensiveis (Tabela
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2 e Figura 1). A Figura 2 apresenta uma amostra de S. aureus utilizada neste estudo que
apresentou sensibilidade a oxacilina detectada pelo método de difusdo da droga com discos de
oxacilina e cefoxitina. A Figura 3 apresenta a linhagem de S. aureus ATCC 29213 que foi
utilizada como controle negativo (sensivel a oxacilina: mecA -) e a Figura 4 mostra a cepa de

S. aureus ATCC 33591 utilizada como controle positivo (resistente a oxacilina: mecA +).

Tabela 2. Resisténcia a oxacilina avaliada através dos discos de difusdo de oxacilina e

cefoxitina.
Oxacilina (1pg) Cefoxitina (30 pg)
N % N %
MRSA® 45 44,1 47 46,1%
MSSA” 57 55,9 55 53,9%
Total 102 100 102 100

A: MRSA: Staphylococcus aureus resistente A oxacilina

b: MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina

N: Nimero de amostras
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Figura 1. Determinacdo da resisténcia a oxacilina em amostras de S. aureus pelo método de

difusdo da droga em dgar com disco de oxacilina e cefoxitina.

Figura 2. Amostra de S. aureus sensivel a oxacilina detectada pelo método de difusdo da

droga com discos de oxacilina e cefoxitina.
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Figura 3. S. aureus ATCC 29213 utilizada como controle negativo (sensivel a oxacilina)

Figura 4. S. aureus ATCC 33591 utilizada como controle positivo (resistente a oxacilina)

4.2.2. Teste de triagem em Agar Mueller-Hinton com 6 pg/mL de oxacilina e 4% de
NaCl

De um total de 102 amostras analisadas, 47 (46,1%) foram resistentes a oxacilina
através do teste de triagem, e 55 (53,9%) foram sensiveis (Figura 5). Como controle negativo,
foi utilizado a cepa ATCC 29213 e como controle positivo a cepa ATCC 33591. A Figura 6
apresenta duas amostras de S. aureus utilizadas no presente estudo. A amostra indicada com a
letra A apresentou resisténcia a oxacilina pelo método de triagem, e a amostra indicada com a

letra B foi sensivel.
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|EMRSA B MSSA|

Figura 5. Resisténcia a oxacilina pelo teste de triagem (Mueller-Hinton com 6 pg/ml

de oxacilina e 4% de NaCl)

Figura 6. A: Amostra de S. aureus utilizada em nosso estudo resistente a oxacilina pelo teste
de triagem. B: amostra de S. aureus utilizada em nosso estudo sensivel a oxacilina

pelo método de triagem.

4.3. Deteccao do gene mecA de resisténcia a meticilina em S. aureus

De um total de 102 amostras analisadas, 46 amostras (45,1%) foram positivas para o
gene mecA (Figura 7 e Tabela 3). Deste total, 42 (91,3%) amostras se mostraram positivas
quando testadas pelo método de difusao com disco de cefoxitina, 40 (86,9%) amostras se
mostraram resistentes com o disco de oxacilina e 42 (91,3%) pelo método de triagem

(Tabela 3).



22

Os resultados mostraram que 05 amostras que foram resistentes & oxacilina em todos
os testes fenotipicos utilizados foram negativas para a presenca do gene mecA (Tabela 4). A
técnica de PCR para a detecgdo do gene mecA foi repetida concomitantemente com os testes
fenotipicos e confirmaram-se estes resultados para essas amostras.

As figuras 8 e 9 mostram fotos de eletroforese em gel de agarose para pesquisa do

gene mecA (533 bp) em amostras de S. aureus pela técnica de PCR.

Tabela 3. Determinag@o da sensibilidade a oxacilina em amostras de S. aureus por métodos

fenotipicos e genotipico.

Métodos fenotipicos

Disco Difusao

PCR? Oxacilina Cefoxitina Triagem® E-test
S R S R S R S R

N % N % N % N % N % N % N % N %
mecA+ 6 59 40 39,2 4 39 42 41,2 4 39 42 41,2 1 1,0 45 44,1
(N=46)
mecA- 51 50 5 49 51 50 5 49 51 50 5 49 51 50 5 49
(N=56)
Total 57 559 45 44,1 55 539 47 46,1 55 539 47 46,1 52 51,0 50 49,0
(N=102)

a: Reagao em Cadeia da Polimerase

b: Agar Mueller- Hinton com 6 pg/mL de oxacilina + 4% de NaCl
Oxacilina S (1pg): >13 mm - sensivel

Oxacilina R (Ipg): <12 mm - resistente

Cefoxitina S (30pg): <21 mm - resistente

Cefoxitina R (30pg): =22 mm - sensivel

S: amostra sensivel a oxacilina

R: amostra resistente a oxacilina
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Tabela 4. Amostras positivas em testes fenotipicos para a detecc¢do de resisténcia a oxacilina e

negativas para a pesquisa de gene mecA.

