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RESUMO

Neste estudo investigou-se a colonizagao por S. aureus e a associagao entre cepas
isoladas dos sitios nasal e lingual de voluntarios adultos saudaveis. Adicionalmente
verificou-se a presenca de cepas MRSA, BORSA, com resisténcia constitutiva ou
induzida a clindamicina e os portadores que persistiram apds cinco meses. Foram
obtidos swabs dos sitios nasal e lingual de 100 individuos adultos sem histérico de
internacao hospitalar, sem contato com servigcos de saude, doenga de base, diabete
e sem uso de antibi6ticos. Dos pacientes, 9,0% tiveram S. aureus isolados apenas
do sitio nasal, 4,0% apenas no sitio lingual e 4,0% nos dois sitios. Uma cepa nasal
foi considerada fenotipicamente MRSA com caracteristicas de CA MRSA e uma foi
considerada BORSA. Quatro cepas (19,0%) demonstraram resisténcia induzida a
clindamicina. Uma delas de origem nasal e outra de origem lingual de diferentes
individuos. As outras duas eram de origem nasal e lingual de um mesmo individuo.
Entre os portadores 10,0% e 5,0% foram carreadores persistentes nasais e linguais
respectivamente. O portador de MRSA nasal foi considerado persistente. A
associacao entre cepas nasal e lingual de um mesmo individuo foi excluida para um
dos pacientes e confirmada por PFGE para os demais. Dentre os portadores
persistentes, 2 foram persistentes apenas no sitio lingual. Os resultados de PFGE
confirmaram que um deles era portador persistente do mesmo clone apenas no sitio
lingual. Estes resultados sugerem que uma atencédo especifica ao sitio lingual nas
profilaxias cirdrgicas com mupirocina poderia melhorar o resultado de seu emprego.
Adicionalmente a associagcao clonal entre cepas nasal e lingual sugere que o sitio
lingual seja um sitio provavel para recolonizacdes pelos mesmos clones apos
profilaxia com mupirocina. As cepas caracterizadas fenotipicamente como CA MRSA
foram submetidas a pesquisa do gene mecA por PCR e surpreendentemente nao foi

observada a amplificacdo dos fragmentos do respectivo gene. Isto significa que
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estas cepas nao possuem mecanismo de resisténcia a meticilina por producao de
PBP codificada pelo gene mecA, e que estudos adicionais sd0 necessarios para
verificar os verdadeiros mecanismos envolvidos. Estes resultados chamam a
atencdo para que cuidados especiais sejam tomados nas cepas identificadas

fenotipicamente como CA MRSA.
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ABSTRACT

In this study we attempted to investigate S. aureus colonization in healthy adult
volunteer and tried to establish the correlation between strains isolated from the
nasal and lingual sites. Additionally we verified the presence of MRSA, BORSA,
clindamycin constitutive and inducible resistant and investigate the persistent carriers
after 5 months. The swabs were obtained from nasal and lingual sites from 100 adult
patients without a history of hospitalization, health care contact, antimicrobial use,
basis disease and diabetes. Of the patients, 9.0% had only nasal colonization, 4,0%
only lingual colonization and 4,0% had S. aureus colonization in both (nasal and
lingual) sites. From the nasal isolations, one was considered a phenotypic methicillin-
resistant strain with CA MRSA'’s characteristics and one a borderline oxacillin
resistant. No one constitutive clindamycin constitutive resistant strain was isolated.
Four isolations (19,0%) demonstrated inducible clindamycin resistance. One of them
was from the nasal and another from the lingual site from different patients. The other
two, were isolated from the same patient in both sites. From the nasal and lingual
carriers 10,0% and 5,0% respectively were persistent carriers. The nasal methicillin-
resistant carrier was considered persistent. The clonally association between nasal
and lingual strains in the same patient was excluded for one patient and confirmed by
PFGE for the others. From the persistent 2 were only lingual persistent carriers. The
PFGE confirmed that one of them was colonized with the same clone. It suggests
that special attention should also be directed to this site for the control of nosocomial
infection. It should be better the results of prophylaxis. In addition the association
between the nasal and lingual strains suggested that lingual site can be a possible
site for same clone recolonization after mupirocin prophylaxis. The strains with CA
MRSA'’s characteristics were submitted to mecA gene investigation though fragments

amplification by PCR and surprisely they weren’t observed. It means that the
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resistance mechanism of this strain was not for alteration of PBP expressed by gene
mecA and more studies are necessary to verify the true mechanisms and products
involved. These results clamed attention for the necessity of special cares with

strains identified as CA MRSA through phenotypic characteristics.
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1- INTRODUCAO

Na atualidade, Staphylococcus aureus é um dos microrganismos mais
amplamente estudados por estar envolvido em grande diversidade de processos
infecciosos, pela capacidade de desenvolver resisténcia antimicrobiana e
representar uma das maiores causas de infecgbes hospitalares adquiridas,
contribuindo para elevagdes dos indices de morbidade/mortalidade (MURRAY et al.,
2003).

Sua transmissao ocorre por contato direto ou indireto. As colonizagdes sao
assintomaticas, de carater transitério ou persistente e podem durar anos. Sua
distribuicdo no corpo humano é vasta, porém os estudos de portadores sdo mais
freqUentes em isolados do vestibulo nasal, pele e pregas perineais (BARON et al.,
2001; KONEMAN et al., 2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003; STUKUS,
1997).

Cepas resistentes a meticilina (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus =
MRSA) tém sido isoladas de infecgdes desde o inicio da década de 1980. Elas
apresentam resisténcia aos antimicrobianos com estrutura quimica B-lactamica e
representam um grande problema de saude publica. (BARON et al., 2001;
KONEMAN et al., 2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003). A terapia para
MRSA tornou-se problematica e restrita, pois a resisténcia multipla aos
antimicrobianos € comum, o que potencializa a importancia da identificacdo de
portadores e a prevengao.

A mupirocina € recomendada como profilaxia no controle de infeccdes
hospitalares por S. aureus, mas sua eficacia foi demonstrada apenas em portadores
nasais e recolonizacées com as mesmas cepas provavelmente a partir de sitios

extra-nasais foram detectadas (WERTHEIM et al., 2005; PERL et al, 2002).
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A identificacdo de portadores de cepas sensiveis a meticilina (Methicillin-
Sensible Staphylococcus aureus = MSSA) em pessoas de comunidade € comum,
porém os carreadores de MRSA tém sido descritos em associagdo com fatores de
risco como hospitalizagcdo ou profissionais correlacionados a hospitais. As
publicagbes relatam o MRSA como “um residente hospitalar” (KONEMAN ET AL.,
2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003; STUKUS, 1997).

Estudos verificaram a presenca de cepas MRSA em criangas sem
associacao com os fatores de risco e sugeriram uma modificacdo lenta na
epidemiologia de MRSA. (CHAMBERS, 2001; WU et al., 2002; UEMURA et al.,
2004; ERDENIZMENLI et al., 2004).

Estudos sugerem que as infec¢gdes comunitarias por MRSA em individuos
saudaveis sem fatores de risco vém aumentando (NIMMO et al., 2000).

De fato, as cepas associadas a comunidade passaram a ser referidas como
CA MRSA (Community Associated-MRSA), enquanto que as relacionadas a
hospitais sdo chamadas HA MRSA (Hospital Associated-MRSA) (BOYCE, 2003;
DELLIT et al., 2004; GWEN et al., 2005).

O relato de Staphylococcus aureus (S.aureus) isolados de amostras obtidas
da cavidade bucal é freqiente (MARTINS et al., 2002; MIAN et al., 2002; HALL,
2003; SMITH et al., 2003), porém o reporte de cepas MRSA causa uma grande
preocupacdo de que a cavidade bucal em seus diversos sitios possa ser um
reservatorio para recolonizacdes das fossas nasais apos a profilaxia com mupirocina
(MIAN et al., 2002; SMITH et al., 2003). Estudos com identificacdo de portadores de
MRSA em parte posterior da lingua foram publicados (SMITH et al., 2003).

A analise conjunta destes dados evidencia a importancia da identificacéo de
portadores saudaveis de MSSA e MRSA (CHAMBERS, 2001; WU et al., 2002;

UEMURA et al., 2004; ERDENIZMENLI et al., 2004).
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2. REVISAO

2.1- Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sao caracterizadas como cocos
Gram-positivos, catalase-positivos, imoveis, facultativos e sensiveis a lisostafina.
Possuem diversos fatores de viruléncia (constitutivos ou expressos) que lhes
conferem capacidade de rapida colonizagéo e sob condigdes apropriadas é possivel
ocorrer sua disseminacao através dos diversos tecidos e 6rgaos do hospedeiro.
Dentre seus elementos constitutivos, a capsula polissacaridica e o 4cido teicoico, por
exemplo, tem envolvimento nos mecanismos de resisténcia a opsonizacdo para
fagocitose e aderéncia. Ja os fatores expressos sdo codificados por uma ampla
variedade de genes, que pode ser regulada diferentemente dependendo do sinal
ambiental, o que permite a adaptacdo dessa bactéria em ambientes diversos,
possibilitando assim, sua invasao, adaptacao, sobrevivéncia e multiplicacdo nao sé
em diferentes sitios do hospedeiro, mas também em diferentes superficies (BARON
et al., 2001; KONEMAN et al.,, 2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003;
STUKUS, 1997).

S. aureus, também pode produzir um mucopolissacarideo extracelular
amorfo (slime), que permite a agregacao bacteriana, levando a formacdo de um
verdadeiro biofilme que favorece a colonizagdo dessa bactéria em diversas
superficies nao sbé no hospedeiro, mas também no ambiente externo. Essas
colonizagbes podem favorecer a sua transmissao para o ser humano e para outras
areas. (CHRISTENSEN et al., 1982).

A colonizacdo da pele por essa bactéria ocorre provavelmente por sua

capacidade de resistir a altas concentracbes de sais e lipidios, bem como por
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produzirem proteinas de superficie que se ligam a fibronectina, presente na
superficie das células do hospedeiro (FLOCK et al., 1996).

As infecgbes por estafilococos podem ser didaticamente classificadas com
base em dois mecanismos distintos: processo infeccioso agudo e doengas causadas
por toxinas. As infec¢des agudas podem ser localizadas, como pustulas, furdanculos,
impetigos ou serem processos mais extensos e graves, como infecgdo cirurgica,
osteomielite, pneumonia, endocardite, meningite e outros. Ainda podem ser
disseminadas, como bacteremia e septicemia. Doencas causadas por toxinas
também apresentam amplo espectro de manifestacdes clinicas, como celulite,
sindrome da pele escaldada, sindrome do choque toéxico e intoxicacdo alimentar
(BARON et al., 2001; KONEMAN et al., 2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al.,

2003).

2.2 - Resisténcia de Staphylococcus aureus aos agentes antimicrobianos B-
lactamicos, a mupirocina e a clindamicina

Os antimicrobianos variam quanto a sua estrutura quimica e pertencem a
grupos diferentes destacando-se, como de grande importancia para S. aureus, 0
grupo dos B-lactamicos. Neste grupo, encontram-se o0s antimicrobianos
representados pelas penicilinas naturais e sintéticas. Os alvos de atuagdo dos
antibidticos B-lactamicos sdo enzimas que atuam nas etapas finais da formacao da
parede celular bacteriana. Essas enzimas, sdo proteinas de membrana que por se
ligarem aos antibidticos B-lactdmicos, sdo chamadas de proteinas de ligacdo a
penicilina (penicillin binding protein = PBP). A ligagdo do B-lactdmico, as PBPs,
impede a formacao da camada de peptidoglicano da parede celular, o que parece

desencadear a morte bacteriana por um processo ainda desconhecido (WAXMAN &
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STROMINGER,1983; TOMASZ et al.,, 1989; DOMINGUEZ et al., 1997;
MARANGONI,1997; MURRAY et al., 2003).

Sao descritos dois mecanismos principais pelos quais pode ocorrer
resisténcia bacteriana aos B-lactamicos. Um deles é através da producdo de
B-lactamases, € o0 outro € por alteracdo da proteina alvo de acao da droga (PBPs).
(LOWY, 2003; HACKBARTH & CHAMBERS, 1993).

As B-lactamases sdo enzimas responsaveis pelo aparecimento da
resisténcia a penicilina e levaram ao desenvolvimento de penicilinas anti-
estafilocécicas, resistentes as B-lactamases, como a oxacilina e a meticilina, que
passaram a ser utilizadas no tratamento de infeccbes estafilocdcicas penicilina-
resistentes. A sintese de B-lactamase em S. aureus é codificada pelo gene
plasmidial blaZ que é regulado por outros dois genes, um com atividade repressora
(blal) e outro com atividade anti-repressora (blaR1). Estes genes codificam
respectivamente, proteinas repressoras e sinalizadoras da expressdo de blaZ.
(HACKBARTH & CHAMBERS, 1993; LOWY, 2003). Substancias denominadas
inibidores de B-lactamases, como o &acido clavulanico, atuam como inibidores
suicidas, ligando-se as B-lactamases e impedindo a destruicdo dos B-lactamicos por
estas enzimas (MIMS et al., 1999).

