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RESUMO

Uma colecéo de 57 amostras@taphylococcus aurews30 de estafilococos coagulase-
negativa isoladas de recém-nascidos (RN) foram estudadas em relacdo a presenca dos
genegvl, mecAeica. Das 57 amostras & aureus31,6%apresentaram o gemeecA

e 17,5%o0s genegvl, sendo que dentre estas somente uma amostradohe pvl

positiva. Os ECN apresentaram 36,7% de amosts\positivas, 93,3%ca positivas

e nenhuma amostavl. Foi observada uma queda no nimero de amostras resistentes a
meticilina no periodo de 1991-2005 paraSsaureuse também no periodo de 1990-

1996 para os ECN, porém a diferenca nado foi significaliembém foram estudadas

dez amostras dB. aureus isoladas de fossa nasal e nenhuma apresentounoegéneu

pvl. J& entre as dez amostras de ECN isoladas de fossa nasal, todas apresentaram o gene
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ica, porém nenhuma foi resistente a meticilina. A analise dos dados clinicos dos RN
revelou que o uso de cateter e outros corpos estranhos aumentam o risco de infeccao por
S. aureuse ECN. Assim, a producéo de biofilme por ECN foi um importante fator de
viruléncia presente em mais de 90% das amostras, confirmando a importancia deste na
ocorréncia de infeccbes relacionadas com cateteres, e, apesar domegefaespvl

estarem presentes concomitantemente em apenas uma amo$Sraadesus esta

revelou ter importancia significativa.

Palavras chaves: biofilme, estafilococos coagulase-negativa, Leucocidina Panton-

Valentine, mecA, Staphylococcus aureus

INTRODUCAO

Staphylococcus aureuagssim como os estafilococos coagulase-negativa (ECN)
sdo patégenos que vém apresentando uma alta importancia médica devido a capacidade
de causar danos aos seres humanos e, principalmente, ao aumento da resisténcia aos
antibioticos adquirida por eles (Becker et al., 2007).

Os estafilococos sdo responsaveis por diversas alteragbes bioldgicas, incluindo
infeccbes da pele e tecidos moles, infec¢cbes de sitios cirdrgicos, endocardite e
bacteremia hospitalar (Casey et al., 2007).

Staphylococcus aureus o principal responsavel por infecgdes, tanto no ambito
hospitalar como no da comunidade. Ele possui uma ampla variedade de fatores de
viruléncia e pode causar danos em muitas regides anatdbmicas (Trilla et al.,1995).

Os estafilococos coagulase-negativa (ECN) sédo os patdgenos mais importantes em

infeccdes relacionadas a implantes de materiais estranhos (Olsson et al., 2007). A
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bactéria se adere ao biopolimero do cateter e produz um biofilme que a protege contra
antibioticos, imunoglobulinas e opsoninofagocitose (De Silva et al., 2002).

Nos ultimos anos, um fator de viruléncia da esp&taphylococcus aureugue
vem sendo estudado com atencdo e citado na literatura, demonstrando assim sua
importancia, € a leucocidina Panton-Valentine (LPV ou PVL). Esta € um componente
citotoxico que destroi leucécitos pela atividade de formacdo de poros na membrana
celular (Bocchini et al., 2007).

A LPV é especifica de células polimorfonucleares (PMNs) e macrofagos de
coelhos e humanos (Lina et al., 1999), gerando uma resposta inflamatoria “in vitro” que
envolve fatores quimiotaticos e vasodilatadores (Moussa et al., 1999). E codificada
pelos genegpvl, IUKS-PV elukF-PV, que séo carregados em um profago integrado ao
genoma da bactéria. Clinicamente tem sido ligada a uma forma severa de pneumonia
necrosante e lesdes necroticas da pele, como furinculos e carbunculos (Bocchini et
al.,2007).

A toxicidade da LPV requer a interacdo do componente S (31 a 32 kDa) com o
receptor de membrana de PMN, seguida da ligacdo do componente F (35 kDa). A
ligacdo sequencial das proteinas S e F a superficie da membrana alvo induz diversas
respostas da célula, formando assim poros, 0s quais sdo especificos para o trafico de
cations monovalentes (Pédelacq et al., 1999). A ligacdo, oligomerizacdo, formagédo do
pré-poro e a insergcdo nas membranas sdo geralmente admitidas como etapas essenciais
antes da formacao do poro funcional (Moussa et al., 1999).

Em estudos recentes, a LPV vem sendo associa@tagbylococcus aurewda
comunidade resistente a meticilina (CA-MRSA — community-acquired methicillin-

resistantS. aureuy (Baba et al., 2002). Durante as ultimas duas décadas, formas
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epidémicas d&. aureugesistentes a meticilina (MRSA) se disseminaram amplamente
(Zetola et al., 2005).

Os tipos mais recentes de CA-MRSA descritos posdlieersas caracteristicas
que os distinguem do MRSA nosocomial. Primeiro, a maioria ndo é multidrogas
resistente, ao contrario da resisténcia a varias drogas dos tipos de MRSA encontrados
no ambito hospitalar. Segundo, a resisténcia a meticilina é conferida pelo porte do gene
mecA no recentemente identificado “cromossomo cassetec estafilococico
(staphylococcal cassette chromosamec— SCGneq elemento tipo IV”. Terceiro, eles
carregam genes para a leucocidina Panton-Valentine, que esta associada as infec¢des da
pele e tecidos moles (SSTIs — skin and soft tissues infections) e também a outras
infeccbes mais severas. E Ultimo, esta combinacdo de caracteristicas aparece em
linhagens dé&. aureuslispersageograficamente com bases genéticas néao relacionadas,
indicativo de multiplas origens clonais independentes. Todas estas informacgfes unidas,
sugerem a emergéncia de novas linhager&s. deireusarregando o elemento S@Ec
tipo IV e PVL, que séo particularmente bem adaptados para a sobrevivéncia no grupo
da comunidade (Diep et al., 2004).

Os MRSA isolados de pacientes pertencentes ao cenario da comunidade sdo
interessantes na sua tendéncia a serem susceptiveis a maioria dos antimicrobianos ndo
B-lactamicos, em contraste aos HA-MRSA (hospital-aegu methicillin-resistant
Staphylococcus aurelse eles sao frequentemente resistentes somente a meticilina
(Chambers, 2001).

Devido a importancia d&aphylococcus aureusas infec¢des, tanto hospitalares
como da comunidade, a sua associa¢cao com o fator de viruléncia leucocidina e também

bY

a ascensao dos estafilococos coagulase-negativa resistentes a meticilina provocando
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sérios problemas infecciosos, nota-se que mais estudos sao necessarios para
compreender adequadamente os mecanismos que causam danos ao hospedeiro e, desta
forma, chegar a procedimentos que possam amenizar e/ou eliminar a participacao
bacteriana no surgimento e agravamento de patologias. Assim, este trabalho tem como
principal objetivo a deteccdo dos genekS-PV elukF-PV que codificam a toxina

LPV, os genegca, de biofilme e o genmecAde resisténcia a oxacilina em amostras de

S. aureuse ECN isoladas de pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Botucatu.

MATERIAIS e METODOS

Amostras -Para a deteccao dos genes foram utilizadas 67 amost&apig/lococcus
aureus e 40 amostras de estafilococos coagulase-negativa (ECN), sendo que 57
amostras deS. aureuse 30 de ECN foram isoladas de diferentes materiais clinicos
(sangue, cateter, canula, dreno toracico e secre¢fes diversas) de recém-nascidos (RN)
internados na Unidade de Tratamento Intensivo da Faculdade de Medicina da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu. As demais foram
isoladas de fossa nasal de pessoas normais.

As amostras incluidas no estudo foram previamente isoladas no periodo de 1991 a
2005 e mantidas estocadas a -70°C na Colecdo de Culturas do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, IB, UNESP, Botucatu. Os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu em

marco de 2005 (OF.26/2005-CEP).
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Relevancia Clinica As 57 amostras d8. aureugoram isoladas de 52 recém-nascidos
e classificadas em dois grupos: infeccao e colonizacgao.

* Infeccdo: amostras de RN que néo utilizaram antibiotico adequado e foram a
Obito, foram incluidas no grupo classificado como infeccdo, assim como,
aquelas que fizeram uso de antibiético adequado e tiverem bom prognéstico,
tendo alta hospitalar.

» Colonizacdo: amostras de recém-nascidos ou criangas que nao fizeram uso de

nenhum antibidtico e apresentaram melhora, tendo alta hospitalar.

Obtivemos, entdo, 45 amostras Sleaureusclassificadas no grupo da infeccéo e
12 no grupo de colonizacéo.