Amostra mecA  Triagem® Disco oxacilina®  Disco cefoxitina®  E-test®(ug/mL) AMC® p-lactamase
H-2057/02 - + Omm (R) 10mm (R) >256 22 (S) positivo
H-1970/05 - + 12mm (R) 17mm (R) >256 22(S)  positivo
H-30292/05 - + Omm (R) Omm (R) >256 29 (S) positivo
H-1257/06 - + Omm (R) Omm (R) >256 27 (S) positivo
H-4914-21/06 - + Omm (R) Omm (R) >256 27 (S) positivo

a: Agar Mueller- Hinton com 6pug/mL de oxacilina + 4% de NaCl
b: <12 (resistente); >13 (sensivel)
c: <21 (resistente); >22 (sensivel)

d: "Breakpoint" > 4pg/mL (resistente), < 2ug/mL (sensivel)

e: Amoxacilina + Acido clavulanico: < 20mm (resi: ), >21 mm (sensivel)

*#: Pouco Crescimento

##: Crescimento dentro da elipse de inibi¢do

B mecA + 0O mecA -

Figura 7. Presenca do gene mecA em amostras de S. aureus provenientes do HC-

FMB,UNESP.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do gene mecA (533 bp) em amostras
de S. aureus pela técnica de PCR. 1, 6, 9, 10, 11: amostras positivas. 2, 3, 4, 5, 7, 8§,
12, 13, 14, 15, 16: amostras negativas. 17: Controle negativo S. aureus ATCC 29213.
18: Controle positivo S. aureus ATCC 33591. 19: H,O. 20: marcador de peso

molecular (100bp).
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do gene mecA (533 bp) em amostras
de S. aureus pela técnica de PCR. 1, 7, 11, 14, 16: amostras positivas. 2, 3, 4, 5, 6, 8,
9, 10, 12, 13, 15: amostras negativas. 17: Controle negativo S. aureus ATCC 29213.
18: Controle positivo S. aureus ATCC 33591. 19: H,0. 20: marcador de peso

molecular (100bp).
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4.4. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) as drogas pelo método de
E-test
De um total de 102 amostras de S. aureus analisadas, 50 (49,0%) foram resistentes a
oxacilina pela técnica de E-test. Estas amostras também foram testadas com relacdo a
eritromicina, com 56 (54,9%) amostras resistentes a esta droga, netilmicina, com 42 (41,2%)
amostras resistentes, trimetoprim-sulfametoxazol com 46 amostras resistentes (45,1%) e
vancomicina com todas as amostras sensiveis (Tabela 5 e Figura 10). Um total de 06
amostras MRSA foram detectadas pela técnica de E-test através da presenca de coldnias
dentro da elipse de inibi¢do, sugerindo a heteroresisténcia dessas amostras. Com relagdo a
distribuicdo da resisténcia a estas drogas em amostras MRSA e MSSA, os resultados
mostraram diferenga estatisticamente significativa entre estes dois grupos, com maior
percentual de resisténcia a eritromicina, netilmicina, e trimetoprim-sulfametoxazol nas
amostras MRSA. A eritromicina apresentou maior taxa de resisténcia em amostras MRSA,
com 41(89,1%) amostras resistentes, seguido pelo trimetoprim-sulfametoxazol, com
40(86,9%) amostras resistentes e 36(78,3%) amostras resistentes a netilmicina (Tabela 5 e
Figura 10). A Figura 11 mostra uma amostra de S. aureus resistente a eritromicina,
netilmicina, oxacilina, trimetoprim-sulfametoxazol e produtora de p-lactamase. A Figura 12
mostra uma amostra de S. aureus sensivel a todas as drogas avaliadas e produtora de [3-

lactamase.
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Tabela 5. Resisténcia a drogas em amostras MRSA e MSSA detectadas pelo E-test.

MRSA MSSA Total

Drogas N=46 N=56 N=102 valor p

N % N % N %
Eritromicina 41 89,1 15 26,8 56 54,9 <0,001
Netilmicina 36 78,3 6 10,7 42 41,2 <0,002
Oxacilina 45 97,8 5 8,9 50 49 <0,003
Trimetoprim-
Sulfametoxazol 40 86,9 6 10,7 46 45,1 <0,004
Vancomicina 0 0 0 0 0 0

MRSA: S aureus resistente a oxacilina pela técnica de PCR (mecA +)

MSSA: S. aureus sensivel a oxacilina pela técnica de PCR (mecA -)