O outro mecanismo de resisténcia dos estafilococos é intrinseco, mediado
por cromossomo, ndo é resultante da acao de B-lactamases e esta relacionada com
uma PBP modificada denominada PBP2a ou PBP2’. Essa proteina apresenta baixa
afinidade de ligacao aos B-lactamicos, inclusive oxacilina e meticilina. A inibicdo da
sintese da parede bacteriana pelo B-lactamico ndo ocorre, uma vez que a PBP2a
pouco se liga ao mesmo e simultaneamente parece funcionar como uma PBP

substituta na sintese da parede bacteriana (BRAKSTAD & MAELAND, 1997).
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A PBP2a é produto do gene mecA, que € o principal codificador da
resisténcia a meticilina no cromossomo do S. aureus (HARTMAM & TOMASZ, 1986;
CHAMBERS & HACKBARTH, 1987; BERGER-BACH] et al., 1992).

O gene mecA esta contido no determinante mec ou segmento mec e a parte
central desse segmento (core) é composta pelo gene mecA e pelos genes mecR1 e
mecl que sdo 0s genes responsaveis pela regulacdo do mecA. Os genes mecl e
mecR1, tem atividade repressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o gene
mecA (ARCHER et al.,1994). A expresséo do gene mecA (PBPZ2a) pode gerar na
bactéria resisténcia a oxacilina/meticilina, o que se observa na inativacdo
experimental do gene mecl (repressor de mecA). A regulacdo da expressdo de
resisténcia ocorre por ligagdo de um B-lactdmico com a proteina MecR1 (produto de
mecR1 = anti-repressor de mecA), que ativada cliva a Mecl (produto do gene
repressor mecl) e permite a transcricdo de mecA com producdo de PBP2a. A
expressao do gene mecA é constitutiva ou induzida por antibidtico B-lactamico,
inclusive oxacilina e meticilina (ARCHER et. al., 1994; LOWY, 2003).

Cepas de S. aureus com menor susceptibilidade a meticilina por causa da
alta producdo de PB-lactamase sao chamados de BORSA (borderline oxacillin-
resistant S. aureus). Esta resisténcia parece ser diferente da resisténcia intrinseca
de MRSA e no laboratério é dificil distingui-las. Nos estudos de Gerberding et al.
(1991) apenas duas das seis cepas BORSA isoladas possuiam PBP2a. Embora
diferentes mecanismos de resisténcia possam interagir, a resisténcia borderline é
considerada primeiramente mediada por plasmidio e diferente da resisténcia
mediada por cromossomo, como no caso de MRSA (GERBERDING et al. 1991).

Se a resisténcia for independente de PBPZ2a, as infecgbes podem ser
tratadas com oxacilina, meticilina ou com inibidores de B-lactamase associados aos

B-lactamicos, porém as dependentes devem ser tratadas com vancomicina ou
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teicoplanina, o que onera o tratamento e favorece a selegao de cepas resistentes a
estes antibioticos. Observa-se entdo a enorme importancia da definicdo laboratorial
do mecanismo de resisténcia envolvido (MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003).

Alguns genes (femA, femB, femC, femD e femE ), que regulam a sintese e
degradacao do peptidoglicano podem ter participacao indireta na resisténcia a
meticilina/oxacilina em funcdo de diminuicAo de transcricdo ou modificacdes
estruturais de seus produtos que sdo as proteinas denominadas Fem
(LABISCHINSKI et al.,1998). A inativacdo do gene femA resulta em diminuicdo da
resisténcia a meticilina (MAIDHOF et al., 1991).

A mupirocina é um antimicrobiano que atua na inibicdo da sintese proteica.
A resisténcia a mupirocina, esta relacionada com mutacdo do gene cromossémico
ileS que codifica a enzima isoleucil RNA-sintetase (IRS), com a qual a mupirocina
compete para inibicdo da sintese proteica. Esta mutacdo leva a producdo de uma
enzima modificada de baixa afinidade para mupirocina. Neste caso o nivel de
resisténcia tem valores de CIM entre 8 e 256 pug/mL. Algumas cepas possuem um
gene ileS em um plasmideo conjugativo (i/eS2) e o mesmo codifica uma enzima
sem afinidade com a mupirocina. Neste caso o0s niveis de resisténcia sdo mais
elevados (CIM = 512 ug/mL). Devido a localizacdo plasmidial o gene pode ser
transferido para outras bactérias por transconjugacdo o que representa uma
preocupacao (YUN et al., 2003).

Os agentes antimicrobianos macrolideos (eritromicina), lincosaminas
(clindamicina) e estreptograminas (quinopristina) sdo amplamente utilizados no
tratamento de infeccdes estafilocdcicas.

A resisténcia a estas drogas pode ocorrer por mecanismo de efluxo ativo ou
por alteracdo de enzimas ribossdmicas. O mecanismo de efluxo ativo é codificado

pelo gene mrsA que confere resisténcia a macrolideos e estreptograminas, mas nao
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a clindamicina. A resisténcia por alteracao de enzimas ribossdbmicas ocorre através
do gene em (erythromycin ribosome methylase) que codifica enzimas que conferem
resisténcia a macrolideos, estreptograminas e lincosaminas. No caso das
lincosaminas esta resisténcia pode ser induzida ou constitutiva. Estes modelos de
resisténcia sdo denominadas de MLSg/ (macrolide lincosamide streptogramin type B
inducible resistance) ou MLSgC (macrolide lincosamide streptogramin type B
constitutive resistance) para resisténcia induzida e constitutiva respectivamente.
Enquanto que a resisténcia constitutiva para lincosamina (clindamicina) pode ser
detectada no Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA), a resisténcia
induzida ndo é expressa. Este tipo de resisténcia pode ser identificado por um teste
que consiste na utilizacdo de discos padrdes de clindamicina e eritromicina em
posi¢cdes adjacentes separados por 15 a 26 mm no TSA. A resisténcia induzida para
clindamicina é verificada por um achatamento ou embotamento da zona de inibigéo
de clindamicina adjacente ao disco de eritromicina dando um formato de letra D para
a zona de inibigao induzida, motivo pelo qual, este teste é comumente denominado

de D-teste (NCCLS, 2004; FERRARO et al., 2005).

2.3 - Deteccao de resisténcia de Staphylococcus aureus a oxacilina e meticilina

A deteccdo da resisténcia a oxacilina em cepas de S. aureus tem sido
dificultada devido a variabilidade nas técnicas padronizadas usadas para tal. As
cepas resistentes sao freqlientemente heterorresistentes aos p-lacatamicos de modo
que, duas subpopulacbes (uma suscetivel e outra resistente) coexistem numa
mesma cultura. Cada célula na populagao pode carregar a informacao genética para
resisténcia, mas somente uma pequena fracdo (10° a 10™) pode realmente
expressar o fenoétipo resistente sob condicbes de teste “in vitro”. A populagéao

resistente geralmente cresce muito mais devagar que a populagdo suscetivel e,
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portanto, pode ndo ser detectada quando é feito o teste “in vitro”. (MARANGONI,
1997).

O sucesso da detecgdo das cepas heterorresistentes depende muito da
promocao do crescimento das subpopulagdes resistentes, o que é favorecido por pH
neutro, temperaturas mais baixas (80 a 35°C), presenca de NaCl (2 a 4%),e
possivelmente por incubagéo prolongada por 48 horas (MURRAY et al., 2003).

Para deteccao fenotipica de resisténcia a meticilina o método de difusdo em
agar e discos de oxacilina padronizado por Kirby-Bauer, é rotineiramente
empregado, porém o National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2004
(NCCLS) recomenda a utilizagdo de Agar Mueller-Hinton suplementado com 2-4 %
de NaCl e 6 ug/mL de oxacilina, o “screening agar” (SA).

O gene mecA pode ser detectado por métodos moleculares, sendo
considerada como “padréo ouro” a amplificagcdo de fragmentos deste através da
técnica de reacao em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction = PCR)
(OLIVEIRA & LENCASTRE, 2002).

Apesar da diferenciacao entre cepas hiperprodutoras de B-lactamase e as
resistentes a meticilina ser primordial na definicdo terapéutica, a distincao
laboratorial € problematica. As cepas hiperprodutoras (BORSA) tém como critério de
caracterizagdo a sensibilidade a amoxacilina/acido clavulanico (inibidor de -
lactamase) com halo maior ou igual a 20 mm, positividade para testes de detecgéo
de producdo de B-lactamase, valores de CIM para oxacilina préximos ao ponto de
corte (2 ug/mL), auséncia de crescimento em SA e sensibilidade a cefoxitina no TSA

(NICOLA et al., 2000; NCCLS, 2004).
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2.4 - Tipagem de microrganismos
Sabe-se, que ha suficiente diversidade genética entre as espécies

bacterianas para permitir a identificagdo de diferentes clones. Um clone foi definido
como um conjunto de amostras bacterianas geneticamente relacionadas que sao
indistintas umas das outras por métodos de tipagem molecular, ou amostras tao
similares que se presume serem derivadas de um ancestral comum (TENOVER, et
al., 1995).

Os métodos de tipagem microbiana podem ser enquadrados em duas
grandes categorias: métodos fenotipicos e meétodos genotipicos. Os métodos
fenotipicos caracterizam os produtos da expressdo genética a fim de diferenciar
amostras bacterianas. Propriedades como perfis bioquimicos, tipos de bacteriéfagos,
antigenos presentes na superficie da célula e perfis de suscetibilidade a
antimicrobianos sao exemplos de propriedades fenotipicas que podem ser
determinadas no laboratério. Devido a envolverem expressao genética, todas estas
propriedades podem sofrer variagées, com base em mudancgas nas condi¢des e nas
fases do crescimento e de mutacéo espontanea (TENOVER, 1997).

Os métodos genotipicos baseiam-se na analise da estrutura genética de um
organismo e verificagdo dos polimorfismos nos padrdes de restricao do acido
desoxiribonucleico (DNA), de acordo com a clivagem do cromossomo por enzimas
de restricdo, e a presenca ou auséncia de DNA extra cromossémico. Os métodos
genotipicos sdo menos sujeitos a variacao natural, apesar de poderem ser afetados
por: insercdes ou delecdes de DNA no cromossomo, ganho ou perda de DNA extra
cromossémico, ou por mutagdes ao acaso que podem criar ou eliminar sitios de
restricdo por endonucleases (TENOVER, 1997).

Os varios métodos utilizados para tipagem de S. aureus, porém, nao

agrupam as amostras da mesma maneira. Alguns estudos tém avaliado e
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comparado diferentes métodos de tipagem, e tais estudos mostraram que as
caracteristicas fenotipicas como antibiograma, biotipagem e fagotipagem
apresentam uma instabilidade maior do que os resultados das técnicas moleculares.

O sistema de tipagem de S. aureus por Pulsed Field Gel Electrophoresis ou
eletroforese em campo pulsado (PFGE) tem sido recomendado por muitos
pesquisadores como o0 meétodo de escolha (TENOVER, 1997; RIBEIRO et al., 2005).

A analise de fragmentos cromossémicos obtidos por restricdo é baseada no
fato de que os cromossomos nao sao estaticos e podem sofrer rearranjos e
mutagOes-ponto. Alteragbes na sequéncia de nucleotideos sao refletidas nos
padrbes de restricdo por endonucleases do DNA cromossémico quando os
fragmentos sao separados em gel de agarose. A eletroforese em campo pulsado
(PFGE) permite que o DNA genbmico total seja separado em um namero limitado de
fragmentos de restricdo com distintas mobilidades eletroforéticas (TENOVER et al.,
1995). O PFGE tem se demonstrado altamente efetivo em estudos epidemiolégicos
moleculares de cepas de bactérias e leveduras. Foi proposto um sistema para
padronizar a interpretacdo dos padrées de PFGE com relacdo a determinacao da
correlacdo entre cepas. Neste esquema, as amostras bacterianas que geram o
mesmo padrao de PFGE sao consideradas a mesma cepa; amostras bacterianas
diferindo em um unico evento genético, representado como uma diferenca de uma a
trés bandas, s&o estreitamente relacionadas; amostras diferindo de quatro a seis
bandas, representando duas alteragbes genéticas independentes, sao
possivelmente relacionadas e amostras bacterianas contendo seis ou mais bandas
diferentes, representativas de trés ou mais alteracées genéticas, sao consideradas

néo correlacionadas (TENOVER et al., 1995).
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2.5 - Epidemiologia

A penicilina foi descoberta por Fleming em 1928 e passou a ter aplicacao
clinica em 1940. A resisténcia de S.aureus a penicilina em foi descrita em 1942. Nas
décadas de 1940 e 1950, apesar da penicilina, os S. aureus eram 0s principais
causadores das infecgOes hospitalares. Durante a década de 1950, com o amplo
uso dos antibiéticos, houve certa negligéncia nas préaticas de assepsia e antissepsia,
tornando urgente a necessidade de educagao das equipes de saude dos hospitais
(WISE et al., 1989).

Um fato curioso é que, como um dos principais patégenos humanos S.
aureus € encontrado em um largo espectro de doencas, desde lesdes superficiais
até severas infecgcdes sistémicas, principalmente em pacientes imunodeprimidos e
no individuo sadio esse microrganismo é freqlientemente um comensal das fossas
nasais anteriores, pele, axilas e perineo. Quando de sua colonizagéo e subsequiente
infeccdo em pacientes hospitalizados, esse microrganismo constitui um elevado
risco, principalmente devido a possibilidade de apresentar multipla resisténcia aos
antibiéticos usualmente disponiveis no comércio (BARON et al., 2001; KONEMAN et
al., 2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003).