As 30 amostras de ECN foram isoladas de 28 recém-nascidos e também foram
classificadas em significativas e contaminantes (Cunha et al., 2002):

» Significativas: linhagens isoladas de recém-nascidos que apresentaram trés ou
mais dos seguintes critérios: fatores de risco para infeccdo, quadro clinico,
alteracdo hematolégica e antibioticoterapia adequada. Também foram
consideradas significativas as linhagens isoladas de pacientes que apresentaram
apenas dois dos critérios e ndo receberam antibioticoterapia adequada, mas
foram a obito.

« Contaminantes: linhagens isoladas de recém-nascidos que apresentaram somente
fatores de risco para infeccdo e/ou apenas um dos demais critérios (quadro
clinico ou alteracdo hematoldgica ou antibioticoterapia adequada). As linhagens
isoladas de recém-nascidos que apresentaram trés critérios, mas que tiveram

evolucdo satisfatoria do quadro infeccioso sem a administracdo de antibidticos
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adequados, também foram consideradas contaminantes. O isolamento de outro
agente etiologico de fluidos internos e corpos estranhos, na mesma época do
isolamento de ECN, também foi usado como critério para a classificacdo de

contaminacao.

Assim, tivemos 17 amostras de ECN classificadas como causadoras de infeccéo e
13 como contaminantes.

Para analise dos dados clinicos foram consideradas 54 informacfes de 52 RN que
tiveram amostras d8. aureussoladas. Como amostras do mesmo RN foram coletadas
em periodos distintos e informagbes clinicas e moleculares diferiram
consideravelmente, os microrganismos isolados foram considerados distintos. Para os
ECN, as mesmas consideracdes foram mantidas tendo, entdo, 29 informacfes de dados

clinicos provenientes de 28 RN.

Identificagdo de S. aureus e Staphylococcus coagulase-negafdgamicrorganismos
incluidos no estudo foram semeados em agar sangue e corados pelo método de Gram
objetivando-se sua pureza e a observacdo de sua morfologia e coloragdo especifica.
Apos a confirmacédo dessas caracteristicas, as linhagens foram submetidas as provas de
catalase. O géneiStaphylococcusoi diferenciado deMicrococcuscom base na prova

de oxidacdo e fermentacdo da glicose e pela resisténcia a bacitracina, (0,04 U) indicada
pela auséncia de halo de inibicdo ou formacao de halo de até 9 mm, e pela sensibilidade
a furazolidona (10Qug) caracterizada por halos de inibicdo de 15 a 35 mm de diametro
(Koneman et al. 1997). Para diferenciacdo da esfe@eareusios ECN foi realizada a

prova da coagulase (Koneman et al., 1997). A identificacdo das espécies dos ECN foi
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realizada utilizando o método simplificado proposto por Cunha et al., (2P&s.
controle dos resultados dos testes foram utilizadas as seguintes linhagens de ECN de
referéncia internaciona8. epidermidigATCC 12228),S. simulan§ATCC 27851),S.

warneri (ATCC 10209) €S. xylosugATCC 29979). Posteriormente a confirmacdo da

espécie as amostras foram conservadas em caldo nutriente com glicerol a -70°C.

Deteccdo do gene mecA de resisténcia a meticilina em S. aureus e Staphylococcus

coagulase-negativa

Extracdo do acido nucléico — O acido nucléico total foi extraido a partir de linhagens de
Staphylococcugultivadas em agar sangue e inoculadas individualmente em caldo
Infusdo de Cérebro e Coracéo (BHI) e incubadas’@ par 24 h. O inicio da extracdo
consistiu na digestédo das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase
K (20 mg/ml). Posteriormente foi utilizado o Kit GFX (Amersham Pharmacia Biotech)
conforme especificado pelo fabricante: 50Gla solucdo de extracdo foi adicionada a
mistura e esta 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 de solucédo de extracao foi adicionado novamente a coluna. Apos
a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, |H08a solucdo de lavagem foi
adicionada a coluna e esta submetida a centrifugacdo a 14.000 x rpm por 3 min. A
coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 20k agua Milli Q aquecida a 70

foi utilizada para a eluicdo. As amostras foram centrifugadas novamente a 5000 x g por
1 minuto, e a coluna de GFX desprezada. O DNA extraido foi guardado sob

refrigeracédo a 4°C.
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Amplificacdo do acido nucléico (PCR)As reacdes de PCR foram realizadas em tubos
de microcentrifuga de 0,5 ml em volumes totais dglZmntendo UM de cada primer
(tabela 1), 2,0 U de Taq polimerase, 100 de desoxiribonucleotideos trifosfatados e

150 ng de acido nucléico. A incubacéo foi realizada em termociclador apropriado,
empregando os parametros descritos por Murakami @981) que consistiram de: 40
ciclos de desnaturacéo a°@4por trinta segundos, anelamento domersa 55,5C por

trinta segundos e extensdo &@or um minuto. Apés completado os 40 ciclos, 0s
tubos foram incubados a @2 por cinco minutos antes de resfriar°&€ 4Em todas as
reacoes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com controle

positivo S. aureus ATCC 33591) e negativi @ureusATCC 25923).

Tabela I: Oligonucleotideos para a detec¢cdo do gene mecA

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

Fonte: Murakami et al., 1991.

Deteccao dos genes lukS-PV — lukF-PV da leucocidina Panton-Valentine em S. aureus e

Staphylococcus coagulase-negativa

Amplificacdo do &cido nucléico (PCR)As reacdes de PCR foram realizadas em tubos
de microcentrifuga de 0,5 ml em volumes totais dal2®ntendo UM de cada primer

(tabela 2), 2,0 U de Taq polimerase, 100 de desoxiribonucleotideos trifosfatados e
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150 ng de acido nucléico. A incubacéo foi realizada em termociclador apropriado, sendo
que a amplificacdo consistiu na técnica descrita por Lina et al. (1999), ou seja, 30 ciclos
de desnaturacdo a @ por trinta segundos, anelamento gdsnersa 55C por trinta
segundos e extensdo a’C2por um minuto. Apds completado os 40 ciclos, os tubos
foram incubados a 72 por cinco minutos antes de resfriar®® 4Em todas as reacées
realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com controle positivo

(S. aureus ATCC 49775) e negatii @QureusATCC 29213).

Tabela II: Oligonucleotideos para a deteccao dosgetsS-PV e lule-PV

Funcéo Nome Sequéncia de nucleotideos 5'a 3’ Produto amplificado
Primer Luk-PV-1 ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA 433 pb
TGATCCA
Primer Luk-PV-2 GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA 433 pb
AGC

Fonte: Lina et al., 1999.

Deteccédo de genes icaA, icaD e icaC especificos para producédo de biofilme

Amplificacdo do acido nucléico (PCR) As reacdes foram realizadas em tubos de
microcentrifuga de 0,5 ml em volumes totais deP&ontendo 10 pmol de cagaimer

(tabela 1), 2,0 U d@aqpolimerase, 10uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados e

20 mM de Tris-HCI ph 8,4, 0,75 mM MgCl e 3mg de acido nucléico. A incubacao foi
realizada em termociclador apropriado, empregando os parametros descritos por Arciola
et al. (2001) que consistiram de:°@4por cinco minutos para o primeiro ciclo, seguido

por 50 ciclos de desnaturacdo &®4or trinta segundos, anelamento gaoisners a
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55,5C por trinta segundos e extensdo &C7@or trinta segundos. Ap6s completado os

50 ciclos, os tubos foram incubados 4&7por um minuto antes de resfriar 4Em

todas as reacoes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional como
controle positivo,S. epidermidisATCC 35984, e um controle negati® epidermidis

ATCC 12228.

Tabela Ill: Oligonucleotideos para a deteccdo dos genes ica Be icaC

Funcéo Nome Sequéncia Produto
amplificado
Primer icaAl ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA 103
Primer icaA2 GGA AAT GCC ATA ATG ACA AC 103
Primer icaD1 ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 198
Primer icaD2 CGT GTT TTC AAC ATT TAATGC AA 198
Primer icaCl TAA CTT TAG GCG CATATGTTT 400
Primer icaC2 TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG 400

Fonte: Arciola et al., 2005.

Visualizacdo dos produtos amplificados A eficiéncia das amplificacbes foi
monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de agarose 2% preparado em tampao
TBE 1,0 X e corado com Sybr safe. O tamanho dos produtos amplificados foi
comparado com o padrao de 100 pb e posteriormente fotografados sob transiluminacao

UVv.