Os valores de concentragc@o inibitéria minima encontrados para estas drogas foram
para a eritromicina de 3 pg/mL para CIM 50% e >256 pg/mL para CIM 90%; netilmicina
com valores de 1,0 pg/mL para CIM 50% e 128 ug/mL para CIM 90%, oxacilina com 0,75
pg/mL para CIM 50% e >256 ug/mL para CIM 90%, trimetoprim-sulfametoxazol (1/19)
com 0,094 pg/mL para CIM 50% e >32 para pg/mL para CIM 90% e vancomicina
apresentando 1,5 pg/mL para CIM 50% e 2 ug/mL para CIM 90% (Tabela 6). O célculo da
CIM 50% e CIM 90% em amostras MRSA e MSSA mostrou diferenca para esses dois
grupos, com as CIM 50% e CIM 90% da netilmicina e trimetoprim-sulfametoxazol sempre

maiores nas amostras MRSA (Tabela 7).
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Tabela 6. Concentragéo Inibitéria Minima das diferentes drogas estudadas

Drogas N° de amostras por Faixa de CIM (ug/mL)
0,023 a 0,094 0,125a0,75 0,94a32 >32a>256 CIM 50% CIM 90%
Eritromicina 34 16 5 47 3 >256
Netilmicina 0 44 18 40 1,0 128
Oxacilina 4 47 1 50 0,75 >256
Trimetoprim-
Sulfametoxazol (1/19) 52 3 3 44 0,094 >32
Vancomicina 0 6 96 0 1,5 2
CIM: Concentragao Inibiioria Minima

Tabela 7. Concentragao Inibitéria Minima em amostras MRSA e MSSA.

CIM 50% (ug/mL) CIM 90% (ug/mL)
MRSA MSSA MRSA MSSA
Droga N=46 N=56 N=46 N=56
Eritromicina >256 0,094 >256 >256
Netilmicina 64 0,75 128 16
Oxacilina >256 0,38 >256 0,75
Trimetoprim- Sulfametoxazol
(1/19) >32 0,064 >32 0,47
Vancomicina 1,5 1,5 2,0 2,0
MRSA: S aureus resistente a oxacilina pela técnica de PCR (mecA +)
MSSA: S. aureus sensivel a oxacilina pela técnica de PCR (mecA -)

A Tabela 8 apresenta o numero de resisténcias as drogas em amostras MRSA e
MSSA, demonstrando a multiresisténcia em MRSA, com 38 (82,6%) amostras apresentando
resisténcia as trés das quatro drogas testadas, com diferencga estatisticamente significante

quando comparado com as MSSA (p<0,001). Por outro lado entre as amostras MSSA

44(78,5%) foram sensiveis a todas as drogas.



Tabela 8: Numero de resisténcias as drogas em amostras MRSA e MSSA.
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N° de Resisténcia MRSA MSSA valor p
N %
OR 5 10,9 44 78,6 <0,001
IR 1 2,2 5 8.9 0,346
2R 2 4,3 1 1.8 0,880
3R 38 82,6 6 10,7 <0,001
Total 46 100,0 56 100,0
MRSA: S. aureus resistente a oxacilina pela técnica de PCR (mecA +)
MSSA: S. aureus sensivel a oxacilina pela técnica de PCR (mecA -)
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Figura 10. Resisténcia a antimicrobianos em amostras MRSA e MSSA.
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Figura 11. Amostra de S. aureus resistente a eritromicina, netilmicina, oxacilina,

Trimetoprim-Sulfametoxazol e produtora de -lactamase.

Figura 12. Amostra de S. aureus sensivel a todas as drogas avaliadas e produtora de [-

lactamase.

4.5. Determinacao da producio de p-lactamase
Do total de 102 amostras de S. aureus incluidas neste estudo, 95 (93%) se
apresentaram produtoras de [B-lactamase (Figura 13). Um total de 05 amostras foram

negativas para o gene mecA, contudo foram produtoras de -lactamase (Tabela 4).



30

‘I B-lactamase + [ B-lactamase -

Figura 13. Produgdo de P-lactamase em amostras de S. aureus provenientes do HC-FMB

UNESP.

4.6. Hiperproducao de p-lactamase
Das 102 amostras utilizadas no presente estudo, 05 foram negativas para o gene mecA
e apresentaram resisténcia a oxacilina quando detectadas por todos os métodos fenotipicos
utilizados. Contudo, essas amostras foram positivas para producido de p-lactamase e
sensiveis ao disco de amoxacilina-4cido clavulénico, confirmando portanto a resisténcia a

oxacilina mediada pela hiperproducgéo de B-lactamase (Tabela 4 e Figura 14).
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Figura 14. Amostra resistente ao disco de oxacilina e cefoxitina, produtora de f-lactamase e