Poucas semanas ap6s o langamento da meticilina, que ocorreu em 1961, foi
isolada na Inglaterra uma cepa de S. aureus resistente a mesma e recebeu a
denominacdo de Methicillin Resistant Staphylococcus aureus “MRSA”. (JEVONS,
1961). Existem evidéncias de que esse tipo de resisténcia ja existia antes do uso
desse antibidtico B—lactamico semi-sintético (COOKSON & PHILLIPS, 1990). Tais
estirpes nao representavam maiores problemas, uma vez que a frequéncia de
isolamento de mutantes resistentes a meticilina era muito baixa. A partir de 1975, a

incidéncia de MRSA na Europa e outros continentes aumentou (INGLIS et al., 1993).
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Nos Estados Unidos, no inicio da década de 1980, 56,0% dos hospitais
notificaram presenca de MRSA e em 1989 era relatado em 97,0% dos hospitais
americanos (LAYTON et al., 1995). No final dos anos 1970 ja havia sido observada a
resisténcia a outros antibidticos, como aminoglicosideos, tetraciclinas, mupirocina,
eritromicina, sulfonamidas, lincomicinas e aos metais pesados cadmio e mercurio
(BRUMFITT, et al.,, 1989). Cepas de S. aureus multirresistentes sdo hoje comuns
nos grandes hospitais de todo o0 mundo, limitando as opcdes terapéuticas apenas
aos antibiéticos vancomicina e teicoplamina (BARON et. al., 2001; KONEMAN et al.,
2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003). Em algumas situacées ndao ha
opcao terapéutica eficaz (MANRIQUE et al., 1997; BARIE, 1998; LOWY, 2003).

A problematica das infecgdes por MRSA tornou-se ainda mais severa com a
emergéncia de cepas apresentando suscetibilidade diminuida a vancomicina
(HIRAMATSU et al., 1997a; HIRAMATSU et al., 1997b; TENOVER et al., 1998). A
emergéncia destas estirpes com sensibilidade diminuida a vancomicina, agravou a
preocupacao quanto a possibilidade de surgirem cepas resistentes a vancomicina e
em 1999 passou-se a investir muito em diversos mecanismos e medidas de controle
na tentativa de se evitar o aparecimento destas cepas. Todavia, os altos
investimentos financeiros e todos os esfor¢cos ndo conseguiram evitar o problema e
em 2002 o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) relatou cepas de S.
aureus resistentes a este antimicrobiano.

Os MRSA comegaram a se disseminar em hospitais e sdo responsaveis por
um elevado numero de infec¢des hospitalares, oriundas da transmissao do patégeno
horizontalmente, via transmissdo direta, através de auto-infeccdo, quando o
microrganismo parte de um sitio do corpo para outro; de transmissao cruzada,
quando o microrganismo é transmitido pelos profissionais de saude ou por pacientes

colonizados; e finalmente, através de via indireta, devido a contaminagdes oriundas
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do ambiente, veiculadas pelo uso de cateteres e equipamentos cirlrgicos ou outros
equipamentos hospitalares. O constante transito de pacientes faz com que uma
instituicao funcione como reservatério de MRSA (COHEN, 1992).

A transmissdo S. aureus de um paciente a outro ocorre principalmente,
através das maos da equipe de saude, que se tornam transitoriamente
contaminadas apdés contato direto com pacientes infectados ou colonizados
(MATTHEWS & STEWART, 1984; BOYCE, 1992; TAKAHASHI et al.,, 1997;
KONEMAN et al., 2001).

Medidas como isolamentos do paciente com MRSA por barreiras séo
adotadas em muitos lugares, em especial no Canada. Estudos nao verificaram
reducdes significativas de propagacao com o isolamento do paciente de unidades de
terapia intensiva se o mesmo é adotado como medida uUnica ou principal. Por outro
lado, ressaltam que a higienizagdo das maos entre um paciente e outro reduz
drasticamente estes numeros (CEPEDA et al., 2005).

Nos Estados Unidos, infec¢gées comunitarias por MRSA foram inicialmente
relatadas em 1981, pelo Centers for Disease Control and Prevention (apud LAYTON,
et al., 1995). Tem-se procurado relacionar uma maior gravidade das infeccées com o
fenbmeno de multirresisténcia, porém alguns estudos conseguiram apenas
estabelecer um aumento da morbi-mortalidade, que parece ser mais atribuida a falta
de opgbes terapéuticas do que a maior viruléncia dessas cepas (RESENDE &
FIGUEIREDO, 1997). Uma vez que os MRSA tenham sido detectados em um
determinado hospital, tendem a persistir, aumentando progressivamente sua
prevaléncia (HAMILTON & MILLER, 1997; SULLER et al., 1997).

Nao ha duvida de que é um problema global e extremamente sério e cada
vez mais freqliente em diferentes paises. Apesar da multirresisténcia dos MRSA, as

cepas sensiveis a meticilina (MSSA) continuam mais frequentemente relacionadas a
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infeccbes hospitalares (CHAMBERS & HACKBARTH, 1987/ HACKBARTH &
CHAMBERS, 1989; RESENDE & FIGUEIREDO, 1997; MIMS et al., 1999;
KONEMAN et al., 2001; MURRAY et al., 2003; GRINBAUM et al., 2005).

MRSA emergiu na comunidade, causando infecgdes supurativas da pele e
pneumonia necrotizante em pacientes jovens e previamente saudaveis. Os principais
fatores de risco identificados para aquisicdo de MRSA fora do ambiente hospitalar
incluem residéncia em casa de repouso, uso de drogas endovenosas,
antibioticoterapia prévia e doencas de base tais como doencas cardiovasculares e
pulmonares, diabetes melitus, neoplasias e doencas crénicas de pele (ZETOLA et
al., 2005).

Alguns autores atribuem esta mudanca na epidemiologia das cepas MRSA a
dois provaveis mecanismos: o movimento das cepas MRSA hospitalares para a
comunidade e o surgimento de cepas comunitarias resultantes da transferéncia de
material genético de microrganismos resistentes a meticilina para cepas MSSA
(BUKHARIE et al., 2001).

Algumas caracteristicas individualizadoras entre cepas CA MRSA e cepas
de HA MRSA passaram a ser observadas. As CA MRSA eram isoladas de paciente
sem internag&o hospitalar no ano anterior; apresentavam resisténcia somente aos 8-
lactamicos e/ou eritromicina e sensibilidade a maioria dos antimicrobianos. As
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de oxacilina variavam do ponto de corte
(2ug/mL) até 32pg/mL, enquanto que nas HA MRSA os valores eram geralmente 2
32ug/mL . Os padrbes de eletroforese em campo pulsado (PFGE) de CA MRSA
diferiam dos padrdes locais de HA MRSA. A maioria das cepas CA MRSA causavam
primariamente infeccées em pele e tecidos moles ou pneumonia necrotizante por
produzirem a leucocidina Panton-Valentine (PVL) o que significava possuirem o

gene codificador (lukS-IlukF) (BOYCE, 2003).
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Outros estudos demonstraram que genética e epidemiologicamente CA
MRSA e HA MRSA sao diferentes e os critérios de diferenciagao foram elaborados

(Tabelal).

Tabela 1. Comparacao entre HA-MRSA e CA-MRSA

HA-MRSA CA-MRSA
Contato em servicos de Sim Nao
saude
Média de idade na ldosos Jovens
infeccao
Infeccdes de pele e 35% 75%
tecidos mole
Resisténcia a antibiéticos Muitos agentes Alguns agentes
Gene de resisténcia SCCmecTipo |, 11, 1ll, V SCCmecTipo IV
Tipos de cepa USA 100 e 200 USA 300 e 400
Gene para toxina PVL Raro (5%) Frequente (quase 100%)

Fonte: Dellit et al., 2004; Gwen et al., 2005

O CA MRSA é definido como uma infeccdo com MRSA em uma pessoa que
ndo tem historia prévia de exposicdo a servicos de saude como hospitalizagéo,
cirurgia, hemodidlise ou outros tipos de servicos semelhantes. E sempre resistente
aos B-lactamicos e frequentemente a eritromicina, mas permanece sensivel a varios
outros antibidticos. O HA MRSA é resistente a todas as classes de antibidticos
exceto vancomicina, linezolida, quinopristina, dalfopristina, daptomicina e tigecilina

(GWEN et al., 2005).
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Apesar de sensiveis a varios antimicrobianos, os CA MRSA tendem a
representar um grande problema de saude publica por sua ocorréncia na
comunidade, onde a terapia com antimicrobiano f-lactdmico € amplamente
empregada. O controle de sua transmissdo implica em modificagées culturais nas
condutas terapéuticas ambulatoriais e na atengéo populacional as infec¢coes de pele
como as espinhas, pois 0s mesmos tanto causam espinhas como pneumonia
necrotizante grave (LOPES, 2005; ZETOLA et al., 2005).

Devido as diversas definicbes de CA MRSA encontradas € o numero
limitado de estudos populacionais que incluem utilizacdo de métodos moleculares de
tipagem, a prevaléncia de MRSA na comunidade varia consideravelmente. No
entanto, apesar das dificuldades em relagdo as definicées, essa prevaléncia parece
estar aumentando (ZETOLA et al., 2005). Os trés primeiros casos brasileiros de
infecgdo por MRSA adquirida na comunidade foram relatados em 2005 por RIBEIRO
et al.

O estudo de pacientes da comunidade portadores destas cepas tem se
mostrado de grande importancia na prevencdo de infeccdo e transmissao.
Estratégias com relativo sucesso incluem um maior estado de alerta e deteccao
precoce (DELLIT et al., 2004; GWEN et al., 2005).

Guias com medidas padrdes de descolonizacao e transmissdo de MRSA e

MSSA, foram elaborados e sao periodicamente atualizados em versao eletrénica
livre no site: www.doh.wa.gov/Topics/Antibiotics/providers MRSA_guidelines.htm.
A ultima atualizagao foi em 2006. Nestes guias a profilaxia com mupirocina é
padronizada para os portadores com indicagao de erradicagao, como um dos
principais procedimentos (DELLIT et al., 2004; GWEN et al., 2005).

Embora a profilaxia com mupirocina seja recomendada no controle de

infecgbes hospitalares por S. aureus, um estudo comparou o emprego de mupirocina
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nasal contra placebo, aplicados rotineiramente no pré-operatério de cirurgias
eletivas. Foi observada uma reducao significativa do numero de portadores nasais
de S.aureus, todavia, a incidéncia de infeccdo do sitio cirdrgico nao diferiu
significativamente nos dois grupos, exceto quando os pacientes ja eram portadores
nasais. Assim, esta medida s6 se mostrou efetiva nos portadores nasais (PERL et
al., 2002).

Wertheim et al. (2005), verificaram uma reducéao significativa de portadores
de S. aureus ap06s uso de mupirocina, no entanto relataram recolonizagdes de 35%
por aquisicao de cepas exdgenas e de 65% com as mesmas cepas, supostamente a
partir de sitios extra-nasais. Evidenciaram a importancia de estudar a associacéao
entre cepas nasais e de outros sitios de um mesmo portador.

S. aureus tem sido frequentemente isolados de sitios cavidade bucal, como
a lingua (MARTINS et al., 2002; MIAN et al., 2002; HALL, 2003; SMITH et al., 2003),
porém o relato de cepas MRSA nestes sitios é preocupante (MIAN et al., 2002;
SMITH et al., 2003).

O uso de bochechos com clorexidina 0,12% em pacientes hospitalizados
mostrou, em média, 65% de diminuicdo da incidéncia de pneumonia hospitalar por
S. aureus, fortalecendo a suspeita de que a cavidade bucal e seus sitios podem
servir como reservatério desta bactéria (HALL, 2003). Publicacées concluiram que
cepas MRSA, faziam parte da microbiota bucal normal de individuos saudaveis e
assim poderiam servir de fonte de infeccdo no consultério odontolégico. (MYAN et
al., 2002).

Num estudo de 5000 amostras de diferentes sitios bucais, S. aureus foram
isolados em 28,0% das amostras. Dos isolados de parte posterior da lingua 4,0%
eram MRSA e nao denotavam evidéncias de colonizacbes nasais correlatas.

Estudos adicionais com o intuito de verificar colonizagées nasais de portadores
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linguais foram indicados, sugerindo a lingua como um provavel sitio extra-nasal para
portadores. (SMITH et al., 2003).

E notério que a identificagdo de portadores de S. aureus é um dado
importante ndo s6 na epidemiologia da doenca, mas também nos casos que
requeiram intervengdes cirurgicas, procedimentos invasivos ou condutas clinicas que
possam alterar a condicdo de equilibrio da saude do individuo colonizado e em
consequiéncia desencadear doenca infecciosa passivel de prevencao. Como visto,
apos a erradicacdo com mupirocina, podem ocorrer recolonizagdes a partir de sitios
extra-nasais, e ha indicios de que a lingua possa ser um deles (SMITH et al., 20083;
WERTHEIM et al., 2005).

Estudos de portadores com abrangéncia para MRSA, sao mais
concentrados em hospitais e populagdo correlata, porém na comunidade os
portadores nao identificados podem servir de fonte de infeccdo (KONEMAN et al.,

2001; MIMS et al., 1999; MURRAY et al., 2003).
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3 - OBJETIVOS

A meta desta pesquisa foi:
= Verificar a incidéncia de Staphylococcus aureus na lingua e fossas nasais de
pacientes saudaveis da Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia de

Aracatuba-UNESP;

= Nos individuos com cepas isoladas nos dois sitios verificar com testes fenotipicos e

PFGE a possibilidade de associa¢ao entre as mesmas;

= Verificar a distribugao de cepas nasais e linguais de MSSA; BORSA e MRSA, bem
como avaliar os resultados dos métodos fenotipicos de rotina, frente aos resultados

de metodologia molecular para MRSA,;

= Verificar a presenca de cepas de Staphylococcus aureus com resisténcia MSLgi,;

» Realizar novas coletas nos portadores detectados para verificar a incidéncia de
reisolamentos e avaliar a possibilidade de associacdo entre cepas dos individuos

com isolamento persistente apenas no sito lingual.
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4 - MATERIAL E METODO

4.1 - Amostra populacional, procedimentos de coleta e identificacao de
material

Foram colhidas amostras de 100 pacientes com muito baixo grau de
relacionamento fisico entre si, de diferentes nucleos habitacionais de Aracatuba e
cidades adjacentes atendidos na Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba-UNESP. Todos eram maiores de 18 anos e a renda familiar variava entre
um e trés salarios minimos.