Andlise estatistica — Para a verificacdo dos dados referentes aos grupos de ECN -

classificados como significativo e colonizacdo — eSdeaureus <lassificadoscomo
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infeccdo e colonizacdo — em relacdo ao tipo de material clinico, presenca dos genes
mecA, pvl e ica, foi utilizado o Teste de Proporcdo. Os dados relativos a relevancia
clinica de linhagens de ECN e de amostraS.daureuforam analisados pelo teste de
qui-quadrado. Porém, para analise da mediana de peso e de idade entre os grupos, o
teste Wilcoxon foi o escolhido. Dados que pela analise univariada apresentaram valor
de p < 0,10 foram submetidos a analise pelo modelo de regressao logistica com a
finalidade de avaliar a influéncia de cada variavel na incidéncia de infeccaoSpelos
aureuse ECN. O nivel de significancia para todos os testes foi fixado em p < 0,05
(McCullagh & Nelder, 1992). Os programas utilizados para realizar os dados

estatisticos foram: o SAS versao 9.1 for Windows e R versdo 25.1.

RESULTADOS

Amostras

Foram identificadas 67 amostras 8eaureuse 40 de estafilococos coagulase-
negativa. Dentre as 30 amostras de ECN isoladas de recém-nascidos da Unidade
Neonatal, foi obtido uma maior porcentagem $le epidermidiscom 19 (63,3%)
isolados, seguido po®. warnericom 4 (13,3%);S. lugdunensjsS. hominise S.
haemolyticuscom namero igual de amostras, 2 (6,7%) cad simulanscom uma
(3,3%) amostra. No grupo classificado como significativo, também foi obtido maior
namero de amostras d& epidermidisassim como no grupo dos contaminantes. As

demais espécies isoladas do primeiro grupo fofanwarnerj S. lugdunensie S.
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hominis e no segundoS. warnerj S. haemolyticus, S. hominiS. simulanse S.

lugdunensigFigura 1).
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Figura 1: Distribuicdo de amostras de ECN, segundo a espge@i 0S grupos

classificados como significativo e contaminante.

As dez amostras de ECN isoladas de fossa nasal de pessoas normais foram
identificadas como Staphylococcus epidermigisStaphylococcus saprophyticus

Staphylococcus cohnii®taphylococcus warneffFigura 2).

22



45 -

35 -

2,5

Numero de ECN

1,5 -

SR ER

S.epidermidis  S. saprophyticus S.cohnii S. warneri

Figura 2:Distribuicdo de amostras de ECN isoladas de fossal,rsegundo a espécie.

A Tabela IV representa a distribuicdo das espécies de ECN isoladas de diferentes
materiais clinicos de RN, como sangue, cateter, canula, secrecdo e dreno toracico.
Novamente, a espécie mais comumente isolada de amostras provindas de hemocultura,
cateter e canula fds. epidermidisAmostras provindas de secrecdes foram positivas
paraS. lugdunensi® S. simulanse a Unica amostra de dreno toracico também foi

positiva para S. epidermidis.

Tabela IV:Amostras de ECN distribuidas por espécie e maifiato.

Material Clinico Sangue Cateter Céanula Secrecdo DR Total
S. epidermidis 9 6 3 - 1 19
S. lugdunensis 1 - - 1 - 2
S. warneri 1 2 1 - - 4
S. hominis - 1 1 - - 2
S. simulans - - - 1 - 1
S. haemolyticus 2 - - - - 2
Total (n = 30) 13 9 5 2 1 30

DR: dreno toréacico
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No grupo de amostras classificadas como significativas foram obtidos finco
epidermidisde hemocultura, cinco de cateter, dois de canula e um de dreno toracico; as
duas amostras d& warneriforam isoladas de hemocultura e canula; a tnica amostra de
S. lugdunensis de S. hominis foi proveniente de hemocultura e canula, respectivamente

(Figura 3).

4,5 1

3,5

3 A B S. epidermidis
2,5 - 2

B S. lugdunensis

W S. warneri

Numerode ECN

15 1 1 11 1 o
1 - S. hominis

0,5 1 00 00

Sangue Cateter Canula Dreno
Toracico

Figura 3:Distribuicéo de espécies de ECN do grupo classificaino significativo em

relacdo ao material clinico.

Ja no grupo dos contaminantes, das seis amostras isoladas de hemocultura, quatro
foram S. epidermidie duasS. haemolyticysdas quatro amostras provindas de cateter,
duas foram des. warneri, uma dé&. epidermidise deS. hominis a Unica amostra
isolada de céanula foB. epidermidis as espécies isoladas de secrecdo fofam
lugdunensise S. simulang(Figura 4). Nao foi constatada diferenca significativa em

relacdo ao material clinico e as espécies dos diferentes grupos de ECN isolados de RN.
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W S. lugdunensis

uS. warneri

W S. hominis

Numerode ECN

| S.simulans

m S. haemolyticus
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Figura 4:Frequéncia das amostras de ECN do grupo dos contaminantes em relacdo ao

material clinico.

Na Figura 5 encontra-se a distribuicdo de amostraStaghylococcus aureus
provindas de diversos materiais clinicos. Observaasér percentual de amostras

isoladas de secrecéo, seguido de hemocultura, cateter, canula e dreno toracico.

W Sangue MCateter mCanula ®Secrecao MDreno

2;3,5%

Figura 5:Distribuicdo de amostras de S. auredadas de diferentes materiais clinicos.
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Entre o grupo d&. aureuglassificado como infec¢ao foi possivel verificar que o
maior percentual de amostras foi isolado de hemocultura, com 16 (35,6%), seguido de
secrecado 15 (33,3%), sete de canula (15,6%), cinco de cateter (11,1%) e duas (4,4%) de
dreno, totalizando 45 amostras (Figura 6). J& no grupo classificado como colonizacao,
foram isoladas sete (58,3%) amostras de secrecéo, trés (25,0%) de cateter, uma amostra

(8,3%) de hemocultura e uma (8,3%) de cénula, totalizando 12 amostras (Figura 7).

2;4,4%

‘ W Sangue
m Cateter

/ m Canula
W Secrecao
7;15,6%
m Dreno

Figura 6:Representacao do numero e percentual de amostfasadesusclassificadas

como causadoras de infeccdo em relacao ao tipo de material clinico.

Em relacdo aos materiais clinicos houve diferentaisicamente significativa
entre os dois grupos & aureusem relacdo as amostras isoladas de sangue, secrecao e
canula, mostrando que, as amostras classificadas como colonizantes foram mais
comumente isoladas de secrecéo, diferentemente das classificadas como infeccdo, que

tiveram maior percentual de isolados provenientes hemocultura.
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Figura 7:Representacdo do numero e percentual de amostfasadeeusclassificadas

como colonizantes em relagdo ao tipo de material clinico.

Relevancia Clinica

Informacdes referentes a dados clinicos dos RN pertencentes aos grupos dos ECN
classificados como significativos e contaminantes foram obtidos com o objetivo de
avaliar possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de infec¢do. Na Tabela V tem-
se a distribuicdo percentual de RN dos dois grupos de ECN conforme a idade
gestacional, peso ao nascimento e outros dados pessoais. Dos 16 RN do grupo
significativo, 13 (81,3%) eram prematuros, sendo trés prematuros extremos (idade
gestacional menor que 31 semanas), comparados com dois do grupo dos contaminantes.
Em relacdo a idade gestacional, ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

A variavel peso menor que 1.500 g entre os ECN foi estatisticamente
significativa. Observou-se que, no grupo classificado como significativo houve maior
percentual (50%) de RN com peso ao nascimento menor que 1.500 g do que no grupo

classificados como contaminagéo (15,4%). A mediana das idades também apresentou
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diferenca estatisticamente significativa, sendo maior no grupo dos significativos (17,5
dias) do que no grupo dos contaminantes (2 dias). Nao houve diferenca significativa
guanto a mediana do peso ao nascimento, sexo e procedéncia do RN entre 0s grupos

estudados.

Tabela V: Dados pessoais dos recém-nascidos queartiv&CN como patdégeno

isolado.
Dados pessoais Significativo Contaminacéo Total Valor de p
N % N % N %
IG<31 3 18,8 2 15,4 5 17,2 ns
IG 31-36 9 56,3 6 46,2 15 51,7 ns
IG 37 1 6,25 2 15,4 3 10,3 ns
IG>38 1 6,25 2 15,4 3 10,3 ns
PN < 1.5009g 8 50,0 2 154 10 34,5 0,02535*
Mediana PN (g) 1.490 2.080 2.020 ns
Mediana Idade (dias) 17,5 2 6 0.0031*
Sexo (M) 8 50,0 5 38,5 13 44,8 ns
Nascido no HC/FMB 9 56,3 7 53,8 16 55,2 ns
Total 16 55,2 13 44,2 29 100,0

IG: Idade gestacional (semanas). Obs: 2 recém-nascidos com idade gestacional desconhecida.
ns: sem significancia estatistica (p>0,05), RN: recém-nascido.