sensivel ao disco de amoxacilina-acido clavulanico

4.7. Distribuicio de amostras MRSA entre as enfermarias do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

De um total de 46 amostras de S. aureus resistentes a oxacilina pela técnica de PCR,
verificou-se que a distribuicio das amostras resistentes a oxacilina foram encontradas
principalmente na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) com 7 (15,2%), seguido pela
Cirurgia com 06 amostras (13%) e com 05 (10,9%) amostras resistentes em cada uma das
Enfermarias de Cardiologia, Clinica Médica Geral e Pronto Socorro. Nas outras Enfermarias
o percentual de MRSA variou de 2,2% a 6,5% (Tabela 9), porém ndo houve diferenca

estatistica significativa.
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Tabela 9. Resisténcia a oxacilina em amostras de S. aureus isoladas de pacientes provenientes

de diferentes enfermarias do HC da FMB.

Enfermaria MRSA MSSA
N %o N % Valor p

Cardiologia 5 10,9 2 3,6 0,338
Cirurgia 6 13 8 14,3 0,898
Clinica Médica Geral I, 11 e III 5 10,9 6 10,7 0,767
Centro de Tratamento Intermediario 3 6,5 2 3,6 0,847
Dermatologia 1 2,2 2 3,6 0,853
Didlise 3 6,5 6 10,7 0,74
Pediatria 1 2,2 0 0 0,93
Moléstias Infecciosas e Parasitarias 1 2,2 4 7,1 0,52
Nefrologia 2 43 2 3,6 0,75
Neurologia 2 4,3 1 1,8 0,88
Ortopedia 3 6,5 2 3,6 0,847
Pneumologia 1 2,2 0 0 0,93
Pronto Socorro 5 10,9 15 26,7 0,156
Urologia 1 2,2 1 1,8 0,562
Unidade de Tratamento Intensivo 7 15,2 3 5,3 0,241
Desconhecido 0 0 2 3,6 0,58

Total 46 100 56 100

4.8. Evolucao da resisténcia a oxacilina no HC da FMB, UNESP no periodo de 2002 a
2006.

De um total de 102 amostras de S. aureus isoladas no periodo de 2002 a 2006,
verificou-se um aumento gradativo no nimero de amostras resistentes a oxacilina no periodo
de 2002 a 2004 (Tabela 10 e Figura 15). Entretanto, de 2004 a 2006 os resultados revelaram
uma reducdo no nimero de amostras resistentes, de 55% de MRSA em 2004 para 45% em
2005 e 34,6% em 2006, porém estes dados ndo mostraram diferenca estatistica (p = 0,92)

(Tabela 10 e Figura 15).
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Tabela 10. Evolucdo de Resisténcia a Oxacilina em amostras de S. aureus isoladas de

pacientes do HC da FMB no periodo de 2002 a 2006.

MRSA MSSA p

Ano N= % N= %

2002 8 42,1 11 57,9 0,992
2003 9 52,9 8 47,1 0,736
2004 11 55 9 45 0,571
2005 9 45 11 55 0,812
2006 9 34,7 17 65,3 0,458
Total 46 45,1 56 54,9

MRSA: S. aureus resistente a oxacilina pela técnica de PCR (mecA +)
MSSA: S. aureus sensivel a oxacilina pela técnica de PCR (mecA -)
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Figura 15. Evolugdo de resisténcia a oxacilina em S. aureus provenientes do HC da FMB no

periodo de 2002 a 2006.
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4.9. Anilise Estatistica

Foi calculado a sensibilidade e a especificidade dos resultados obtidos pelos métodos
fenotipicos de detec¢do de resisténcia a oxacilina, utilizando a deteccdo do gene mecA como
padréo ouro (Tabela 11). A sensibilidade obtida para o disco de oxacilina foi de 86,9%, com
91,1% de especificidade. O disco de cefoxitina apresentou mesma especificidade, porém com
maior sensibilidade (91,3%). O método de triagem também apresentou sensibilidade de
91,3%, contudo o E-test foi o teste que apresentou melhor taxa de sensibilidade (97,8%)
superior a dos discos de difusdo e ao método de triagem. Com relacdo aos valores de

especificidade, ndo houve diferenca entre os métodos (Tabela 11).