Foram determinados o0s seguintes critérios de exclusdo: diabéticos
diagnosticados, portadores de faringite aguda no momento da coleta, relato de uso
recente de antibidticos e portadores de doenca de base suspeita ou diagnosticada. A
coleta foi processada antes do inicio do atendimento odontoldgico.

O recrutamento foi voluntario ap6s exposicao do projeto ao paciente que deu
0 seu consentimento em Termo de Consentimento Esclarecido (anexo 2), conforme
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, daquela unidade em conformidade
com a Resolugcao n® 01 de 13/06/98 — CNS (Processo FOA 2004-01112 - anexo 1).

Os pacientes forneceram material de fossa nasal e lingua, colhidos com
hastes flexiveis estéreis (swab) que foram transferidos para tubo com infusdo de
cérebro e coracao (BHI-DIFCO- Detroit, USA).

As amostras colhidas foram identificadas pelo numero do box , ocupado pelo
individuo seguido da letra “N” para amostras nasais e “L” para amostras linguais. Em
caso de ocuparem o mesmo box em diferentes periodos a inicial do nome do
primeiro em ordem alfabética foi adicionada ao numero do box para distingdo dos
individuos (ex: 4 e 4A). Quando o individuo ndo ocupava box fixo, a identificagao

ocorreu através das iniciais de nome e sobrenome (ex: LG). Este critério de
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identificacdo das amostras também foi seguido para a identificacdo das cepas

isoladas.

4.2 — Sequiéncia de Procedimentos

Apds 18 a 24 h de incubagéo (aerobiose - 35 a 37°C), as amostras foram
repicadas para Agar Sangue de Carneiro a 5% com base Tryptic Soy Agar (DIFCO-
Detroit,USA) e Mannitol Salt Agar (DIFCO-Detroit, USA), para isolamento e
identificacdo de Staphylococcus aureus, de acordo com as seguintes caracteristicas
bioguimico-fisiolégicas: coloracdo de Gram; producdo da catalase, resisténcia a
polimixina, producéo de coagulase livre e ligada, producdo de DNAse e fermentacéo
do manitol (MACFADIN et al., 2000).

Uma vez identificadas, as cepas foram submetidas ao Teste de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA), Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para
oxacilina e verificacao de producao de urease. A resisténcia induzida a clindamicina
foi avaliada através do D-teste (NCCLS, 2004; MURRAY et al., 2003; MACFADIN et
al., 2000).

Apo6s um intervalo de cinco meses foram realizadas novas coletas dentre os
portadores inicialmente identificados para verificacdo dos portadores com
reisolamentos. As amostras e cepas foram identificadas com os mesmos critérios
das primeiras acrescidas do numero 2 (ex: 4N2, 4AL2, LGL2, etc.) e submetidas aos
mesmos procedimentos laboratoriais.

Considerou-se MRSA, as cepas que cresceram em “screening agar” ,
tiveram CIM de oxacilina > 2ug/mL e demonstraram resisténcia a oxacilina no TSA.
(NCCLS, 2004). Considerou-se BORSA as amostras com resisténcia intermediaria a
oxacilina no TSA, com CIM de oxacilina entre préximos ao ponto de corte (2ug/mL),

sem crescimento em “screening agar”, com halo > 20mm para amoxacilina + acido
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clavulanico e verificagdo de producao de B-lactamase por teste de cefalosporina
cromogénica (Nltrocefim-ROCHE-Basel, Switzerland) (NICOLA ET AL,
2000;NCCLS, 2004).

As provas de producgéo de catalase, coagulase livre e ligada, DNase, urease,
fermentacdo do manitol resisténcia a polimixina B foram executadas de acordo com
o recomendado por: (KONEMAN et al, 2001; MURRAY et al., 2003; MACFADDIN et
al.,2000; MIMS et al., 1999).

Os discos empregados foram de procedéncia CECOM-Sao Paulo, Brasil e
DME-Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil. Os meios de Agar Mueller Hinton, Agar Cistina
Triptona, Agar Manitol Salgado e Caldo de Infusdo de Cérebro e Coracgdo (BHI), os
meios para producdo de DNAse e de urease foram de procedéncia procedéncia
DIFCO-Detroit, USA.

Nas provas de producao de coagulase foram utilizadas cepas controles de
Staphylococcus aureus ATCC 12600 (controle positivo) e Staphylococcus
epidermidis ATCC 14990 (controle negativo). Na verificacdo de producdo urease
foram utilizados como controles positivo e negativo, cepas de Proteus sp. e
Escherichia coli, respectivamente.

Os procedimentos laboratoriais de confirmagdo de gene mecA por
amplificacdo de fragmento interno de gene mecA por PCR (Oliveira & Lencastre,
2002), foram realizados no Laboratério de Microbiologia Clinica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Microbiologia Médica Professor Paulo de
Goes, Departamento de Microbiologia Médica- RJ com a colaboragdo da Dra.
Agnes Marie Figueiredo.

Os procedimentos de tipagem molecular por PFGE (Tenover, 1997) foram
executados no Laboratério Especial de Microbiologia Médica da Universidade
Federal de Sao Paulo - SP. , com a colaboragdo do Dr. Anténio Carlos Campos
Pignatari.
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4.3 — Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Cultivos de 18 a 24 h foram submetidos ao Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos frente aos seguintes antimicrobianos: amicacina (30 ug),
amoxacilina+acido clavulanico (20/10ug), ampicilina (10 pg), cefoxitina (30 pg),
ciprofloxacina (5 ug), cloranfenicol (30ug), eritromicina (25 pg), gentamicina (10 pg),
oxacilina (1 upg), penicilina G(10U), sulfazotrim (25 pg), teicoplanina (30 pg),
tetraciclina (30 pg), vancomicina (20ug) e mupirocina (5 ug). Os discos foram de
procedéncia CECON-Sao Paulo, Brasil e DME-Aracatuba, Sao Paulo, Brasil. O teste
foi executado em Agar Mueller Hinton-DIFCO-Detroit, USA, preparado de acordo
com as especificacées do fabricante, e semeado com in6culo equivalente ao padréao
0,5 de MacFarland (10”-108 microrganismos/mL) . Incubou-se a 35-37°C por 18-24 h
para leitura dos halos e utilizou-se cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
como controle, de acordo com o recomendado pelo National Committee for Clinical

Laboratory Standards (NCCLS, 2004).

4.4 — Verificacao de resisténcia a oxacilina através do “screening agar”
Empregou-se Agar Muelller Hinton-DIFCO-Detroit, USA acrescido de NaCl
4% e 6ug/mL de oxacilina (SIGMA). Preparou-se o in6culo como descrito para
Teste de Sensibilidade aos Antibimicrobianos e fez-se a semeadura por ponto ou
spot, técnica que consiste em tocar a superficie do agar com swab estéril
previamente mergulhado no inéculo preparado. As placas foram invertidas,
incubadas a 35-37°C em aerobiose por 18-24 h e posteriormente examinadas com
lupa e luz transmitida para observar crescimento bacteriano. A presenca de uma sé

colbnia € suficiente para confirmar a resisténcia a oxacilina (NCCLS, 2004).
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4.5 — Determinacao da concentracao inibitoria minima para oxacilina

A atividade antimicrobiana de um composto pode ser quantificada com base
na determinacdo da concentragdo minima do composto capaz de inibir o
crescimento de um dado microrganismo, um valor chamado de Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM).

Foi empregado o método das diluicbes sucessivas, e foram preparados
tubos de ensaio contendo o Caldo Mueller-Hinton-DIFCO, suplementado com
concentracdes crescentes de oxacilina-SiGMA e 2% NaCl (NCCLS, 2004). Calculou-

se a quantidade necessaria do antimicrobiano utilizando-se a seguinte férmula:

Peso (mg) = Volume (mL) X Concentragcéo (ug/mL)
*Poténcia (pug/mgq)

* = expressa no rotulo

Cada um dos tubos foi inoculado com o0s microrganismos a ensaiar € a
seguir incubados 35-37°C em aerobiose por 18-24 h. Apds a incubacdo, a
concentragao inibitéria minima foi considerada como a menor concentragdo de
agente antimicrobiano para a qual ndo se observou crescimento do microrganismo

avaliado por turbidez visivel (NCCLS, 2004).

4.6 — Deteccao de resisténcia induzida a clindamicina (D-teste)

O in6culo foi preparado e semeado como no TSA. Os discos de eritromicina
(15 ug) e clindamicina (2 pg) foram colocados lateralmente a uma distancia entre 15
e 23 mm e incubado por 16-18 h a 35-37° C. Considerou-se o D-teste positivo a
presenca de qualquer achatamento no halo de clindamicina na zona de confluéncia

dos dois antibidticos (NCCLS-2004).
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4.7 - Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para a deteccao do gene mecA
Os isolados resistentes a oxacilina detectados pelo método de triagem em
“screening agar” foram submetidos a confirmacao do gene mecA através da técnica
de PCR multiplex (OLIVEIRA& LENCASTRE, 2002).
Foram utilizados os seguintes primers :
mecA
Forward: MECA P4  5-TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3’
Reverse: MECA P7  5-CCACTTCATATCTTGTAACG-3’

Tamanho do produto: 162 pares de base

KDP
Forward: KDP F1 5-AATCATCTGCCATTGGTGATGC-3’
Reverse: KDP R1 5-CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG-3

Tamanho do produto: 284 pares de base

DCS

Forward: DCS F2 5-CATCCTATGATAGCTTGGTC-3
Reverse: DCS R1 5-CTAAATCATAGCCATGACCG -3’

Tamanho do produto: 342 pares de base

4.7.1. Extracao do DNA gendémico

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado o kit comercial “Genomic
Prep Cels and Tisue DNA Isolation” (Amersham Pharmacia Biotech, Germany),
conforme as instrugbes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado
espectrofotometricamente no equipamento GeneQuant RNA/DNA calculator
(Amersham Pharmacia Biotech), empregando-se os comprimentos de onda de
260nm e 280 nm, e foi calculada a relacdo densidade éptica (D.O. 260/D.0.280)

neste mesmo equipamento (SAMBROOK et al., 1989).
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4.7.2. Reacao de amplificacao

Para a reacao de amplificacdo foi utilizada a seguinte mistura de reacgao:
tampao de reacao da Tag 1x, 200mM de cada dNTP, 800nM dos primers DCS F2,
DCS R2, MECA P4, MECA P7; 200nM dos primers KDP F1, KDP R1; 1,25U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e aproximadamente 20ng do DNA molde.

A reacdo de amplificacdo foi realizada no termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin-Elmer), utilizando o seguinte programa: 4 minutos a 94°C,
seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C e 1 minuto a
72°C. O programa terminou com uma extenséo adicional de 4 minutos a 72°C. Apés,
os tubos foram mantidos a 4°C até o momento da eletroforese (OLIVEIRA &
LENCASTRE, 2002).

Foram utilizados controles cepas llha mec tipo IV (amplificagdo mec A +,

DCS+ e KDP-) e Ilha mec tipo Il: (DCS+ e KDP+).

4.7.3 - Eletroforese

Apos a reacao de amplificagéo, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% em tamp&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X por
1h a 110V. Como padrao de peso molecular foi utilizado um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (Invitrogen) e cepas com ilha mec tipo Il (DCS+;
KDP+) e com llha mec tipo IV(DCS+; KDP-). O DNA foi corado em solugdo aquosa
de brometo de etidio 0,5ug/mL e posteriormente observado e fotografado sob

transiluminacéo ultravioleta. (SAMBROOK et al.,1989).
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4.8 - Analise do DNA cromossOmico de S. aureus pela técnica de eletroforese
em campo pulsado (PFGE)

A analise do DNA cromossOmico baseia-se no principio que existem sitios
de restricao localizados na molécula do DNA. Enzimas de restricado reconhecem
estes sitios e clivam o DNA em fragmentos grandes. O nimero de fragmentos vai
variar de um isolado clinico para outro. Para dissolu¢ao da parede celular
bacteriana, detergentes apropriados, enzimas liticas e proteinase K sao utilizadas.

Na técnica da PFGE o DNA cromossdmico é extraido, digerido com enzimas
de restricdo, separado por eletroforese em campo pulsado, corado com brometo de

etidio e visualizado sob luz ultravioleta (Figura 1).

-
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Figura 1 - llustracao esquematica da técnica de PFGE
Fonte: Swaminathan & Mattar, 1993

Restrigao cf
endonuclease

4.8.1. Extracao do DNA genémico

As cepas de S. aureus foram semeadas em agar-sangue de carneiro a 5%
(DIFCO-Detroit, USA) e incubadas a 37°C durante 24 horas. Posteriormente foram
repicadas em caldo de soja-tripticaseina-DIFCO e incubadas a 37°C por uma noite.