PN: peso ao nascimento. Obs: 1 recém-nascido com PN desconhecido.

M: masculino, HC/FMB: Hospital das Clinicas de Medicina de Botucatu

Os fatores perinatais de risco para infeccdo que, a partir da analise univariada
demonstraram ter diferenca significativa entre os grupos de RN classificados como
significativos e contaminantes, foram: internacdo na UTI, utilizacdo de cateter, de dreno

e de dois ou mais corpos estranhos (Tabela VI).
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Tabela VI: Fatores perinatais de risco para infeccao por ECN

Fatores de risco Significativo Contaminacao Total Valor de p
N % N % N %

Internacéo na UTI 16 100 7 53,8 23 79,3 0,01832*
Cateter 13 81,3 5 38,5 18 62,1 0,01963*
Complicacéo de cateter 1 6,25 0 0 1 3,5 ns
Dreno 5 31,3 0 0 5 17,2 0,01141*
Ventilagdo mecéanica 7 43,8 3 23,1 10 34,5 ns
Nutricdo parenteral 7 43,8 2 15,4 9 31 ns
N&o remocao dos corpos estranhos 7 43,8 38,5 12 41,4 ns
Cirurgia 2 12,5 1 7,7 3 10,3 ns
Dialise 1 6,25 0 0 1 3,5 ns
Ruptura de membrana > 24 horas 5 31,3 23,1 8 27,6 ns
Dois ou mais corpos estranhos 10 62,5 23,1 13 44,8 0,01860*
Total RN 16 55,2 13 44.8 29 100,0

RN: recém-nascido, ns: sem significAncia estatistica (p>0,05).
Obs: 2 RN com informag&o desconhecida.

Dados hematolégicos e bioquimicos ndo apresentaram diferenga significativa

entre os grupos pesquisados (Tabela VII).
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Tabela VII: Dados laboratoriais dos recém-nascidos que tiveram ECN como patdgeno

isolado
Dados laboratoriais Significativo ~ Contaminacdo Total Valor de p
N % N % N %

Sem alteracéo 1 6,25 4 30,8 5 17,2 ns
Plaguetopenia 1 6,25 0 0 1 3,4 ns
Leucopenia 1 6,25 3 23,1 4 13,8 ns
Leucocitose 2 12,5 0 0 2 6,9 ns
Neutrofilia 6 37,5 3 23,1 9 31,0 ns
Neutropenia 2 12,5 0 0 2 6,9 ns
Desvio a esquerda (DE) 1 6,25 2 15,4 3 10,3 ns
PCR positiva 6 37,5 6 46,2 12 41,4 ns
Total RN 16 55,2 13 44,8 29 100

RN: recém-nascido, ns: sem significAncia estatistica (p>0,05).
Obs.: 3 RN com hemograma, PCR desconhecidos.

Os fatores de risco significativos na incidéncia de infeccdo por ECN estéo
representados na Tabela VIII, com os respectivos valores de razdo de ¢dase (
ratios). O calculo realizado através do modelo de Regressao Logistica demonstrou que
a utilizacdo de cateter pelo recém-nascido aumenta o risco de infecgcdo em 20,8 vezes
quando comparado com aqueles que né&o fizeram uso do corpo estranho. Ja em relagéo a

idade do RN, quanto menor for, maior o risco de desenvolver infecgéo.
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Tabela VIII: Fatores de risco para o desenvolvimento de infeccdo por ECN e suas

razdes de chance.

Valor de p Odds ratio Intervalo de confianca
(95%)
LI LS
Cateter 0,0104 20,800 2,043 211,791
Idade (dias) 0,0305 0,509 0,276 0,938

A andlise dos dados clinicos dos RN que apresentaram infec¢cdo ou colonizacao
por S. aureusambém foi realizada para verificar possiveis fatores de risco que estavam
envolvidos nos casos de infeccéo.

Dos 42 RN com infecgéo, 26 (61,9%) eram prematuros, sendo seis prematuros
extremos, comparado com um dos RN do grupo classificado como colonizagédo. Os
valores de idade gestacional menor que 31 semanas e entre 31 a 36 semanas
apresentaram diferenca significativa entre os grupos classificados como infeccdo
(14,3% e 42,9%, respectivamente) e colonizagéo (8,3% e 41,7%). Peso menor que 1.500
g também foi uma variavel que mostrou ser significativamente diferente, além da

mediana do peso, sexo e procedéncia (Tabela IX).
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Tabela IX: Dados pessoais dos recém-nascidos que tiv&ramreuscomo patdogeno

isolado.
Dados pessoais Com infeccdo Colonizagéo Total Valor
N % N % N %
IG <31 6 14,3 1 8,3 7 13,0 0,03251*
IG 31-36 18 42,9 5 41,7 23 42,6  0,0004022*
IG 37 2 4,8 0 0 2 3,7 ns
IG > 38 6 14,3 5 41,7 11 20,4 ns
PN < 1.500g 16 38,1 1 8,3 17 31,5 1,57410
Mediana PN (g) 2.050 2.940 2.320 0.0356*
Mediana Idade (dias) 6 4 6 ns
Sexo (M) 24 67,1 5 41,7 29 53,7 2,28%0
Nascido no HC/FMB 23 54,8 6 50,0 29 53,7 2,65*10
Total 42 77,8 12 22,2 54  100,0

IG: Idade gestacional (semanas). Obs: 11 recém-nascidos com idade gestacional desconhecida.

ns: sem significancia estatistica (p>0,05), RN: recém-nascido.
PN: peso ao nascimento, M: masculino, HC/FMB: Hospital das Clinicas de Medicina de Botucatu

Obs: 5 recém-nascidos sem dados clinicos.

Os fatores perinatais que possivelmente contribuiram para o advento da infecgéo e
que foram estatisticamente significativos foram: internacdo na UTI, utilizacdo de
cateter, dreno, ventilagdo mecanica, nutricdo parenteral, dois ou mais corpos estranhos,

a ndo remocao de corpos estranhos, cirurgia e ruptura de membrana maior que 24 horas

(Tabela X).
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Tabela X: Fatores perinatais de risco para infec¢ao por S. aureus.

Fatores de risco Com infeccdo Colonizagéo Total Valor de p
N % N % N %

Internacdo na UTI 30 71,4 9 75,0 39 72,2 5,92:%0
Cateter 30 714 6 500 36 66,7 592:%0
Complicacéo de cateter 2 4,8 2 16,7 4 7,4 ns
Dreno 17 405 1 8,3 18 333 573710
Ventilacdo mecéanica 19 45,2 4 33,3 23 42,6 3,65:%0
Nutricdo parenteral 20 47,6 3 25,0 23 42,6 2,38:%0
N&o remocéo dos corpos estranhos 15 35,7 7 58,3 22 40,7 0,03481*
Cirurgia 9 214 0 0 9 16,7 0,0001624*
Dialise 2 4,8 0 0 2 3,7 ns
Ruptura de membrana > 24 horas 11 26,2 4 33,3 15 27,8 0,02846*
Dois ou mais corpos estranhos 26 61,9 3 25,0 29 53,7 758.10
Total RN 42 77,8 12 22,2 54 100,0

RN: recém-nascido, ns: sem significAncia estatistica (p>0,05).
Obs: 5 recém-nascidos sem dados clinicos.

Dados laboratoriais referentes a alteragcdes hematologicas, como plaquetopenia,

neutrofilia, neutropenia, além de bioquimicas, como PCR, foram os fatores que

demonstraram diferencas significativas entre os gr(ipasela XI).
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Tabela XI: Dados laboratoriais dos recém-nascidos que tiveram a eSpé&uireus

como patogeno isolado.

Dados laboratoriais Com infeccdo Colonizagéo Total Valor de p
N % N % N %

Sem alteragéo 2 4,8 5 41,7 7 13,0 ns
Plaquetopenia 5 11,9 0 0 5 9,3 0,01141*
Leucopenia 2 4,8 0 0 2 3,7 ns
Leucocitose 1 2,4 0 0 1 1,9 ns
Neutrofilia 9 21,4 1 8,3 10 18,5 0,001745*
Neutropenia 9 21,4 3 25,0 12 22,2 0,04123*
Desvio a esquerda (DE) 0 0 1 8,3 1 1,9 ns
Eosinofilia 3 7,1 0 0 3 3,7 ns
Policitemia 1 2,4 0 0 1 1,9 ns
Neutrofilia e DE 3 7,1 0 0 3 3,7 ns
PCR positiva 18 42,9 0 0 18 33,3 1,46%0
Total RN 42 77,8 12 22,2 54 100,0

RN: recém-nascido, ns: sem significaAncia estatistica (p>0,05).
Obs: 5 recém-nascidos sem dados clinicos.