Tabela 11. Comparacdo da presenga do gene mecA com os métodos de difusdo em agar
com disco de oxacilina, disco de cefoxitina , método de triagem (Agar Mueller

Hinton + 6 pg/mL de oxacilina + 4% NaCl) e E-test.

mecA
Metodos fenotipicos Positivo  Negativo Sensibilidade Especificidade
N=46 N=56 % %
Disco Cefoxitina (30 ug) 42 51 91,3 91,1
Disco Oxacilina (1pug) 40 51 86,9 91,1
E-test 45 51 97,8 91,1
Triagem * 42 51 91,3 91,1

* Agar Mueller Hinton com 6pug/mL de oxacilina e 4% de NaCl
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5. DISCUSSAO

A prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (MRSA) nos hospitais
tem aumentado na maioria dos paises. Em nosso meio, a resisténcia a oxacilina foi detectada
em 46 amostras (45,1%). Esses resultados sdo semelhantes aos descritos por Wey et al e
Leal et al, 13 com taxa de resisténcia 2 oxacilina em hospitais universitarios em torno de 50%.
A resisténcia intrinseca a oxacilina em S. aureus € mediada pela producdo de uma proteina
ligadora de penicilina (PBP) suplementar (PBP 2’ ou PBP 2a), que apresenta baixa afinidade
as penicilinas semi-sintéticas, sendo o determinante genético desta proteina de natureza
cromossdmica, gene mecA. Este gene € idéntico em todas as linhagens de Staphylococcus e,
portanto € um marcador molecular util de resisténcia a oxacilina.®

A resisténcia a oxacilina tem sido um grande problema na terapéutica dos
estafilococos, principalmente devido ao fato da expressdo heterogénea de resisténcia a
oxacilina.” A identificacdo de S. aureus muitas vezes também pode interferir nos resultados,
dificultando ainda mais a deteccdo de resisténcia a oxacilina, uma vez que o perfil de
resisténcia a antibidticos para S. aureus e as outras espécies coagulase-positivas se
apresentam diferentes.

Os métodos de referéncia preconizados pelo CLSI para a deteccdo de resisténcia a
oxacilina em S. aureus incluem além da detec¢do do gene mecA, a determinagido da CIM pelo
método de dilui¢do da droga em dgar ou em caldo, o método de difusdo com disco, o teste de
triagem com dgar Mueller Hinton (MH) adicionado de 6 pg/mL de oxacilina e 4% de NaCl e

163031 Nossos dados

mais recentemente o teste de difusdo com disco de cefoxitina.
demonstraram uma baixa sensibilidade de deteccio de MRSA com disco de oxacilina, com
sensibilidade de 86,9%. Segundo Swenson,” os testes utilizando discos de difusdo

apresentam baixa sensibilidade, citando taxas que variam de 61 a 88,5%. Estudos que

avaliaram o desempenho da difusdo em disco para a deteccio de MRSA mostraram que este
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método € menos confidvel para linhagens heterogéneas.3 2

A especificidade deste teste demonstrada em nosso estudo foi de 91,1% para o disco
de oxacilina. Boutiba-Ben Boubaker et al *° relataram taxa de especificidade para o disco de
oxacilina de 99,1%, alta quando comparada aos nossos dados. Zhu et al 47 também
descreveram maior taxa de especificidade para o disco de oxacilina, com taxa de 98,3%.

A cefoxitina é considerada um 6timo indutor da expressio do gene mecA.*® Trabalhos
recentes que avaliaram discos de cefoxitina na detec¢do da resisténcia a meticilina obtiveram
bons resultados, com taxas de sensibilidade em torno de 100% e especificidade de 99, 323335
Em nosso estudo, a taxa de sensibilidade do disco de cefoxitina (91,3%) foi maior quando
comparada com o disco de oxacilina (86,9%), o que esta de acordo com diversos autores que
descrevem na literatura melhores resultados para o disco de cefoxitina quando comparado ao
disco de oxacilina.

Zhu et al *" relataram sensibilidade do disco de cefoxitina em torno de 96,6% ¢
especificidade de 94,9%, taxas superiores as encontradas em nosso estudo, contudo abaixo
das taxas de sensibilidade e especificidade relatadas na maioria dos trabalhos, que relatam
taxas em torno de 100% de sensibilidade. Uma hipétese para esta diferenca na taxa de
sensibilidade e especificidade pode estar relacionado com a heterogenicidade das amostras.
Embora poucos relatos documentem o grau de heterogenicidade das amostras testadas, é
suposto que as linhagens resistentes ndo detectadas pelos métodos de difusdo seriam
linhagens mais heterogé€neas.

Com relagdo ao método de triagem, as taxas de sensibilidade e especificidade foram de
91,3% e 91,1%, respectivamente, com resultados similares quando comparado com o método
de difusdo com disco de cefoxitina. O desempenho do método de triagem em Agar MH
suplementado com 6 pg/mL de oxacilina e 4% de NaCl também € dependente do grau de

heterogenicidade das linhagens utilizadas, com valores menores de sensibilidade (< 95%) em
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estudos com maior nimero de linhagens heteroresistentes, mas com valores de > 97%
relatados por outros estudos.”** Perez et al ’ descrevem em estudo realizado com amostras
de hospitais da regido sul do pais, alta sensibilidade do método de triagem, com taxa de
98,5% e especificidade de 100% quando este é comparado com a deteccdo do gene mecA.
Swenson »> em trabalho comparativo entre diversas metodologias para detec¢do de amostras
MRSA, relataram sensibilidade de 90% e especificidade de 92% para o teste de triagem,
resultados similares aos encontrados em nosso estudo. Quando condi¢des apropriadas sdo
utilizadas para a detec¢io laboratorial de MRSA, incluindo a suplementacdo do Agar Mueller-
Hinton com NaCl e temperatura e tempo adequados, conforme preconizado pelo CLSI, a
detecgdo € obtida sem muitas dificuldades. Entretanto, para as linhagens mais heterogéneas, a
detec¢do pode ser mais dificil, mesmo com os métodos de referéncia.”