Apés esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 3.345xg durante 10 minutos.
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O sedimento foi resuspenso em 1mL de solucao salina estéril e transferido para um
tubo de microcentrifuga previamente pesado. Essa suspensao foi centrifugada a
23.100xg durante 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. A seguir, 0
sedimento foi re-suspenso com 1mL de solucdo salina estéril, centrifugado a
23.100xg durante 15 minutos e o sobrenadante descartado. Esse procedimento foi
repetido trés vezes. O sedimento foi entdo pesado e re-suspenso em EDTA 50mM
pH8,0, para uma concentracao final de 100ug de massa bacteriana por pL. Desta
suspensao, 15uL foram transferidos para um tubo de micro-centrifuga contendo
215uL de tampao EC (anexo 3), adicionado de 250uL de agarose a 2% de baixo
ponto de fusdo (SIGMA) e 20uL de solugdo de lisostafina (100pg/mL) (SIGMA)
(anexo 3). Esta suspensao foi transferida para os moldes, onde permaneceu a 4°C
por 30 minutos até que os blocos se solidificassem. A seguir os blocos foram
transferidos para uma placa de cultura de 25 orificios contendo 1mL de tampao EC e
incubadas a 37 °C por 5 horas sob agitacdo suave. Apds a incubagao os blocos
foram lavados com 25mL de tampao CHEF TE (anexo 1) e a seguir incubados com
2mL de tampao ES (anexo 3) adicionado de 100uL de solucdo de proteinase K
(20mg/mL) (GIBCOBRL, LIFE TECHNOLOGIES) (anexo 3), por uma noite a
temperatura de 50°C. Os blocos foram entdo lavados com 2,5mL de tamp&o CHEF
TE (4 lavagens com incubagdes de 1 hora cada) e armazenados nesta solucéo até

serem submetidos a digestao enzimatica e eletroforese (PFALER, 1993).

4.8.2. Digestao enzimatica

A digestao do DNA cromossémico foi realizada com a enzima de restricao
Smal (CCG,GGG) (PHARMACIA ), que reconhece de 12 a 20 sitios de restrigdo e
cliva sequéncias de nucleotideos que aparecem poucas vezes ao longo do DNA de

S. aureus (PREVOST et al., 1992; STRUELENS et al., 1992).
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Para o tratamento com enzimas de restricdo, um bloco de agarose de cada
amostra foi transferido para uma placa de cultura de células de 96 orificios contendo
300uL de tampéao DNS (anexo 3). A seguir, o tampao DNS foi retirado e novamente
foram adicionados 300uL de tampdao DNS, o bloco foi incubado a temperatura
ambiente durante 1 hora. Este processo foi repetido quatro vezes. Apds este
periodo, o tampao DNS foi substituido por 200uL de tampé&o da enzima de restrigcéo
e 0 bloco incubado a temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida o tampé&o foi
descartado e entdo foram adicionados 200uL de tampao da enzima de restricao e
40U da enzima Smal. Os blocos, entdo, foram incubados por 2 horas a 4°C e a

seguir por 15 horas a 30°C (PFALER, 1993).

4.8.3. Eletroforese

A eletroforese em campo pulsado foi realizada em gel de agarose a 1%
(SIGMA) em TBE 0,5x (90mM Tris, 90mM &cido bérico, 2mM EDTA (PHARMACIA])
(SAMBROOK et al., 1989), no equipamento CHEF DRI System (BIO-RAD) com
intervalos de tempo de pulso de 1 a 30 segundos por 24 horas, angulo de 120°,
temperatura de 14°C e voltagem de 6,0 volts/cm. Apés, os géis foram corados com
solugcdo aquosa contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio (SIGMA) e fotografados
sob transiluminagdo com luz ultravioleta. Foi utilizado como padrdo de peso
molecular Lambda DNA ladder PFG (BIOLABs), com extensdo das bandas de

48,5Kb até 1,0Mb (PFALER, 1993).
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5 - RESULTADOS

5.1 —Incidéncia de S. aureus e distribuicao dos portadores

Dos 100 pacientes voluntarios foram isoladas 21 cepas de Staphylococcus
aureus distribuidas em 17 portadores. A incidéncia foi de: 9% apenas com isolados
nasais, 4% apenas isolados linguais e 4% com isolamentos nos dois sitios (Tabela

2).

Tabela 2. Incidéncia de S.aureus entre 0s pacientes

Sitios de Isolamento __ Incidéncia (%)
nasal lingual n=100
(+) ) 9
() (+) 4
(+) (+) 4

() () 83

(+)=isolamento positivo;(-)=isolamento negativo

Dentre os que albergavam S. aureus 9 (53,94%) eram portadores nasais, 4
(23,53%) portadores linguais e 4 (23,53%) portadores nasais e linguais (figura 2). Do
total de 21 cepas isoladas, 13 (61,9%) foram de origem nasal e 8 (38,1%) de origem

lingual (Figura 3).
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Figura 2 —Distribuicdo dos portadores em funcgéo do sitio de
origem das cepas isoladas
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Figura 3 - Distribui¢do das cepas quanto ao sitio de origem
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5.2 - Perfil de sensibilidade antimicrobiana observado no Teste de
sensibilidade aos antimicrobianos — Concentracao inibitoria minima para
oxacilina - Crescimento em “screening agar” - Verificacao de cepas MRSA e
BORSA

Os padrdes de sensibilidade/resisténcia das 21 cepas de S. aureus isoladas,
de 17 portadores acrescidos de suas Concentra¢des Inibitérias Minimas para
oxacilina, resultado de crescimento “screening agar “ e producao de B-lactamase
estdo representados na Tabela 3.

Todos os S. aureus isolados revelaram halo maior que 20 mm para
amoxacilina+acido clavulanico e foram sensiveis a mupirocina, amicacina,
cloranfenicol, gentamicina, sulfazotrim, tetraciclina, ciprofloxacina, teicoplanina,
ceftriaxona, cefoxitina e vancomicina.

Das 21 cepas isoladas apenas uma (4,9%), a 24N, foi sensivel a todos os
antimicrobianos inclusive penicilina e nao foi considerada produtora de 3-lactamase.
Cinco cepas (37N; LCN; CNN; 36L; 38L), foram resistentes a penicilina/ampicilina e
sensiveis aos demais antimicrobianos. As demais (71,5%) foram resistentes a
penicilina/ampicilina e eritromicina (Tabela 3).

Uma cepa nasal (5N) foi considerada MRSA (CIM = 8ug/mL de oxacilina,
crescimento em SA e resistente a oxacilina no TSA (Tabela 3; Figura 4).

Outra cepa nasal (4AN) foi considerada BORSA (CIM = 2 pg/mL de
oxacilina, halo > 20 mm a amoxacilina+acido clavulanico, produgédo de B-lactamase
no teste da cefalosporina cromogénica e resisténcia Intermediaria a oxacilina no
TSA). Esta revelou comportamento adverso da pareada lingual (4AL) que foi
sensivel a oxacilina com CIM = 0,2 pg/mL, demonstrando que pertencem a
diferentes clones.

Do total de 21 cepas, 19 (90,5%) foram consideradas MSSA. (Tabela 3).



Tabela 3- Resultados de teste de sensibilidade aos antimicrobia-
nos; CIM; crescimento em SA e producao de B-Lactamase

ANTIMICROBIANOS
CEPAS G1 PEN AMP ERI CLI CFO OXA CIM SA B-L
24N S S S S S S S <0,1 nao -
37N S R R S S S S <0,1 ndo +
LCN S R R S S S S <0,1 ndo +
CNN S R R S S S S <0,1 ndo +
36L S R R S S S S <0,1 ndo +
38L S R R S S S S <0,1 ndo +
4N S R R R S S S <0,1 ndo +
4L S R R R S S S <0,1 ndo +
19N S R R R S S S <0,1 ndo +
19L S R R R S S S <0,1 nao +
1N S R R R S S S <0,1 ndo +
7N S R R R S S S 0,1 nao +
21N S R R R S S S 0,2 nao +
40L S R R R S S S 0,2 nao +
4AL S R R R S S S 0,2 nao +
4AN S R R R S S | 2 ndo +
5N S R R R S S R 8 sim +
LGL S R R R S* S S 0,2 nao +
32N S R R R S* S S <0,1 ndo +
8N S R R R S* S S 0,2 nado +
8L S R R R S* S S 0,2 nao +

Legenda:N=isolado nasal;L=isolado lingual; R=Resistente; S=sensivel; G1=amicacina (30ug);
amoxacilina+acido clavulanico(20/10ug), ciprofloxacina(5ug); cloranfenicol(30ug), gentamicina(10ug);
sulgazotrim; (25ug), tetraciclina(30ug), vanco-micina(20ug); PEN= penicilinaG (10u);
AMP=ampicilina(10ug), ERI=eritromicina(25ug), CLI=clindamicina (2ug); OXA=oxacilina
(1pg);CFO=cefoxitina(30pg); CIM=Concentragao Inibitéria Minima para OXA (ug/mL);SA=crescimento
em “Screening Agar”; B-L= producgéo de B-lactamase (+)=producéo, (-) =ndo producao; * = cepas
sensiveis a clindamicina no TSA e resistentes na indugéo por D-Teste

cefoxitina

Figura 4 - Cepa 5N (MRSA) resistente a oxacilina e sensivel a
cefoxitina no TSA
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5.3 — Verificacao de resisténcia induzida a clindamicina (MLSgl) por D-teste

Os resultados do TSA néao revelaram cepas com resisténcia constitutiva a
clindamicina (MSLgc), ou seja, todas foram sensiveis.

Conforme resultados obtidos pelo D-teste, dos 100 individuos avaliados, 3%
(4 cepas) foram considerados portadores de S. aureus com resisténcia induzida a
clindamicina (MSLgi). Duas cepas eram de diferentes individuos (LGL, 32N) e de
origem lingual e nasal respectivamente. As outras duas eram de um mesmo paciente
(8N, 8L), porém isoladas nos dois sitios (Tabela 4, Figuras 5 € 6).

Considerando o total de 21 cepas, 4 (19%) apresentavam resisténcia do tipo

induzida (MSLgi), conformeTabela 5 e Figura 7.

Tabela 4. Incidéncia de S.aureus MSLgi dentre os

portadores
Sitios de Isolamento Incidéncia (%)
nasal lingual n=100

(+) ) 1
() (+) 1
(+) (+) 1
() () 97

(+)=ipresenca;(-)=auséncia

Resisténcia
MSLpi i Cepa sensivel a
clindamicina e
eritromicina
clindamicina
CLINDA-
MICINA
ERITRO-
MICINA

B0 iy
Figura 5 — Resultados de D-teste apontando cepa com resisténcia
induzida a clindamicina (MSLgi) e controle com cepa sensivel .



Achatamento
do halo

Fornato de
Letra “D”

Figura 6- Resultado de D-teste positivo apontando o achatamento do
halo de clindamicina na juncao de sua difusdo com eritro- micina e o
aspecto de letra “D”.

Tabela 5. Incidéncia de S.aureus MSLgi dentre as
cepas isoladas

Incidéncia (%)

Sitios de Isolamento n=21
nasal (2) 9,5
lingual (2) 9,5
TOTAL (419

Distibuicao da cepas sensiveis e
resistentes a Clindamicina dentre os
totais isolados

resistentes
19%

o sensiveis
m resistentes

sensiveis
81%

Figura 7 — Distribuicdo de cepas sensiveis a clindamicina e com
resisténcia MSLgi
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5.4 — Verificacao de associacao entre cepas com métodos fenotipicos

A verificacao fenotipica da associacao entre as cepas nasal e lingual de um
mesmo portador, dentre 0s quatro nesta condicao (4A, 4, 8 e 19), foi excluida para o
paciente 4A, uma vez que as cepas lingual e a nasal eram respectivamente sensivel
e de sensibilidade intermediaria a oxacilina, bem como as CIMs eram distintas (0,2 e
2,0 pg/mL de oxacilina). Para os demais (4; 8 e 19), apesar dos resultados
equivalentes, nao foi possivel excluir a associagdo com os testes empregados. Para
0 paciente 8, a possibilidade de associacao foi reforcada em funcéo do resultado de

D-Teste e producéo de urease positivos nos dois isolados (Tabela 6).

Tabela 6 - Comparacao entre cepas pareadas (dois sitios)

Nel Cepas fendtipos
OX?®  D-este®  Urease™ CIM(pg/mL)
1 4AN | - + 2
4AL S - - 0,2
2 4N S - - <0,1
4L S - - <0,1
3 19N S - + 0,1
19L S - + 0,1
4 8N S + + 0,2
8L S + + 0,2

Legenda:(1)Cada individuo forneceu uma cepa nasal(N) e uma lingual(L);(2):Oxacilina (S=
sensivel,l=intermediario);(3)+,positivo, -,negativo;(4),+,producao;-,nao produgéo; CIM =
Concentracao Inibitéria Minima (oxacilina)

As cepas nasais e linguais dos pacientes sem exclusdo de associacao

através dos métodos fenotipicos empregados (4, 8 e 19) foram submetidas a PFGE.