Para a espéci®. aureusns fatores de risco significativos para o desenvolvimento

de infeccao foram cateter e dreno. Pacientes que fizeram uso de corpos estranhos, como

cateter e dreno, tiveram um risco de 5 e 11 vezes, respectivamente, maior na aquisicao

de infecgdes pelos S. aurgud@bela XIlI).
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Tabela XlI: Fatores de risco para o desenvolvimento de infec¢a8. arreuse suas

razdes de chance.

Valor de p Odds ratio Intervalo de confianca
(95%)
LI LS
Cateter 0,0275 5,0 1,195 20,922
Dreno 0,0292 10,99 1,275 94,862

Deteccgao génica

Deteccao do gene mecA

Das 57 amostras d8. aureusisoladas de recém-nascidos, 18 (31,6%) foram

positivas para o germaecA das 10 amostras isoladas de fossa nasal de pessoas normais,

nenhuma foi positiva. No grupo classificado como infeccdo foram detectadas 16

(35,6%) amostras positivas, em um total de 45, jA& no grupo classificado como

colonizacédo, somente duas amostras apresentaram o gene, em um total de 12. Assim,

em relacdo as 18 amostras positivasSdeaureus 88,9% foram referentes ao grupo

classificado como infecgéo e 11,1% ao grupo classificado como colonizacéo (Figura 8).
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B Significativo

Colonizacido

Figura 8:Distribuicdo das amostraseenA positivas em relacdo aos grupos de S. aureus

Foi verificado que, entre os anos de 1991-2005, houve uma queda no namero de
amostras positivas para o gemecA entre as amostras dgtaphylococcus aureus
isoladas de recém-nascidos, porém, a diferenca relatada nao teve valor estatisticamente

significativo (Tabela XIlI).

Tabela XllI: Distribuicdo de amostras &aphylococcus aureysositivas e negativas

para o gene meado periodo de 1991 a 2005.

Ano Numero de amostras mecA + (%) mecA — (%)

N % N %
1991-1993 18 9 50,0 9 50,0
1994-1997 32 8 25,0 24 75,0
1999-2005 7 1 14,3 6 85,7
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A Figura 9 demonstra a queda no niumero de amostr8s aereugesistentes a

meticilina e, conseqientemente, o0 aumento de amostras sensiveis.
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Figura 9:Distribuicdo de amostras & aureuspositivas e negativas para o genecA

no periodo de 1991-2005.

No grupo classificado como infeccdo a variacdo no percentual de amostras
positivas e negativas para o genecAteve o perfil mostrado na Figura,Xfue indica a
queda em relacdo a presenca do gene. No periodo de 1991-1993, a freqiéncia de
amostras dé. aureugesistentes era de 57,1%, no segundo periodo — 1994 a 1997 —

passou para 28%, terminando no ano de 2005 com frequéncia de 16,7%.
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Figura 10:Frequéncia da presenca do gemxAno grupo deS. aureusclassificado

como infec¢ao no periodo de 1991-2005.

Em 12 amostras d&. aureusdo grupo classificado como colonizacao, foi obtida
uma amostranecApositiva no periodo de 1991-1993; uma no periodo de 1994-1997 e

nenhuma em 1999-2005 (Figura 11).
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Figura 11:Distribuicdo de amostras d8& aureus classificadas como colonizagcao

positivas e negativas para o gene megAeriodo de 1991-2005.
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Em relacdo aos diferentes tipos de materiais clinicos, as amostBasadesus
classificadas como infeccéo tiveram 25% de isoladesApositivos de hemocultura;
57,1% de corpos estranhos e 26,7% de secrec¢ao (Figura 12). O grupo classificado como
colonizagcdo apresentou somente duas amostras de corpos estranhos positivas (Figura

13).
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Figura 12:Distribuicdo de amostras & aureusdo grupo classificado como infeccéo

em relacdo ao material clinico e presenca do geta
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Figura 13: Distribuicdo de amostras d& aureus do grupo classificado como

colonizagdo em relagdo ao material clinico e presenca do gene mecA

Entre as 30 amostras de ECN isoladas de recém-nascidos, 11 (36,7%)

apresentaram o genmed; das dez isoladas de fossa nasal, duas (20,0%) foram

positivas. A Tabela XIV indica os resultados obtidos em relagdo a presenca do gene

mecAnas diferentes espécies de ECN, isoladas de recém-nascidos. AmosBas de
epidermidis, S. warneri, S. hominis e S. haemolyti@pgesentaram resisténcia a

meticilina, porém S. lugdunensis e S. simulans ndo foram positivas para o gene.
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Tabela XIV: Amostras de ECN isoladas de recém-

nascidos positivas para o gene mecA.

Espécie mecA+ (%)
Staphylococcus epidermidis (n = 19) 6 (31,6)
Staphylococcus lugdunengis= 2) -
Staphylococcus warnefh = 4) 1(25,0)
Staphylococcus hominfa = 2) 2 (100,0)
Staphylococcus simularis = 1) -
Staphylococcus haemolytic(is= 2) 2 (100,0)
Total (n = 30) 11 (36,7)

A Figura 14representa a distribuicdo de amosir&cA positivas no grupo dos

ECN classificados como significativos. Foi observado que nesse grupo seis amostras

foram positivas e que entre as 13 amostraS. dgpidermidisquatro foram positivass.

warneri e S. hoministiveram uma amostra cada positiva eSo lugdunensisndo

apresentou positividade.
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Figura 14:Distribuicdo de espécies de ECN do grupo classifica@mo significativo

em relacdo a presenca do gene mecA
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Os ECN classificados como contaminacdo tiveram um total de cinco isolados
positivos. Somente as espéckesepidermidis, S. homines S. haemolyticusiveram

amostras resistentes a meticilina (Figura 15).
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Figura 15:Distribuicdo de espécies de ECN do grupo classificaamo contaminante

em relacdo a presenca do gene mecA

Os resultados da Tabela X880 referentes aos ECN isolados de fossa nasal e a
presenca do genmed. Foram encontradas duas (20,0%) amostnagA positivas,
uma da espéci8. epidermidi outra daS. cohnii;as espécieS. saprophyticug S.

warnerindo foram positivas.
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Tabela XV:Distribuicdo de amostras de ECN isoladas de fossal pasitivas para o

gene mecA.
Espécie mecA + (%)
S. epidermidis (n=4) 1 (25,0)

S. saprophyticus (n=4) -
S. cohnii (n=1) 1 (100,0)

S. warneri (n=1) -

Total (n=10) 2 (20,0)

A Figura 16representa a distribuicdo de amostras de ECN isoldeldossa nasal
positivas para o gemaed e a Figura 14 queda em relacdo a presenca do gatA
em amostras isoladas de RN, durante o periodo de 1990 a 1996. Observa-se que, no
periodo de 1990-1991, foi constatada a presenca do gene em quatro (44,4%) amostras
em um total de nove; no periodo de 1992-1994, com seis amostras, duas (33,3%) foram
positivas; nos anos de 1995-1996, cinco (33,3%) apresentaram o0 gene, em um total de
15 isolados, mantendo assim, a freqiéncia de amasieas positivas do periodo
anterior. Contudo, essas diferencas encontradas durante os periodos analisados néo

foram estatisticamente significativos.
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Figura 16:Representacao da distribuicdo de amostras de ECatiasode fossa nasal

positivas para o germaecA.
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periodo de 1990 a 1996.




Na Tabela XVItém-se a distribuicdo de amostras de ECN isoladaBRNies
positivas para o gene, em relacdo aos diferentes materiais clinicos. Sete (53,8%)
amostras de hemocultura foram positivas e quatro (26,7%) de corpos estranhos (cateter,

canula e dreno toracico). Nenhuma amostra de secrec¢dao foi positiva.