Recentemente, as técnicas moleculares se incorporaram as técnicas de deteccdo da
resisténcia a oxacilina, com dtimos resultados. Esta se baseia na detec¢do do gene mecA,
sendo este o responsdvel pelo principal mecanismo de resisténcia a oxacilina, embora ndo
seja o inico. Com relacdo a presenca do gene mecA nas amostras isoladas em nosso estudo,
este foi detectado em 46 (45,1%). Outros autores obtiveram resultados similares em estudo
envolvendo hospitais da regido sul do pais, Perez et al 7 obtiveram 41,3% de amostras de S.
aureus positivas para o gene mecA.

A técnica de E-test, uma alternativa ao ensaio de microdilui¢do para determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima, apresentou em nosso estudo sensibilidade para a detec¢do de
resisténcia a oxacilina de 97,8%, superior aos outros testes fenotipicos avaliados, e mesma
taxa de especificidade (91,1 %). Ressaltamos o fato de que 06 amostras resistentes a oxacilina
pela técnica de E-test apresentaram heterorresisténcia, com a presenca de pequenas colOnias
na elipse de inibicdo, o que deve ser levado em consideracdo pelo técnico na hora da leitura

do teste, pois a desconsideracdo destas colonias pode levar a andlise a um resultado falso
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negativo.

Em estudo realizado por Novak et al,’® um total de 127 amostras MRSA e 100
amostras MSSA, identificadas anteriormente por outros métodos fenotipicos foram analisados
pela técnica de E-test, demonstrando 100% de sensibilidade e especificidade. O mesmo
descreve alta prevaléncia de amostras com CIM > 256 pg/mL, um total de 78,7%. Outro
estudo com amostras MRSA indicou taxa de especificidade de 95,5%, semelhante a
encontrada em nosso estudo.”’ O mesmo autor descreve também que 67% das amostras
analisadas possuiam CIM < 32ug/ml. Contudo, em nosso estudo 46,1% das amostras
apresentaram CIM entre 0,125 a 0,75 pg/mL e 49% entre >32 a >256, apresentando um maior
percentual de amostras com CIM acima do breakpoint estabelecido pelo CLSI. Chi et al 52
descreve em estudo realizado em Hospital Universitdrio em Taiwan através da técnica de E-
test 77% de amostras MRSA com CIM > 256 pg/mL, taxa superior a encontrada em nosso
estudo. O mesmo autor ainda descreve resisténcia a eritromicima e ao trimetoprim-
sulfametoxazol em 97% e 74,2% das amostras estudadas respectivamente.

Em nosso trabalho, as taxas de resisténcia em MRSA encontradas para essas drogas
foram semelhantes as descritas por Chi et al >2 com indices de 89,1% para a eritromicina e
86,9% para o trimetoprim-sulfametoxazol. A CIM 50% e CIM 90% do trimetoprim-
sulfametoxazol e netilmicina foram maiores nas amostras MRSA, enquanto a eritromicina
apresentou diferenca de CIM entre amostras MRSA e MSSA na CIM 50%. O fato de que uma
maior CIM a estas drogas € encontrado em amostras MRSA pode estar relacionado com a
prevaléncia do tipo de cassete SCCmec presente em cada um dos hospitais, uma vez que os
cassetes provenientes de amostras nosocomiais normalmente carregam resisténcia a
eritromicina e trimetoprim—sulfametoxazol.53’ >

Embora ndo exista nenhuma associag@o entre a resisténcia a netilmicina e os cassetes

cromossdmicos que induzem resisténcia a oxacilina em Staphylococcus, a taxa de resisténcia
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1% descrevem taxas de resisténcia a netilmicina

a essa droga também foi alta. Anupurba et a
em amostras MRSA de 47,5%, valor abaixo que a taxa encontrada em nosso estudo (78,3%).

Nossos resultados mostraram a relagfo ja descrita na literatura entre amostras MRSA e
multirresisténcia, com a maioria das amostras MRSA apresentando trés resisténcias (82,6%)
comparado com nenhuma resisténcia em 78,6% dos MSSA. A maioria das amostras
apresentou CIM na faixa de >32 a >256 pg/mL para todas as drogas estudadas com excecdo
do trimetoprim, que apresentou a maioria das amostras estudadas na faixa de CIM entre 0,023
a 0,094.