5.5 — Verificacao do indice de portadores com reisolamentos apéds a
segunda coleta e sua distribuicao por sitio
Os 17 individuos detectados como portadores na coleta inicial foram

submetidos a segunda coleta ap6s um intervalo de 5 meses. Em 10 dos individuos
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(10% da populacdo inicial) foram reisolados S.aureus na seguinte distribuicdo
quanto aos sitios: 5% (da populacao inicial) reisolamentos apenas nasais, 2% (da
populacao inicial) reisolamentos apenas linguais e 3% (da populagao inicial) com

reisolamentos nos dois sitios (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicao dos portadores com reisolamentos apds um intervalo de 5 meses entre as
coletas

Coletas
Incidéncia Sem isolamento na Com isolamento na

Primeira coleta segunda coleta segunda coleta
Sitios (n=100) (n=17) (n=17)
Isolamentos (portador intermitente) (portador persistente)
Nasais 9 4 5
Linguais 4 2 2
Nasais e 4 1 3
linguais
Total 17 (100%) 7 (41%) 10 (59%)

Dentre os 17 portadores de primeira coleta, 10 (59%) apresentaram
reisolamentos e 7 (41%) nédo apresentaram (Tabela 7 e Figura 8).

Como trés individuos apresentaram reisolamentos nos dois sitios, o total de
cepas reisoladas foi de 13. A cepa de MRSA foi reisolada no mesmo individuo.

A comparacgao dos resultados obtidos nos testes fenotipicos realizados em

isolados de primeira e segunda coleta revelou os resultados constantes na tabela 8.



41%

Distribuicao dos portadores iniciais apos
intervalo de 5 meses entre as coletas

10
59%

O persistentes m intermitentes

Figura 8 - Distribuicdo dos portadores apds 5 meses de intervalo entre as coletas

Tabela 8 — Comparacéo fenotipica entre cepas dos dois isolamentos

Cepas

fenotipos

5N
5N2
7N
7N2
32N
32N2
21N
21N2
1N
1N2
40L
40L2
LGL
LGL2
4N
4N2
4L
412

8N
8N2
8L
8L2
19N
19N2
19L
19L2

OX@

(ONORORORORORORORORORORONOR O RO NGO NORONORONONORON R iy}

D-teste® Urease™

1 | 1 1
4 4 ]

o+ o+
o+ o+

o+ o+

+ + + + + + o+

- +

Legenda: Cada sitio (N=nasal, L=lingual) forneceu duas cepas; 1(primeira coleta) e 2 (segunda coleta)

®:0X = resultados para oxacilina no TSA (S=sensivel, R= resistente);
- =negativo); “ producao de urease (+ =producdo; - = nfo producio)

® resultados de D-Teste (+,positivo;

58
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Foram detectados dois portadores com isolamentos consecutivos apenas no
sitio lingual (40 e LG). Os testes fenotipicos ndo excluiram associacéo clonal entre

cepas e foram submetidos a PFGE.

5.6 — Resultados da avaliacao de associacao clonal das amostras bacterianas
pela técnica de eletroforese em campo pulsado — PFGE

Uma vez que a exclusdo de associagdo clonal entre as cepas dos
portadores com isolamento consecutivo apenas no sitio lingual nao foi possivel com
os métodos fenotipicos, as mesmas (LGL e LGL2; 40L e 40L2), foram submetidas a
PFGE.

A verificacao de associacao entre cepas isoladas na mesma data e nos dois
sitios de um mesmo individuo, realizada com testes fenotipicos foi excluida para o
portador 4A, porém nao foi possivel para as cepas dos individuos 4, 8 e 19. As
cepas nasais e linguais destes individuos (4N e 4L; 8N e 8L; 19N e 19L) foram
submetidas a PFGE para verificagdo de associagao.

A técnica de PFGE foi realizada para dez amostras. Quatro para verificacao
de portador persistente do mesmo clone apenas no sitio lingual (LGL e LGL2; 40L e
40L2) e seis para verificagdo de associacado clonal entre cepas isoladas de um
mesmo portador nos dois sitios € na mesma data (4N e 4L; 8N e 8L; 19N e 19L).

Foram encontrados seis padrdes diferentes de PFGE entre as 10 amostras
de S. aureus analisadas (Tabela 9 e Figuras 9, 10, 11,12, 13, 14 e 15).

Os padrées de PFGE “A” e “B” foram encontrados em duas amostras
isoladas do mesmo paciente (LG) em datas diferentes o que indica pertencerem a
diferentes clones (Tabela 9, Figuras 9,10 e 11).

Cada um dos padrées “C” , “D” , “E” e “F” foi encontrado em duas

amostras isoladas em datas (40L) ou sitios (4; 8; 19) diferentes de um mesmo
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individuo, ou seja, cada padrdao foi encontrado em uma dupla de amostras
provenientes do mesmo portador (Tabela 9, Figuras 9, 10, 12, 13, 14 e 15). Estes
resultados inferem que as cepas com o mesmo padrdao de PFGE pertencem a um

mesmo clone e podem ter se originado de uma fonte comum de contaminacgao.

Tabela 9 - Resultado da tipagem molecular pela técnica de PFGE de dez amostras
de S. aureus sensiveis a oxacilina

Iniciais do N°da Sitio de Data de Padrao

Paciente | Amostra | Isolamento Isolamento |de PFGE clones
L.G.L. LGL Lingual 24/11/05 A ™ diferentes
L.G.L. LGL2 Lingual 05/04/06 B
C.P.S. 40L Lingual 16/11/05 C
C.P.S. 40L2 Lingual 05/04/06 C >
A.K.C. 4N Nasal 23/11/05 D >
AK.C. 4L Lingual 23/11/05 D mesmos
M.C.A. 8N Nasal 10/11/05 E 1 clones
M.C.A. 8L Lingual 10/11/05 E
N.M.A. 19N Nasal 24/11/05 F
N.M.A. 19L Lingual 24/11/05 F >

A12 34 56 7 8 9 10A

' EEREERE

Figura 9 - Resultados de PFGE conforme identificados na Tabela 9
*Os padroes de PFGE sao designadas com a letra maituscula (A até F).

Subtipos, isto é amostras com padroes semelhantes, mas nao idénticos, sdo designados
'com a mesma letra maiuscula, porém com numero arabico apo6s (A1, A2, A3 etc). Padrao
de peso molecular (A) — Lambda ladder 48.5 Kb



A LGL LGL2 40L 40L2 4N 4N2 8N 8N2 19N 19L A

Preanrn

Figura 10 - Resultados de PFGE com as cepas correspondentes e identificagdo dos padrées
(A,B,C,D,EeF).

mais de seis bandas nao coincidentes

Figura 11 - Resultados de PFGE para comparacao entre cepas isoladas
do sitio lingual de portador persistente com 5 meses de intervalo entre
as coletas (A e B = diferentes).
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Coincidéncia de bandas

Figura 12 - Resultados de PFGE para comparag¢ao entre cepas isoladas
do sitio lingual de portador persistente com intervalo de 5 meses entre
as coletas (C e C = memos padroes = mesmos clones).

Coincidéncia de bandas

Figura 13 - Resultados de PFGE para comparagao entre cepas isoladas
de sitio nasal e lingual do portador 4 na mesma data (D e D = mesmos
padrées = mesmos clones).

Coincidéncia de bandas

Figura 14 - Resultados de PFGE para comparagao entre cepas isoladas
de sitio nasal e lingual do portador 8 na mesma data (E e E = mesmos
padrées = mesmos clones).

Coincidéncia de bandas

Figura 15 - Resultados de PFGE para comparagao entre cepas isoladas
de sitio nasal e lingual do portador 19 na mesma data (F e F = mesmos
padrées = mesmos clones)
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5.7 — Resultado de PCR para pesquisa de gene mecA

O individuo portador da cepa sugerida como MRSA (5N) foi considerado
portador nasal persistente apés a segunda coleta e a segunda cepa isolada (5N2)
apresentava resultados fenotipicos pareados a primeira (5N), como mostra a Figura

16.

cefoxitina

e

F

Figura 16 - Cepas (5N e 5N2) resistentes a oxacilina e sensiveis a cefoxitina
obtidas de isolados nasais de um mesmo individuo com 5 meses de intervalo
entre as coletas

As cepas fenotipicamente caracterizadas como MRSA possuem
enquadramento fenotipico de CA MRSA: paciente saudavel, sem fatores de risco,
cepa com CIM para oxacilina de 8ug/mL (entre 2 e 32 ug/mL); resistente a oxacilina
no TSA e sensivel aos outros antimicrobianos testados, exceto eritromicina e
crescimento em “screening agar’.

O resultado da pesquisa do gene mecA nas duas amostras identificadas

como MRSA pelos critérios fenotipicos foi negativo (Figura 17).
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bp
Slot amostra
1 5N2
2 5N
1200 3 NY (SCCmectipo Il)
4 WB 49 (SCCmectipo V)
800 5 padrdo Low DNA Mass
DCS 400
KDP
200 OBS:
mecA: 162 pb
DCS: 342 pb
mecA KDP: 284 pb
100 llha mectipo ll: DCS+; KDP+

llha mectipo IV: DCS+; KDP-

Figura 17 - Resultado de PCR para pesquisa gene mecA nas duas amostras (5N e 5N2) isoladas do sitio nasal
do mesmo individuo em duas coletas distintas com intervalo de 5 meses

Apesar do enquadramento fenotipico desta cepa nos critérios para MRSA,
do tipo CA MRSA, a mesma nao apresenta o gene mecA, o que descarta o
mecanismo de resisténcia por produgao de PBP modificada, j& que o gene mecA é o

principal codificador deste tipo de resisténcia.
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6 - DISCUSSAO

Dos 100 pacientes saudaveis foram identificados 17% de portadores de
Staphylococcus aureus no isolamento inicial. Estes dados sdo comparaveis aos
17,8% obtidos em estudo de ZENSHI et al (2002) com individuos adultos saudaveis.

A interpretagdo comparativa dos resultados obtidos com estudos publicados
foi equivalente para portadores nasais de MSSA (9,0 e 9,4% respectivamente)
(ERDENIZMENLI et al., 2004; UEMURA et al., 2004).

Com relacdo ao isolamento de MRSA, em publicagdo com diferenciacéo
especifica para o sitio lingual (SMITH et al., 2003) verificaram 4% de portadores de
MRSA neste sitio sem evidéncia de colonizagdo nasal. Este dado n&o foi coincidente
para a amostra examinada. A justificativa para esta diferenca pode ser encontrada
na faixa etaria estudada. Estudo de portadores de MRSA efetuados em dois grupos
divididos por faixa etaria (adultos e criancas), revelou resultados considerados
estatisticamente significantes. (UEMURA et al., 2004). No presente estudo, o critério
de inclusdo pertinente a maiores de 18 anos refinou o perfil da populagéo e excluiu
criancas. (ERDENIZMENLI et al., 2004; UEMURA et al., 2004).

No que tange aos MRSA e sua disseminagdo na comunidade deve-se levar
em conta os critérios de diferenciacao entre CA MRSA e HA MRSA, ja que os
isolados obtidos enquadram-se na classificacao fenotipica sugerida para CA MRSA,
ou seja, paciente sem internacdo hospitalar no ano anterior, cepa resistente a
oxacilina e eritromicina e sensivel a maioria dos antimicrobianos, CIM de oxacilina
de 8pg/mL (entre 2 e 32ug/mL) e crescimento em “screening agar” (BOYCE, 2003).
Contudo, os resultados obtidos com teste genotipico (PCR) para pesquisa do gene
mecA, foram negativos. Isto infere que estas cepas ndao possuem resisténcia por

expressao de PBP alterada de codificagdo pelo gene mecA. A sensibilidade destas
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cepas a amoxacilina + acido clavulanico, produgcao de B-lactamase, leva a pensar
que seriam hiperprodutoras de - lactamases (BORSA), todavia, CIM de oxacilna de
8ug/mL e crescimento em “scrrening agar” ndo sao comuns neste tipo de
resisténcia.

Cumpre ressaltar que apesar dos resultados de CIM de oxacilina (8ug/mL),
crescimento em “screening agar” e resisténcia a oxacilina no TSA, estas cepas
foram sensiveis a cefoxitina, que foi recomendada pelo NCCLS em 2004 como
melhor indutor na verificacdo de expressao de PBP2a. As cepas de S. aureus
resistentes a cefoxitina devem ser relatadas como MRSA. Dentre os testes
fenotipicos empregados a sensibilidade a cefoxitina foi o Unico a ndo predizer as
cepas isoladas como MRSA.

A complexidade dos mecanismos de resisténcia utilizados por S.aureus,
infere que estudos adicionais seriam necessarios para verificacar os reais processos
envolvidos na resisténcia destas cepas. O resultado surpreendente negativo para
gene mecA em cepas fenotipicamente enquadradas como CA MRSA demonstram
que estes critérios fenotipicos devem ser avaliados com precaucao e talvez estudos
complementares, em especial com utilizacdo de cefoxitina, poderiam auxiliar a
classificacao, ja que os métodos moleculares s&o inviaveis para laboratérios clinicos
e para a grande maioria dos hospitais.

Ha que se ressaltar que os erros de interpretacdo interferem na conduta
terapéutica, pois, as cepas BORSA sao tratadas com B-lactamicos associados a
inibidor de B-lactamase, enquanto as MRSA tém a vancomicina como terapia
indicada.

Cosiderando que os CA MRSA sao causadores de pneumonia necrotizante

de rapida evolucdo e que na terapia empirica de pneumonia em pacientes
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ambulatoriais os B-lactamicos sdo amplamente empregados, a rapida e correta
classificacao é fundamental para a conduta terapéutica adequada.

Com relacdo a prevencao e controle de infeccdo por S.aureus, muitos
estudos ainda sdo necessarios para determinar os melhores métodos. Estratégias
incluem um maior estado de alerta na detec¢édo de portadores e aplicagdo dos guias
propostos (DELLIT et al., 2004; GWEN et al., 2005).