Tabela XVI: Distribuicdo de amostras de ECN provenientes de riasteclinicos

distintos e positivas para 0 gene mec

Material Clinico mecA + (%)
Sangue (n = 13) 7 (53,8)
Cateter (n=9) 2 (22,2)
Canula (n =5) 2 (40,0)

Secrecao (n = 2) -

Dreno toracico (n = 1) -

Total (n = 30) 11 (36,7)

Dos sete ECN do grupo significativo isolados de hemocultura, trés foram
positivos para 0 genmecAe das dez amostras provindas de corpos estranhos, trés
apresentaram positividade (Figura 18). No grupo classificado como contaminante,
foram obtidos cinco isoladasecApositivos, sendo que quatro foram de hemocultura e

uma de corpo estranho (Figura 19).
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Figura 18: Distribuicdo de amostras de ECN do grupo classificado como significativo

positivas para o gemaecA, em relacdo ao material clinico.
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Figura 19:Frequéncia de amostras de ECN do grupo classificado dos contaminantes

positivas para o gemaecA, em relacdo ao material clinico.

A Figura 20representa o resultado obtido da amplificacado @ddizpela PCR e

pela andlise por eletroforese do gel de agarose. O produto amplificado possui 533 pb.
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Figura 20:Deteccao do geneecA (533 pb) pela reacdo em cadeia da polimerase e pela
analise por eletroforese da reacdo em gel de agarose 2%. Linhas 1 e 2,
amostras positivas d& aureuslinha 3, amostra negativa & aureuslinha
4, controle positivo (ATCC 33591); linhas 5 e 6, controles negativos (ATCC

25923 e agua); linha 7, marcador de peso molecular (100 pb).

Amostras de ECN e d®&. aureushao tiveram diferenca significativa em relacéo a

presenca do gene mecA

Deteccéo dos genes pvl

Das 57 amostras d& aureusisoladas, 10 (17,5%) apresentaram os gpuksias
dez amostras d8. aureussoladas de fossa nasal de pessoas normais, nenhuma foi
positiva. Entre os diferentes grupos, oito amostras classificadas como infeccao
obtiveram positividade para os genmed. Ja no grupo classificado como colonizante,

duas foram positivas (Figura 21).
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Figura 21:Distribuicdo dos diferentes grupos &aphylococcus aureysositivos para a

toxina leucocidina Panton-Valentine.

A Tabela XVII mostra a distribuicdo de amostras positivas pargeoespvl
segundo os diferentes materiais clinicos, sendo possivel observar que amostras isoladas
de sangue e secrecdo obtiveram maior percentual de positividade quando comparadas

com 0S materiais cateter.

Tabela XVII: Distribuicdo de amostras d& aureusisoladas de diferentes materiais

clinicos e positivas para os genes pvl

Material Clinico pvi+ (%)
Sangue (n =17) 4 (23,5)
Cateter (n = 8) 1(12,5)
Canula (n = 8) -
Secrecao (n = 22) 5 (22,7)

Dreno toracico (n = 2) -

Total (n = 57) 10 (17,5)
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No grupo classificado como infeccdo, amostras isoladas de sangue tiveram maior

percentual (50,0%) em relacdo a presenca dos gehdse que os isolados de secrecao

(37,5%) e corpos estranhos (12,5%) (Figura 22).ndagrupo classificado como

colonizacdo somente amostras de secrecao apresentaram o$-mgpmas?3).
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Figura 22:Frequéncia de amostras Seaureusdo grupo classificado como infecgéo e

pvl positivas em relacdo ao material clinico.

NuUmero de S. atireus

Sangue

Secrecao

Corpos
estranhos

Total

W numero de amostra

B pvi+

Figura 23: Distribuicdo de amostras d8& aureus do grupo classificado como

colonizacao e pyositivas em relacao ao material clinico.
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Em relacdo as amostras de estafilococos coagulase-negativa, ndo foram

encontrados isolados positivos para os genes pvl

A Figura 24 demonstra o resultado da PCR dos gaviestravés da eletroforese

da reacdo em gel de agarose, onde pode-se verificar o produto amplificado de 433 pb.

«——433 pb

<«<— 100 pb
Figura 24:Deteccao dos gengsl (433 pb) pela reacdo em cadeia da polimerase e pela
analise por eletroforese da reacdo em gel de agarose 2%. Linhas 1-5,
amostras negativas & aureuslinha 6, amostra positiva d& aureuslinha
7, controle positivo (ATCC 49775); linhas 8 e 9, controles negativos (ATCC

29213 e agua); linha 10, marcador de peso molecular (100 pb).

Deteccédo dos genes icaA, icaD e icaC
Através da reacdo de PCR verificou-se que, das 30 amostras de ECN, 28 (93,3%)
foram positivas para um ou mais gemss Uma amostra apresentou somente o gene

icaA (3,3%); uma os genesaA e icaD(3,3%) e as demais apresentaram os trés genes
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(86,7%). Na Tabela XVllencontra-se a distribuicdo de amostras de ECN, degan

espécie, positivas para 0s genes ica.

Tabela XVIII: Distribuicdo de amostras de ECN positivas para oggjea, segundo a

espécie.
Espécie icaA+ icaA+ eicaD+ icaA+, icaC+ eicaD+
N % N % N %
Staphylococcus epidermidis = 19) - - - - 18 94,7
Staphylococcus lugdunengis= 2) - - - - 2 100,0
Staphylococcus warnefn = 4) - - - - 4 100,0
Staphylococcus homin(s = 2) - - - - 1 50,0
Staphylococcus simulaifs = 1) - - 1 100,0 - -
Staphylococcus haemolytic(s= 2) 1 50,0 - - 1 50,0
Total (n = 30) 1 3,3 1 3,3 26 86,7

Na Tabela XIXencontram-se as espécies de ECN dos grupos cladsgicomo

significativo e contaminante e a presenca dos genes ica.
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Tabela XIX: Distribuicdo das espécies de ECN positivas para 0s genes ica.

Espécie Significativo Contaminante
N ica + N ica +
S. epidermidis 13 12 6 6
S. lugdunensis 1 1 1 1
S. warneri 2 2 2 2
S. hominis 1 1 1 -
S. simulans - - 1 1
S. haemolyticus - - 2 2
Total 17 16 13 12

Entre as dez amostras de fossa nasal, seis (60,0%) iftaAra icaD positivas e
qguatro (40,0%)icaA, icaC e icaD positivas. OsStaphylococcus epidermidis S.
saprophyticusapresentaram maior percentual de isoladmA e icaD positivos,
enquanto que as Unicas amostraSdearnerie S. cohniiforam positivas para os trés

genes (Tabela XX).




Tabela XX:Distribuicdo de amostras de ECN isoladas de florenabpositivas para os

genes ica.

Espécie icaA+ eicaD+ (%)  icaA+, icaC+ eicaD+ (%)
Staphylococcus epidermidis (n = 4) 3 (75,0) 1(25,0)
Staphylococcus saprophytic(is= 4) 3 (75,0) 1(25,0)
Staphylococcus warnefh = 1) - 1(100,0)
Staphylococcus cohnin = 1) - 1 (100,0)

Total (n = 10) 6 (60,0) 4 (40,0)

As Figuras 25, 26 e 28emonstram os resultados das amplificacdes dos genes

icaA, icaDe icaC resultando em produtos de 103 pb, 198 pb e 400 pb, respectivamente.

Figura 25:Deteccdo do genieaA pela reacdo em cadeia da polimerase e pela analise
por eletroforese da reacdo em gel de agarose 2%. Linhas 1 e 3, amostras
positivas de ECN; linhas 2 e 5, amostra negativa de ECN e controle negativo
(ATCC 12228); linha 4, controle positivo (ATCC 35984); linha 6, marcador

de peso molecular (100 pb).
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Figura 26:Deteccdo do genieaD pela reacdo em cadeia da polimerase e pela analise
por eletroforese da reacdo em gel de agarose 2%. Linhas 1-3, amostras
positivas de ECN; linha 4, controle positivo (ATCC 35984); linha 5, controle

negativo (ATCC 12228); linha 6, marcador de peso molecular (100 pb).

400 pb

100 pb

Figura 27:Deteccdo do geneaC pela reacdo em cadeia da polimerase e pela analise
por eletroforese da reacdo em gel de agarose 2%. Linhas 1 e 2 , amostras
positivas de ECN; linha 3, controle positivo (ATCC 35984); linhas 4 e 5,
controles negativos (ATCC 12228 e agua); linha 6, marcador de peso

molecular (100 pb).
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A analise conjunta das amostras Sleaureusem relacdo a presenca dos genes
mecA e pvl, mostrou que somente uma amostra apresentou o0s dois genes
concomitantemente, sendo esta isolada de hemocultura.

Em relacdo a presenca dos geisase mecAno grupo de ECN, foi verificado que
das 30 amostras isoladas de RN, dez (33,3) apresentaram o0s dois genes
concomitantemente, sendo que seis (60,0%) corresponderam ao grupo classificado
como significativo e quatro (40,0%) ao grupo dos contaminantes. No grupo de amostras
isoladas de fossa nasal somente dois isolados apresentaram os dois genes. No total,
foram obtidas 12 (30,0%) amostras positivas para ambos os genes em um total de 40
isolados (Figura 28).