A importancia de se determinar os niveis de resisténcia a estas drogas se baseia no
fato de que muitas vezes estas podem ser utilizadas em conjunto com p-lactamicos no
tratamento de infec¢des por S. aureus, sendo uma alternativa ao uso da vancomicina.”® Com
relacdo a esta, nenhuma das amostras estudadas se apresentaram resistentes, com CIM <4
pg/mL (1,5 pg/mL para CIM 50% e 02 pg/mL para CIM 90%), demonstrando que a
vancomicina ainda é um boa alternativa para o tratamento de amostras MRSA em nosso meio.
Contudo, além dos trés relatos de S. aureus resistentes a vancomicina nos Estados
Unidos.'"'®" Robert et al >’ em trabalho realizado em um Hospital Universitdrio Francés,
relatam o surgimento de amostra intermedidria a vancomicina, o que refor¢a o fato de que
para evitar-se o surgimento de amostras resistentes a vancomicina € necessario o uso correto
da antibioticoterapia disponivel, reservando drogas como a vancomicina como ultima
alternativa, normalmente aplicada em amostras multiresistentes. No mesmo estudo, o autor
também descreve o fato de que a CIM 50% encontrada em suas amostras foi de 2 pg/mL,
mesma taxa encontrada em nosso estudo para a CIM 90%, fato que ressalta uma maior taxa
de resisténcia entre as amostras de seu trabalho quando comparadas as utilizadas em nosso
estudo.

No Brasil, Oliveira et al 20 descrevem o isolamento de 05 amostras MRSA que
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apresentaram resisténcia intermedidria a vancomicina (8 pg/mL), o que reafirma a
necessidade do uso racional de antibioticoterapia. Das 05 amostras, 04 foram isoladas apds o
uso prolongado de vancomicina, sendo uma das amostras suscetivel ao trimetoprim-
sulfametoxazol e a rifampicina e uma com sensibilidade apenas ao trimetoprim-
sulfametoxazol. O surgimento destas amostras resistentes a vancomicina pode estar
relacionado a presenca de amostras MRSA presentes como colonizantes nos pacientes e que
podem ser selecionadas quando submetidas a concentra¢des subterapéuticas de vancomicina.
O mesmo autor também descreve que ao contrdrio da técnica de E-test, o disco de
vancomicina (30 pg) foi incapaz de detectar amostras com resisténcia intermedidria. Palazzo

et al !

relatam o isolamento de 04 amostras de Staphylococcus coagulase-negativa com altas
CIM para a vancomicina (16 pg/mL, 32 ug/mL e >256 ug/mL) em portadores sadios, sendo
03 mecA positivas.

Embora a literatura tenha descrito 100% de sensibilidade para métodos fenotipicos
com a utilizacdo de disco de cefoxitina, nossos resultados mostraram baixa sensibilidade nos
testes fenotipicos, principalmente com o teste de disco de difusdo. Desta forma, ressaltamos a
importancia dos testes moleculares na confirmagdo de resisténcia a oxacilina em S. aureus
isolados de infecgdes graves, de forma a garantir o tratamento correto e evitar a disseminagao
de amostras MRSA no ambiente hospitalar. Os resultados de resisténcia a oxacilina em nosso
meio revelaram uma maior prevaléncia de MRSA na Unidade de Tratamento Intensivo. Um
dado interessante relatado por Palos *® foi o de maior prevaléncia de profissionais da satde
portadores de amostras MRSA provenientes de Unidades de Tratamento Intensivo, o que vem
de encontro aos dados obtidos em nosso estudo. A maior prevaléncia de amostras MRSA no
presente estudo na Unidade de Tratamento Intensivo pode estar relacionada aos

procedimentos invasivos realizados nesta unidade e as condi¢cdes em que o paciente chega a

esta enfermaria.
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Em nosso hospital também se observou uma queda na taxa de MRSA nos ultimos
dois anos estudados (2005 e 2006) em relacdo a um aumento gradativo observado nos
primeiros trés anos estudados (2002 a 2004), observando-se queda acentuada no ano de 2006,
0 que pode estar relacionada a queda do uso da oxacilina como opg¢do de tratamento ou o uso
racional de antimicrobianos associados as boas praticas de controle de infeccdo hospitalar.