Sugere-se que a atengao direta somente para o vestibulo nasal possa ser a
razdo da dificuldade de controle das infecgdes principalmente as hospitalares de
cirurgia eletiva passiveis de prevencgao, visto que as recolonizacdes a partir de sitios
extra-nasais apoés profilaxia com mupirocina foram estudadas e relatadas
(WERTHEIM et al., 2005).

Os resultados obtidos sdo concordantes com a literatura no que tange ser a
lingua um provavel sitio extra-nasal de colonizagao (MARTINS et al., 2002; MIAN et
al., 2002; HALL, 2003; SMITH et al., 2003). Dois dos individuos foram considerados
portadores linguais persistentes sem isolamento nasal. Um deles (LG) foi
considerado portador persistente de diferentes clones de S. aureus, porém, o outro
(40) foi considerado portador persistente do mesmo clone num intervalo de cinco
meses entre as coletas. Isto sugere um alerta especial a este sitio no controle de
infecgbes por S. aureus.

Com relagdo a verificacdo de associacdo entre cepas isoladas nos dois
sitios de um mesmo individuo, sabe-se que classicamente a origem das microbiotas
nasal e bucal é de diferentes clones, no entanto, estudos especificos envolvendo o
sitio lingual sado raros (UEMURA et al., 2004). Dos quatro individuos com
isolamentos nos dois sitios (4, 4A, 8 e 19), as cepas nasal e lingual do paciente 4A
foram respectivamente intermediaria e sensivel a oxacilina no TSA. Seus CIMs

foram de 2 e 0,2 ug/mL de oxacilina respectivamente, o que indica serem diferentes
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clones em diferentes sitios de um mesmo individuo. Os trés outros individuos (4, 8 e
19) forneceram cepas de comportamentos semelhantes, e a exclusao de associacao
nao pode ser estabelecida mediante os critérios fenotipicos empregados. Quando
submetidas a PFGE, os resultados confirmaram a associacao clonal entre cepas do
sitio nasal e lingual de cada um dos trés individuos (4N e 4L; 8N e 8L; 19N e 19L).
Isto indica que estes individuos seriam cada qual portador de determinado clone e
manteriam colonizacao nos dois sitios, provavelmente em estado persistente, ja que
cepas com as mesmas caracteristicas fenotipicas das primeiras foram isoladas nos
dois sitios dos trés individuos na segunda coleta. A associacdo entre as cepas
nasais e linguais destes portadores, reforca a idéia ja sugerida de que a lingua seria
um provavel sitio para recoloniza¢des apoés profilaxia com mupirocina.

Com relagéo aos resultados de resisténcia induzida a clindamicina por D-
Teste, estudos com esta finalidade concluiram que 19 a 20% dos estafilococos
MSSA possuem este tipo de resisténcia (ILENDO et al.,, 2004; STEWARD et al.,
2005). O estudo foi compativel com o resultado destes autores.

Vale ressaltar que no laboratério clinico, este dado é relevante, pois cerca
de 20% dos S. aureus relatados como sensiveis a clindamicina apenas com a
realizacdo do TSA, sdo na verdade resistentes e implicam em falhas terapéuticas. A
introducdo do D-teste nas rotinas laboratoriais é facil, ndo exige sofisticacao, tem
baixo custo e aumenta em 20% a possibilidade de deteccao de resisténcia a
clindamicina o que representa um valor consideravel (a cada 5 MSSA relatados
como sensivel no TSA um é resistente).

Portadores persistentes foram detectados em 10% dos individuos, dos quais
8% de portadores nasais persistentes, dados compativeis para populacdo adulta
saudavel (KONEMAN el al., 2001, SANTOS, 1999). Dos 2 portadores persistentes

apenas no sitio lingual, um deles estava colonizado com diferente clone e um com
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mesmo clone o que indica que este sitio merece uma atencao especial ndo s6 no
estudo de portadores, como situacdes de profilaxia cirirgica. Sugere-se que estudos
adicionais sejam realizados com este direcionamento.

Ainda com relacdo aos portadores persistentes, vale lembrar que os trés
individuos com colonizacdo nasal e lingual pelos mesmos clones foram portadores

persistentes de cepas com resultados fenotipicos semelhantes nos dois sitios.
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7 — CONCLUSOES

7.1 - Foram identificados 17% de portadores de Staphylococcus aureus, dos quais
9% nasais, 4% linguais e 4% nasais/linguais no primeiro isolamento. Trés dos quatro
portadores com isolamentos nos dois sitios estavam colonizados pelos mesmos

clones nos dois sitios.

7.2 - Apenas uma cepa foi sensivel a penicilina e ndo produtora de B-lactamase e

71,5% das cepas foram resistentes a eritromicina.

7.3 - Duas cepas de um mesmo individuo, isoladas de fossa nasal com intervalo de
5 meses foram consideradas MRSA pelos métodos fenotipicos, porém a verificagao
do gene mecA por PCR foi negativa.

7.4 - Uma cepa foi considerada BORSA.

7.5 — Dezenove cepas foram consideradas MSSA

7.6 - A verificagado de resisténcia a clindamicina revelou um resultado de 19% para
cepas com resisténcia induzida e nao revelou nenhuma cepa com resisténcia

constitutiva.

7.6 — a) Do total de individuos analisados 10% foi considerado portador persistente
na seguinte distribuicdo: 5% apenas nasais; 2% apenas linguais e 3% nasais e
linguais; b) Dentre os 17% de portadores na primeira coleta, 59% foram portadores

persistentes na segunda coleta.

7.7 - Do total de individuos analisados 1% foi considerado portador persistente

lingual de mesmo clone com intervalo de 5 meses entre as coletas.
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9.0 - ANEXOS

9.1 - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (Anexo1)

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unes % YULIO DE MESQUITA FILHO™
Campua de Aragatuba

COMITE DE ETICA EM PESQUISA —CEP-

OF. 0100/2004
CEP Aragatuba, aos 21 de setembro de 2004,

ACBD/bri

Referéncia Processo FOA 2004-01112

0 Coordenador do Comité de Ftica em Pesquisa desta Unidade, tendo em vista o
parecer favorivel da relatora que analisou o projeto “Estudo comparativo de cepas de
Stapfiylococcus aurens meticilina resistente isolada de fossa nasal e lingua®”, expede o

seguinte parecer:
Aprovado:

Informamos a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugio

CNS 215, deveri ser enviado relatérios parciais até 15/09/2005, 15/09/2006, 15/09/2007 e
relatério final até 15/09/2008,

Prof. DrA

Ciente.De acordo,

/G 2000
Iima. Senhora

s ORI

Faculdade de Odonlologla e Curso da Medicina Veterindrla — DIR
Rua José Bonlfdclo, 1183 CEP 18015-080 Aragatuba - 8P
Tal (18) 520-3203 E-mall; diretor@fos. unesp br




9.2 -Termo de Consentimento Esclarecido (Anexo 2)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP
(Resolucao n® 01 de 13/06/98 — CNS)

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO )
| — DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

1. Nome do Paciente:

Documento de Identidade |Sexo: Data de Nascimento:

nQ

Endereco: Cidade: U.F.
Telefone: CEP:

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do protocolo de pesquisa: " ESTUDO DE CEPAS DE Staphylococcus
aureus ISOLADAS DE AMOSTRAS NASAIS E LINGUAIS DE PORTADORES
VOLUNTARIOS ADULTOS SAUDAVEIS”

2. Pesquisador responsavel:
Vilma Clemi Colli

Cargo/funcao: Inscr.Cons.Regiona |Unidade ou Departamento do
Farmacéutica— I: Solicitante:
bioquimica Curso de Pés graduacao de Analises

CRF08-7084 | Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara.

3. Avaliacao do risco da pesquisa: (probabilidade de que o individuo sofra algum
dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo).

ll SEMRISCO [ JRISCO MINIMO [ ]JRISCO MEDIO [ ]RISCO ALTO

4. Justificativa e os objetivos da pesquisa (explicitar):

Algumas pessoas saudaveis sdo portadoras de uma bactéria chamada
Staphylococcus aureus e isto de forma transitoria ou persistente. Em situacoes
adversas ela pode provocar varias doencas em diversas partes do organismo
(pele, pulmdes, meninges, bexiga e outros). Os individuos portadores podem
transmitir a outros individuos, professores e alunos. O objetivo do trabalho é,
através de coleta de material da fossa nasal e de lingua com haste flexivel estéril,
verificar a presenca desta bactéria nestes locais e identificar os portadores. Nos
portadores identificados uma outra coleta podera ser solicitada para diferenciar os
portadores persistentes.

|5. Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a




identificacao dos procedimentos que sao experimentais: (explicitar)
Procedimento:
1) Passar o cotonete bacteriolégico estéril (swab), na parte posterior da lingua e
imediatamente, introduzi-lo em tubo com meio de cultura (Infusdo de Cérebro e
Coracéao = BHI);
2)Passar outro cotonete estérii na mucosa nasal e introduzi-lo, também
imediatamente, em outro tubo com o mesmo meio de cultura.
Os tubos devem estar adequadamente e corretamente identificados, pois
serdo utilizados para transporte e incubacgao inicial.

6. Desconfortos e riscos esperados: (explicitar)
Sem riscos.

7. Beneficios que poderao ser obtidos: (explicitar)

Na identificacao dos portadores assintomaticos de amostras raras e muito
resistentes aos antimicrobianos havera informacao e orientacao de erradicacao,
Se necessario.

8. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:
(explicitar)
Possivel orientacao de erradicagdo nos casos pertinentes.

9. Duracao da pesquisa:
Quatro anos.

lll - EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL

1. Recebi esclarecimentos sobre a garantia de resposta a qualquer
pergunta, a qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos relacionados com a pesquisa e o tratamento do individuo.

2. Recebi esclarecimentos sobre a liberdade de retirar meu consentimento
a qualquer momento e deixar de participar no estudo, sem que isto traga prejuizo
a continuacao de meu tratamento.

3. Recebi esclarecimento sobre compromisso de que minha identificacao
se mantera confidencial tanto quanto a informagéao relacionada com a minha
privacidade.

4. Recebi esclarecimento sobre a disposicdo e o compromisso de receber
informacgdes obtidas durante o estudo, quando solicitada, ainda que possa afetar
minha vontade em continuar participando da pesquisa.

5. Recebi esclarecimento sobre a disponibilidade de assisténcia no caso
de complicagdes e danos decorrentes da pesquisa.

Observacdes complementares.

80



IV — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido (a) pelo
pesquisador, conforme registro nos itens 1 a 6 do inciso lll, consinto em patrticipar,
na qualidade de paciente, do Projeto de Pesquisa referido no inciso |l.

Local, / /
Assinatura

Testemunha
Nome .....:
Endereco.:
Telefone .:
R.G. .......:

Testemunha

Endereco.:
Telefone .:

R.G. ......:



9. 3 — Solucoes e Reagentes segundo PFALLER,1993 (Anexo 3)

Tampao EC

Tris 6mM 1,5mL de Tris 1M pH8,0
1,5mL de Tris 1M pH7,0

EDTA 0,1M 5,0mL de EDTA 0,5M pH8,0
5,0mL de EDTA 0,5M pH7,0

NaCl 1M 29,22¢g

Brij58 0,5% (acetil éter de polioxietileno 20)  2,5g

Desoxicolato de sédio 0,2% 1,09

Sarkosyl 0,5% (N-Lauroilsarcosina, sal sodico) 2,5g

Ajustar o pH para 7,5, completar o volume para 500,0mL com agua destilada
deionizada e esterilizar por filtragéo.

Tampao ES

EDTA 0,4M, pH9,3 40,0mL de EDTA 625mM pH9,3

Sarkosyl 1% 10,0mL de sarkosyl a 5%

Preparar no momento do uso emquantidade suficiente.

Tampéo CHEF-TE

Tris 0,1M pH7,5 2,5mL de Tris 1M pH8,0
2,5mL de Tris 1M pH7,0
EDTA 0,1M pH7,5 5,0mL de EDTA 0,5M pH8,0
5,0mL de EDTA 0,5M Ph7,0
Completar o volume para 50,0mL com agua destilada deionizada e esterilizar a

121°C por 15 minutos.
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Tampao DNS

Tris 0,1M pH8,0 5,0mL de Tris 1M pH8,0

Cloreto de magnésio 5Mm 0,250mL de cloreto de magnésio 1M
Completar com agua destilada deionizada estéril para 50mL. Preparar no
momento do uso.

Agarose de baixo ponto de fusao a 2%

Agarose de baixo ponto de fusdo 2,09

Agua destilada deionizada 100,0mL

Dissolver a agarose em agua destilada deionizada em banho de agua
fervente e aliquotar em frascos contendo 10mL. Esterilizar a 121 °C por 15
minutos e armazenar a 5°C.

Proteinase K

Dissolver 100mg de proteinase K (GibcoBRL, Life Technologies, USA) em
10mM de Tris HCI pH7,5, 20mM de cloreto de calcio e 50% de glicerol.
Armazenar a temperatura de -20°C.

Lisostafina

Solucao estoque de lisostafina

Dissolver 1mg de lisostafina em 1mL de tampao de acetato de sédio 20mM
pH4,5. Armazenar a temperatura de -20°C.

Solucao de uso de lisostafina

Diluir a solugao estoque 1:10 em tampao de acetato de sédio 20mM pH4,5.

Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE)

TBE 10x
Tris base 121,19

Acido bérico  61,8¢g



Na2EDTA 3,79
Completar o volume com agua destilada deionizada para 1000mL.
Esterilizar a 121 °C por 15 minutos e armazenar a temperatura ambiente.