Duas amostras isoladas de RN que ndo foram positivas para os tréscgenes

pertenciam ao grupo dos contaminantes. As duas Unicas amostras negativas para 0s

genes ica foram isoladas uma de cada grupo.

40

B numero de amostra

Numero de ECN

Dica+ e mecA +

Figura 28: Distribuicdo de amostras de ECN dos diferentes grugassificados

positivas para 0s genes ica e mecA
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DISCUSSAO

As amostras isoladas e identificadas mostraram um maior percentual de
epidermidis(63,3%) entre os estafilococos coagulase-negativa. Em 2002, Cunha et al.,
utilizando amostras de ECN isoladas de materiais clinicos de recém-nascidos do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu no periodo de 1990-1996,
também descreveram um percentual de 77,8% de isolados da &spépidermidis.

Porém, nos Uultimos anos estd ocorrendo uma diminuicdo no isolameng de
epidermidis S. simulans, S. cohné S.xylosus, e um aumento & hominise S.
saprophyticugCuevas et al., 2004; Piette et al., 2008). As esp&iepidermidisS.
haemolyticuse S. hominissdo as espécies de ECN mais comumente isoladas de
amostras clinicas (Piette et al., 2008), dado este que concorda com o resultado obtido
em relacdo a identificacdo de amostras isoladas de materiais clinicos de RN e de fossa
nasal de pessoas normais, pois nesta, somente as esPécigsdermidis S.
saprophyticusS. warnerie S. cohniforam identificadas.

Como descrito na literatura, ¢&& epidermidisforam também a espécie mais
freqientemente isolada de materiais clinicos como sangue, cateter e canula. A
colonizacé@o de corpos estranhos esta relacionada com cerca de 50 a 70% dos casos de
infeccdes (Huebner & Goldmann, 1999) e a participacdo em infec¢cdes nosocomiais da
corrente sangiinea € de 31% (Wisplinghoff et al., 2004). Em relagdo a esse tipo de
infecgdo, 0sS. aureustambém possuem importante participagdo, contribuindo como
agente em 12% dos casos (Dalton & Allison, 1967). O aumento da incidéncia de
bacteremia causada pelos ECN esta intimamente associado ao aumento do uso de

cateteres nas Unidades Pediatricas de Tratamento Intensivo. Maldini et al. (2007)
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relataram que os ECN foram os patégenos mais comumente isolados nos casos de
bacteremia do Hospital Escola da Croacia e o uso de cateter intravascular foi descrito
como a fonte mais comum associada com bacteremias, correspondendo a 22,6%,
seguida do trato respiratério e do trato geniturinario como sitios de infec¢des primarias.

Entre 0sS. aureuso grupo classificado como infeccdo apresentou mais isolados
de hemocultura (35,6%) comparado com grupo de colonizantes (8,3%), que mostrou um
namero maior de amostras isoladas de secrecdo e de cateter (58,3% e 25%,
respectivamente). Como 0s humanos séo reservatérios natuiisaudeeuse cerca de
30 a 50% de adultos saudaveis apresentam 10 a 20% de colonizagcédo persistente por
esses microrganismos (Noble et al., 1967; Casewell & Hill, 1986), é fundamental a
avaliacdo dos dados clinicos dos pacientes para diferenciacdo desses microrganismos
como agentes causadores de infeccdo ou colonizantes.

A analise dos fatores de risco para a aquisicao de infeccdo por ECN mostrou que
as variaveis idade, utilizacdo de corpos estranhos, antibioticoterapia prévia, internacao
na UTI entre outras, apresentaram diferenga estatisticamente significativa. A utilizacao
de cateter aumentou em 20 vezes o risco do RN desenvolver infec¢do, o que concorda
com dados da literatura que citam os cateteres como principal fonte de ECN (Auriti et
al, 2002; Maldini et al. 2007). No trabalho de Cunha et al. (2002) também foi verificado
gue o uso de cateter foi significativamente mais freqliente nos recém-nascidos com
infecgé@o por ECN do que nos contaminados.

Entre 0sS. aureuso uso de cateter também foi uma variavel que apresentou
diferenca estatisticamente significativa, assim como peso menor que 1.500g, dreno,
antibioticoterapia prévia, entre outras. A utilizacao de cateter e de dreno aumenta o risco

do paciente desenvolver infeccdo em 5 e 11 vezes. Auriti et al. (2002), em seu trabalho
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referente aos fatores de risco para infeccdes nosocomiais em unidades neonatais de
tratamento intensivo, descreveu que a baixa idade gestacional e a utilizacdo de cateteres
intravasculares foram importantes fatores de risco para a aquisi¢cao de infeccao.

O genemecAfoi encontrado em 18 (31,6%) amostrasSdaureugem um total de
57. Dos 45 isolados classificados no grupo infeccao, 16 (35,6%) foram positivos para o
gene, e entre os 12 isolados do grupo classificado como colonizacao, dois apresentaram
positividade. Considerando somente as amostrasA positivas, foi observado que
88,9% foram classificadas como agentes associados com infeccdo e 11,1% como
colonizantes, indicando assim que, amostras relacionadas com infeccdo apresentaram
maior resisténcia a meticilina. Em nosso estudo, nenhuma amoS§radeeugsolada
de fossa nasal apresentou o gene mefeira & Cunha. (2008), estudando amostras de
fossa nasal de pessoais normais, também nao encontraram isolad EOsBAS.

A prevaléncia deS. aureusresistentes a meticilina em diferentes regides do
mundo varia consideravelmente. Em uma pesquisa SENTRY com 3051 amo$ras de
aureusisoladas de 25 hospitais universitarios distribuidos entre 15 paises da Europa
Central e Sudeste, 25% eram MRSA. A maior porcentagem descrita foi encontrada em
hospitais de Portugal (54%) e Italia (entre 43 e 58%); o menor percentual foi na Suica e
Holanda (2% cada) (Fluit et al., 2001). No Brasil, Cavalcanti et al. (2005), verificaram a
prevaléncia dé&. aureuse MRSA no Hospital Universitario Oswaldo Cruz, em Recife.
Foram constatadas, em 87 isoladosSdeaureusde pacientes admitidos na UTI, a
presenca de 30 (34,5%) MRSA. Pereira & Cunha (2008) também no Brasil, estudaram
100 amostras d&. aureusisoladas de materiais clinicos provenientes de pacientes
internados na Unidade Neonatal e Pediatrica do HC da Faculdade de Medicina de

Botucatu no periodo de 1991 a 2007, e encontraram 18 (18%) amostras positivas. Entre
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as amostras isoladas da Unidade Neonatal, 10 (16,1%) foeadpositivas, sendo trés
provenientes de hemocultura, quatro de secrecdes e trés de cateteres. Da Unidade
Pediatrica, oito (21%) isolados apresentaram resisténcia a meticilina, entre estes sete
eram de hemocultura e uma de liquido pleural.

Os S. aureugresistentes a meticilina tém emergido durante os 30 ultimos anos
como um importante patdogeno responsavel por infeccdes hospitalares, principalmente
em unidades perinatais, e, mais atualmente, comunitarias. Os fatores de risco associados
com a aquisicdo de MRSA incluem nascimento prematuro, baixo peso, problemas
respiratorios, imunodeficiéncia, uso profildtico de antimicrobianos, tempo de
hospitalizacdo longo, infeccbes do trato respiratério, diagnésticos invasivos e
procedimentos cirurgicos (Loureiro et al., 2000).