Contudo, embora a detec¢do do gene mecA seja de grande importincia para a
caracterizacdo da resisténcia a oxacilina, outras modalidades de resisténcia a meticilina t€m
também sido descritas em linhagens que ndo apresentam o gene mecA e sdo denominadas
borderline. A resisténcia borderline pode ser devido a dois mecanismos, 0 primeiro seria a
inativacdo de oxacilina mediada pela hiperproducdo de B-lactamase #eo segundo € a
resisténcia modificada, chamada de MOD-SA, mediada pela alteracio das PBPs intrinsecas
com afinidade para a oxacilina alterada.”” Em nosso estudo, 97% de nossas amostras foram
produtoras de B-lactamase. McDougal & Thornsberry % em estudo no qual caracterizam a
relacdo entre producdo de B-lactamase e resisténcia borderline encontraram de um total de 66
amostras de S. aureus estudadas, 57 produtoras de B-lactamase. Montanari et al * em estudo
com 89 amostras de S. aureus descreve 74 amostras (83,1%) produtoras de B-lactamase, taxa
um pouco abaixo da encontrada em nosso estudo.

Nossos resultados também revelaram 05 amostras resistentes a oxacilina pelos quatro
métodos fenotipicos testados e negativas para a detecgdo do gene mecA por PCR. Entretanto,
essas amostras foram produtoras de f-lactamase e se mostraram sensiveis ao disco de difusio
com amoxacilina-acido clavulanico, o que confirma serem hiperprodutoras de -lactamase. A
hiperproducdo de B-lactamase é uma das formas de resisténcia a oxacilina descritas para S.
aureus. Contudo, em nosso estudo com excecdo de uma amostra que s6 foi detectada como
resistente devido ao crescimento de colonias dentro da elipse de inibicdo de 1,5 pg/mL, todas

as outras apresentaram a CIM >256, o que difere de dados descritos na literatura, que
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associam este tipo de resisténcia a amostras com CIM préximas ao breakpoint de
sensibilidade, chamadas de borderline. 28,59

A deteccdo adequada de resisténcia a oxacilina mediada pelo gene mecA é importante
para o laboratério clinico. Embora os métodos preconizados detectem a maioria das linhagens
oxacilina resistentes, hd duas situacdes que requerem etapas adicionais para confirmar a
sensibilidade ou resisténcia. A primeira € a ocorréncia de linhagens extremamente
heterogéneas e que sdo determinadas como sensiveis pelos métodos de referéncia. A segunda
¢é a ocorréncia de resisténcia borderline que deve ser diferenciada da resisténcia mediada pelo
gene mecA, desde que a significincia clinica da resisténcia determinada pelo gene mecA é
muito maior. Estudos experimentais com animais e alguns dados clinicos mostraram que o
uso de antibidticos B-lactimicos foram efetivos nas infec¢es causadas por linhagens sem o
gene mecA e com baixos niveis de resisténcia (borderline).*®" Entretanto, infec¢Oes causadas
por isolados com o gene mecA requerem tratamento com vancomicina.*®

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a importancia na deteccéo de resisténcia
a oxacilina como marcador importante na escolha da terapéutica antimicrobiana, com
multiresisténcia em amostras MRSA e a maior sensibilidade aos outros antimicrobianos em
amostras MSSA. A utilizacdo de melhores técnicas na deteccdo de resisténcia a oxacilina,
tais como o disco de cefoxitina, método de triagem, E-test e para os laboratérios que tem
acesso a técnicas de maior custo a detec¢do do gene mecA e a PPB 2a, podem contribuir para

evitar o uso abusivo e desnecessario de vancomicina em MSSA, e reservar essa droga para as

infecgdes graves causadas pelos MRSA.
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6. CONCLUSOES

e Um total de 46 amostras de S. aureus (45,1%) foram consideradas resistentes a
oxacilina em nosso estudo, fato que enfatiza o emprego racional de antibioticoterapia

€m Nnosso meio.

e A técnica de E-test foi superior aos outros testes fenotipicos (disco de oxacilina, disco
de cefoxitina e teste de triagem) para a detec¢do da resisténcia a oxacilina em S.

aureus.

® A maioria das amostras MRSA apresentou CIM entre >32 e >256, desta forma
apresentando altos niveis de resisténcia a oxacilina, mas também foi verificada a

ocorréncia de heteroresisténcia, que dificulta a deteccdo laboratorial de MRSA.

® A vancomicina se apresentou como uma boa alternativa para o tratamento de amostras
MRSA multirresistentes em nosso meio, com nenhuma das amostras apresentando

breakpoint acima do nivel recomendado pelo CLSI.

e No Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB)
observou-se uma queda na taxa de MRSA nos tltimos dois anos estudados (2005 e
2006) em relacdo a um aumento gradativo observado nos primeiros trés anos
estudados (2002 a 2004), com queda acentuada no ano de 2006, o que pode ser
explicada pelo uso racional de antimicrobianos associado as boas préticas de controle

de infec¢do hospitalar ou a diminui¢io do uso da oxacilina como opgao de tratamento.
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