TBE 0,5x

TBE 10x 50,0mL
Agua destilada deionizada 950,0mL

Preparar no momento do uso.

84



CAPITULO 2

85



86

Community Staphylococcus aureus healthy carriage in nose and tongue

Vilma Clemi Colli, Antonio Carlos Pizzolitto, Maria Stella Goncgalves Raddi

UNESP - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Departamento de Analises Clinicas, Araraquara, SP, Brazil
Abstract

Staphylococcus aureus healthy carrier has been characterized as the
individual who transport infectious agents without symptoms that can be
recognized only by laboratories methods. The aim of this study was to investigate
the extent of S. aureus adult health carrier, particularly MRSA, the antibiotic
susceptible pattern of the isolates, including inducible clindamycin resistance, by
performing nose and tongue swabs. S. aureus was detected from nose or/and
tongue in 17% out of 100 individuals examined. The most common site of isolation
was the nose (13% of the individuals). If tongue had not been chosen for
screening site, 4% of S. aureus carrier would have not been identified. Phenotypic
methods showed different clonal types from the two sites in an individual, and
PFGE analysis established the same clonal type strain in 3 individuals at both
sampling sites. Out of 18 S. aureus, 16 were considered as MSSA, one BORSA,
and one MRSA by phenotypic methods. PCR failures to detect the chromosomal
mecA gene on the phenotypic MRSA strain. Inducible clindamycin resistant was
observed in 16.7 %. In this study MRSA colonization in health individual was not

find, nevertheless
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it is imperative to observe the spread of multiple-drug resistance in S. aureus as

well as detect inducible resistance to clindamycin.

Keywords: Staphylococcus aureus, methicillin, clindamycin, BORSA

Introduction

Staphylococcus aureus has been recognized as one of the most important
pathogen in human disease. The spread of multidrug-resistant strains, particularly
methicillin-resistant S. aureus (MRSA), have made these infections more difficult to
treat. MRSA has been recognized as a nosocomial pathogen; however published
data confirm that community-acquired MRSA infections are increasing in incidence in
both urban and rural settings (Huijsdens et al., 2006).

The anterior nares have being considered the primary S. aureus colonization
site although high carrier rates have been described to others different anatomical
sites (Meurman et al., 2005). Even though MRSA infection has become increasingly
reported, population-based S. aureus and MRSA colonization estimates are lacking
(Coimbra et al., 2000).

Some characteristics appear to differentiate community-associated MRSA
(CA MRSA) from the hospital associated MRSA (HA MRSA). CA MRSA is defined as
community acquired if the MRSA-positive specimen was obtained outside hospital

settings or within 2 days of hospital admission, and if it was from a person who had
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not been hospitalized within 2 years before the date of MRSA isolation. Despite
MRSA, the methicillin sensible S. aureus (MSSA) is more common in community
staphylococcal infections (Salmenlinna et al., 2002).

Phenotypic methods are helping to screening the CA MRSA. They: (1)
primarily cause skin and soft tissue infections or occasionally necrotizing pneumonia
(because many produce the Panton-Valentine leukocidin), (2) are resistant only to
beta-lactams and frequently erythromycin, and (3) have the minimal inhibitory
concentration (MIC) for oxacillin between 2 and 32 pg/ml (Ribeiro et al., 2005).
Strains of MRSA that originate in the community also have molecular features that
are quite distinct from those of HA-MRSA; these include unique pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) clonal types, the presence of type IV staphylococcal cassette
chromosome mec, and the presence of the Panton-Valentine leukocidin genes
(Boyce, 2003).

CA MRSA and HA MRSA usually have different resistance characteristics,
however most CA MRSA isolates are susceptible to clindamycin (Lamplante et al.,
2007). Although S. aureus shows clindamycin susceptible results in conventional
susceptibility test, it can be converted to a constitutively phenotype during
clindamycin treatment (Lim et al., 2006). Detection of inducible resistance to

clindamycin is recommended by D-zone test (O’Sullivan et al., 2006).

Staphylococcus aureus healthy carrier has been characterized as the
individual who transport infectious agents without symptoms that can be recognized
only by laboratories methods. The aim of this study was to investigate the extent of S.
aureus adult health carrier, particularly MRSA, the antibiotic susceptible pattern of the
isolates, including inducible clindamycin resistance, by performing nasal and tongue

swabs.
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Material and Methods

A total of 100 adult volunteers who were aware of any illness, hospitalization
history or antibiotic use at the time of sampling from the UNESP/Clinica Integrada da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Sdo Paulo, Brazil, about 530 Km from Sao
Paulo city were examined. Samples were taken from the nasal vestibulum and from
the posterior tongue using cotton swab. All swabbed samples were directly
inoculated onto brain heart infusion (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) and
incubated at 35-37°C for 24 h. A portion (10 ul) of the broth was than plated on a
mannitol salt agar (Oxoid, Basingstoke, UK) and on a trypticase soy agar (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) plus 5% sheep blood plate and incubated at 35-37°C
overnight. Suspected colonies were identified as S. aureus on the basis on colony
characteristics, Gram stain, and production of catalase, coagulase and DNAse and
mannitol fermentation (Mac Faddin et al., 2000). The urease production was
investigated using Christensen urea medium (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA).
One single isolate of S. aureus was isolated from sample. The possible presence of
more than one clonal type in each sample was not taken into account. Unless
otherwise noted, the following tests techniques were in accordance with the
guidelines of the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2004). Antibacterial susceptibility tests were performed by the disk diffusion method
on Mueller Hinton agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) supplemented with
NaCl 4% with the following discs (Cecon, Brazil): amoxicillin/clavullanic acid (20/10
ug), ampicillin (10 pg), amikacin (30ug), cefoxitin (30 ug), ciprofloxacin (5 pg),
chloramphenicol (30 ug), clindamycin (2 ug), erythromycin (25 ug), gentamicin (10
hug), oxacilin (1 pg), penicillin G (10U), sulfazotrim (25 ugQ),

(sulfamethoxazole/trimethoprim,1.25/23.75 pg), teicoplanin (30 ug), tetracycline (30
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Kg), mupirocin (5 pg), and vancomycin (20ug). S. aureus ATCC 25923 was used as
control. In additon, resistence to methicillin was detected on oxacillin resistance
screening agar (Mueller-Hinton agar containing 4% NaCl and 6 pg/mL oxacillin)
(NCCLS, 2004) and by the minimal inhibitory concentration for oxacillin, as a
substitutive for methicillin, by broth dilution method, using Mueller Hinton broth (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) supplemented with 2% NaCl containing twofold
dilutions of oxacillin (Sigma) at final concentration to 100 to 0.1pg/mL. Strains with
oxacillin MIC values of 2 — 4 ug/mL without growth in screening agar were interpreted
as borderline oxacillin-resistant S. aureus (BORSA). S. aureus with oxacillin MICs
greater than 2 ug/mL that it grew in screening agar were submit to Universidade
Federal do Rio de Janeiro for mecA gene polimerase chain reaction (Oliveira &
Lencastre, 2002). Isolates from the same individual but collected on different sites
were analyzed by PFGE for clonal association (Pfaler, 1993). The double disk
diffusion test (D-test) was performed on all isolates whose antibacterial susceptibility
patterns were clindamycin susceptible and erythromycin resistant. The test was used
to estimate the proportion of inducible clindamycin resistance. This research has
previously been submitted to the Research Ethics Committee of Faculdade de
Odontologia de Aracatuba (Sao Paulo), and received approval under Protocol

01112/04.

RESULTS

S. aureus was isolated from nose or/and tongue in 17% out of 100 individuals
examined. The most common site of isolation was the nose (13% of the individuals).
If tongue had not been chosen for screening site, 4% of S. aureus carriers would
have not been identified. Phenotypic methods showed different clonal types from the

two sites in an individual, and PFGE analysis established the same clonal type strain



91

in 3 individuals at both sampling sites. A total of 18 strains were considered. The
phenotypic pattern of these strains is shown in Table 1. None of strains were
resistant to amoxicillin/clavulanic acid, ciprofloxacin, chloramphenicol, gentamicin,
tetracycline, vancomycin, cefoxitin and clindamycin. Low rates of resistance were
expressed to oxacillin, but a high resistance rate was observed to penicillin and
ampicillin. Resistance to 3 or more antibiotics was noted in 12 isolates. Out of 18 S.
aureus, 16 were considered as MSSA, one BORSA, and one MRSA by phenotypic
methods. PCR failures to detect the chromosomal mecA gene on the phenotypic
MRSA strain (screening agar and MIC for oxacillin 8.0 pg/mL). Inducible clindamycin

resistant was observed in 3 (16.7 %) isolates as showing in Table 1.

DISCUSSION
The real incidence rate of S. aureus depends on the populations studied and

the sampling site (Meurman et al., 2005). The sensitivity of nasal culture for MRSA
has been questioned, since S. aureus have been more frequent isolated from the
throat than anterior nare (Uemura et al., 2004). It seems that MRSA favors the throat
than the nose (Nilsson & Ripa, 2006). Although in this study the nose was the site
leading the most positive results, sampling the tongue increased the incidence rate of
S. aureus.

In general, the hospital population harbors a higher MRSA carriage rate as
compared to community carries (Choi et al., 2006). However, the MRSA carriage rate
in the present study cannot be generalized because the population was restrict to
adults and only one sample was taken, our data suggest that MRSA is unusual in
community health persons without previously history of hospitalization and antibiotic

intake.
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Surveillance on the antimicrobial susceptibility patterns of S. aureus is of most
importance in understanding new and emerging resistance trends. A rising number of
CA MSSA shows high-level resistance. Additionally, resistance rates are typically
higher in developing countries as compared to developed countries. In this study,
except one of all isolates were resistant to penicillin G and ampicillin, followed by
strains with resistance also to eritromycin.

Accurate identification of oxacillin-resistant S. aureus in clinical specimens is
of tremendous significance. Mueller-Hinton agar containing 4% NaCl and 6 pg/mL
oxacillin (MRSA Screen Agar) has been recommended as a screen procedure for
oxacillin resistance in S. aureus (NCCLS, 2004). Several studies have reported
discrepancies showing that some strains do not harbour the mecA gene, but show
phenotypic resistance to oxacillin (Nadarajah et al., 2006); these finding has already
been reported and may be associated with the hyperproduction of B-lactamase in
these isolates.

Some authors proposed the cefoxitin difusion disk method as bein helpful in
predicting oxacillin resistence in S. aureus strains (Palazzo & Darini, 2006).
According to the results, the isolate for which the oxacillin MIC was 8 pg/mL showed
sensitivity to cefoxitin and can be classified as bordeline oxacillin-resistant S. aureus
(BORSA). BORSA exhibit oxacillim MIC values of 1 - 4 ug/ml, but lack mecA gene
(Nicola et al., 2000). Future studies are needed to demonstrate when conventional
methods such as microdilution or disk diffusion need to be replaced in the clinical
microbiology laboratory by molecular methods such as PCR to detect resistance
genes (Kampf et al., 2003).

Although we share the concern that incorrect reports of false resistance must
be avoided, our findings suggest that those isolates with oxacillin borderline MICs of

2-8 ug/mL showed be reviewed by reviewing susceptibility to others lactams to which
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oxacillin-resistant S. aureus is also resistant when no others techniques are
available. Inducible resistence to clindamycin in S. aureus show susceptible results in
conventional susceptibility test, but can be converted to a constitutively resistant
phenotype during clindamycin treatment (Lim et al., 2006). In our study, the rate of
inducible clindamycin resistance shows a high prevalence (16.7%) in MSSA. Among
erythromycin-resistant isolates, 25% (3 from 12) showed inducible clindamycin

resistance.

There is a wide geographic variation in the rates of inducible resistance in
clindamycin susceptible S. aureus with significantly higher rates in MRSA (Lamplante
et al.,, 2007). Otsuka at al. (2007) reported 0.5% of clindamycin resistance rate
among clinical MSSA isolates in Japan, while erythromycin resistance was observed

among 34.6% of MSSA isolates. A relationship between use of antibiotics and
acquisition Of resistance is generally accepted (Cizman, 2003), and the present data

suggest that a strong antibiotic pressure is exerting to MSSA.

MSSA is still dominant in community health persons. It is hypothesized that
the evolution of CA MRSA is a recent event due to the acquisition of mec DNA by
previously methicillin-susceptible strains the circulated in the community (Fey et al.,
2003). This study gives a knowledge about the circulating S. aureus in a restrict

community in Brazil.
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Table 1. Characterization of S. aureus strains isolated from nose (N) and tongue (T)

Antibiotics

Strains URE" sA® PEN® AMP® ERI® cLI® OXA” mic®

24N - No S S S S S <0.1
37N - No R R S S S <0.1
LCN - No R R S S S <0.1
CNN - No R R S S S <0.1
36T - No R R S S S <0.1
38T - No R R S S S <0.1
1N + No R R R S S 0.2
7N + No R R R S S 0.2
21N - No R R R S S 0.2
40T - No R R R S S 0.2
5N + Yes R R R S R 8.0
LGT + No R R R S* S 0.2
32N - No R R R S* S <0.1
4N/T - No R R R S S <0.1
4AT - No R R R S S 0,2
4AN - No R R R S I 2,0
8N/T + No R R R S* S 0.2
19N/T + No R R R S S <0.1

) urease Productlon screening agar; © penicillin; ¢ amp|C|II|n % erythomicyn; © clindamycin; "

oxacillin; ® minimal inhibitory concentration for oxacillin (ug/mL); * inducible clindamycin resistance
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