Embora néo tenha verificado diferenca estatisticamente significativa a analise da
evolucéo de resisténcia a oxacilina em amostr&s. dereusie acordo com 0s anos 0s
resultados revelaram uma queda entre os anos de 1991-2005. Resultados similares
foram verificados por Pereira & Cunha (2008), utilizando amostras isoladas de
pacientes internados na Unidade Neonatal e Pediatrica do HC de Botucatu no periodo
de 1991 a 2007, observando um declinio na porcentagem de amos8aauteus
resistentes a meticilina no periodo de 1995-2000, um posterior aumento em 2001-2004
e novamente um declinio nos anos seguintes. Dados de uma pesquisa realizada na
Inglaterra e Pais de Gales durante 1993-2002 demonstrou que, apesar do numero de
bacteremias causadas por MSSA estar relativamente constante, a taxa destas por MRSA
cresceu significativamente, resultando em um aumento global de casos de bacteremias

pelos S. aureus. (Griffiths et al., 2004)
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Das 30 amostras de ECN estudadas 11 (36,7%) apresentaram positividade para o
genemecA comparado com duas (20,0%) das dez amostras isoladas de fossa nasal. Das
19 amostras deés. epidermidisisoladas de RN, seis (31,6%) foram resistentes a
meticilina; das quatro cepas & warnerj uma (25%) apresentou o gene e das duas
amostras d&. hominise deS. haemolyticygodas foram positiva®D maior percentual
de resisténcia a oxacilina eB. epidermidistambém foi encontrado por Cunha &
Martins (2008) com 83,3% d& epidermidissolados de pacientes do HC de Botucatu,
mecApositivos. Em amostras clinicas, foram reportadas taxas de resisténcia a meticilina
variando de 55 a 77% e até 86% em Unidades de Cuidados Intensivos (UTI). Bernardi
et al. (2007), trabalhando com 27 cepas de ECN isoladas de cateter venoso central,
encontraram 90% das cepas 8e epidermidisresistentes a oxacilina, 75% &
haemolyticuse 75% deS. warneri. Neste trabalho, nenhuma amostr&.degdunensis
e de S. simulangdemonstrou ter o gene.

Foram encontradas seis amostreecApositivas no grupo dos ECN classificados
como significativos, sendo quatro da esp&iepidermidisumaS. warnerie umas.
hominis. No grupo dos contaminantes, dos cinco isolados resistentes a meticilina, dois
eram S. epidermidislois S. haemolyticus e um S. hominis.

O percentual mais elevado de amostnggApositivas no grupo dos ECN do que
nos S. aureustem sido descrito por outros autores (Cuevas et al. 1999, Bouza et al.
2004) e no Brasil, Cunha & Martins (2008) estudando 150 amosti@salegeuse de
ECN isoladas de pacientes do Hospital das Clinicas de Botucatu, encontraram 46
(45,1%) S. aureus megrositivos e 37 (81,2%) ECN positivos.

Com referéncia a pesquisa do genw do total de 57 amostras & aureus

analisadas, 10 (17,5%) foram positivas, sendo duas (20%) do grufo aereus

60



classificado como colonizacédo e 80% do grupo com infeccdo. O maior percentual de
positividade, referente a origem das amostras isoladas de diferentes materiais clinicos,
foi encontrado no grupo de hemocultura (23,5%), seguido do grupo de secrec¢ao (22,7%)
e de corpos estranhos (5,6%). Estes dados nédo diferem dos ja descritos na literatura, que
associam a presenca da toxina com casos de infeccfes sistémicas e locais (Lina et al.
1999, Issartel et al. 2005). Em seu trabalho, Lina et al. (1999) encontraram 93% de
amostras associadas com furunculose positivas para os genes da leucocidina Panton-
Valentine (LPV) e 85% em amostras associadas a casos de severa pneumonia necrotica
hemorragica. No Japdo, das 161 cepasSdaureusisoladas de lesbes de pele de
pacientes do Departamento de Dermatologia da Universidade de Medicina de Okayama,
20 (12,4%) apresentaram os genes (Yamasaki et al., 2005). Ja no trabalho de Chini et al.
(2005), analisando amostras de pacientes da enfermaria e do ambulatério de diferentes
hospitais da Grécia, os autores verificaram a presenca da toxina em 287 (27%) das 1058
amostras. As amostras de fossa nasal ndo foram positivas para a toxina, dado este que
esta de acordo com o de Kilic et al. (2008). Entre os ECN nenhuma amostra pesquisada
demonstrou ter a presenca dos genegNmkagawa et al., 2005; Reischl et al. 2007) .

Somente uma amostra & aureudoi positiva para os genesecAe pvl. Esta
amostra foi isolada de hemocultura e o RN apresentou varios fatores de risco, como uso
de cateter e dreno, neutropenia, antibioticoterapia prévia e apesar do uso de antibiético
adequado (vancomicina) foi a O6bito devido a insuficiéncia respiratéria aguda,
broncopneumonia e choque séptico, mostrando a importancia da viruléncia da bactéria e
fatores do hospedeiro na evolugédo do quadro clinico.

A deteccdo dos genésaA, icaD e icaC responsaveis pela sintese de biofilme

pelos ECN isolados de RN mostrou que das 30 amostras estudadas, 28 (93,3%) foram
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positivas para um ou mais gen@s dez amostras isoladas de fossa nasal também foram
positivas, sendo que seis (60,0%) apresentaram os igaesicaD e quatro (40,0%)
0s trés genes pesquisados. Abassi et al. (2008) relataram a presenca dzsafenes
icaC em 63,3% das cepas & epidermidisesistentes a meticilina (MRSE) isoladas de
hemocultura e de cateter intravascular. Nossos resultados revelaram que das 13
amostras isoladas de hemocultura, todas foram positivas para esses genes; das 15
amostras isoladas de corpos estranhos, 13 (86,7%) foram positivas, bem como as duas
Unicas amostras de secrecdo. Das 17 amostras do grupo classificado como significativo,
16 foram ica positivas, sendo que 12 (75%) amostras pertenciam a espécie
epidermidis,uma (6,25%) aoS. hominie S. lugdunensie duas (12,5%) &. warneri
No grupo classificado como contaminante, de um total de 13 amostras, 12 foram
positivas para os genes de biofilme, tendo seis (3%&pidermidisdois (16,7%)S.
haemolyticue S. warnetium (8,3%) S. lugdunensssS. simulans

A resisténcia a meticilina em ECN foi relatada como sendo significativamente
maior em isolados biofilme positivos (81,0%) do que em isolados biofilme negativos
(57,0%) (Koksal et al., 2007) porém, no presente trabalho, em um total de 30 ECN
isolados de RN, 35,7% apresentaram 0s geregsie ica concomitantemente, ou seja,
foi verificado um percentual mais baixo em relacdo a presenca do ganess
amostrasnecApositivas, entretanto, essa diferenca n&o foi estatisticamente significativa
comparada com as amostras sensiveis. Entretanto, bactérias que possuem capacidade de
produzir biofilme séo mais resistentes a acao de antibibticos, pois estes ndo conseguem
agir diretamente no microrganismo e, ndo necessariamente, porque possuem 0 gene
mecA Em um trabalho com 92 amostras de ECN, 45 amostras clinicas e 47 ambientais,

Alcaraz et al. (2003) estudaram a producédo de biofilme pelas bactérias e a presenca do
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genemecA Foi observado que ndo houve diferenca na producédo de biofilme entre
amostras clinicas e ambientais e que a maior parte dos ECN produtores de biofilme
também tinham o gene mecA

Diferentemente do resultado encontrado no trabalho de Bradfort et al. (2006) e de
Frebourg et al. (2000) que citaram diferencas na distribuicdo dos mgenentre
isolados invasivos e comensais, ndo encontramos diferenca entre os grupos. De Silva et
al. (2002) também nédo encontraram nenhuma diferenca significativa entre os isolados
invasivos e contaminantes ou de flora da pele.

A analise de producéo de biofilme de acordo com o material clinico ndo mostrou
diferencas significativas em relacdo a presenca dos gemesntretanto Allori et al.

(2006), verificaram producdo de biofilme somente por ECN isolados de urocultura e
cateter; com nenhuma amostra de hemocultura positiva.

Com os resultados obtidos, € possivel concluir que 0 uso de cateteres ou outros
corpos estranhos constitui fator de risco importante na ocorréncia de infeccbes por
S.aureue ECN. S. epidermidi® ainda a espécie de ECN mais comumente isolada de
amostras clinicas e amostrasSleaureusausadoras de infeccdo sdo mais comumente
isoladas de hemocultura, comparado com isolados colonizantes que estdo presentes em
secrec¢Oes, mostrando assim, uma relagdo entre material clinico e significancia amostral.
Os genesmecA e pvl estdo presentes principalmente em amostrass.daureus
causadoras de infecgcdo, indicando a importancia desse fator de viruléncia na
patogenicidade bacteriana e da resisténcia a meticilina, que dificulta o tratamento. Os
genes icaencontrados em mais de 90% dos ECN isolados de RN e em todas as amostras
de fossa nasal, demonstra ser um fator de viruléncia importante em casos de infec¢des

relacionadas a utilizagdo de corpos estranhos, uma vez que os ECN da prépria
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microbiota possuem potencial para produzir o biofilme, facilitando a colonizacao,
persisténcia e protecdo contra células do sistema imune do hospedeiro e acédo de
antimicrobianos utilizados no tratamento das infeccdes relacionadas com esses

dispositivos.
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