Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Departamento de Microbiologia e Imunologia

Instituto de Biociéncias de Botucatu

TARA BATISTA POMPEA FERREIRA

Estudo dos fatores de viruléncia e resisténcia a oxacilina em
Staphylococcus spp. isolados de aspirado traqueal de pacientes em

ventilacao mecanica internados em UTI

Botucatu — Sao Paulo

2013



Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Departamento de Microbiologia e Imunologia

Estudo dos fatores de viruléncia e resisténcia a oxacilina em
Staphylococcus spp. isolados de aspirado traqueal de pacientes em

ventilacao mecanica internados em UTI

Monografia de conclusdo do curso de
Ciéncias Biomédicas da  Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
referente ao projeto de Inicia¢do Cientifica no
Departamento de Microbiologia e Imunologia

do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Aluna:
Iara Batista Pompéa Ferreira
Participante:
Ms. Mariana Favero Bonesso
Orientador:

Profa. Adj. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha

Botucatu — Sao Paulo

2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAQ DE BIBLIOTECAE DOCUMENTAGAD - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIELIOTECAFRIA RESPOMNSAVEL: ROSEMEIRE APARECTDA VICEMNTE - CEB 875651

Ferreira, Iara Batista Pompéa.

Estude dos fatores de viruléncia e resisténcia a oxacilina em Staphylococcus
spp. isolados de aspirado traqueal de pacientes em ventilaciic mecdnica internados
em UTI / Iara Batista Pompéa Ferreira. - Botucatu, 2013

Trabalho de conclusio de curso (bacharelado - Ciéncias Biomeédicas) -
Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Botucatm
Orientador: Maria de Lourdes Ribeiro de Sounza da Cunha

Coorientador: Mariana Favero Bonesso
Capes: 21202010

1. Bespiragio artificial 2. Antibidticos - Efeito fisiclogico. 3. Staphylococcns
aurens. 4. Drogas - Resisténcia em microorganismos.

Palavras-chave: Enterotoxina; MESA; Pnevnmenia; UTI; Ventilagio mecinica.




RESUMO:

Pacientes que se encontram internados em UTI sob ventilagio mecanica estdo
frenquentemente expostos a diversos patdogenos que apresentam multi-resisténcia antibidtica.
Entre esses microrganismos, encontra-se o MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina) considerado um desafio terapéutico devido a sua resisténcia aos antibioticos -
lactdmicos. Portanto, esse estudo se propds identificar espécies de Staphylococcus spp.
isoladas de pacientes internados em UTI e submetidos a ventilagdo mecanica, a detec¢dao do
gene mecA e dos genes das enterotoxinas A (sea), B (seb), C (sec-1) e D (sed) nas amostras
de S. aureus isoladas, assim como a determinagdo fenotipica da resisténcia a oxacilina
utilizando o método de difusdo com discos de oxacilina e cefoxitina. As coletas foram
realizadas por um periodo de 19 meses, obtendo amostras de 232 pacientes. Um percentual de
39% (70) de cocos Gram-positivos foram obtidos; dos quais 82,8% (58) foram identificados
como Staphylococcus spp., desses 75,8% (44) correspondiam a espécie S. aureus e 47,7%
foram identificadas como MRSA. Foi encontrada resisténcia as duas drogas em 31,8% das
amostras de S. aureus, 16 amostras (36,3%) possuiam o gene Sea e¢ 11 amostras (25%)
possuiam o gene Sec-1. Entre as espécies de Estafilococos coagulase-negativa isoladas, a
espécie mais encontrada foi S. epidermidis, correspondendo a 43% (6 amostras). Os
resultados revelaram que um dos principais agentes etioldgicos das VAP entre os cocos
Gram-positivos € a espécie S. aureus, com atencao especial para MRSA. A presenca de genes
de enterotoxinas em S. aureus nao mostrou papel determinante na VAP, mas a presenca
desses superantigenos pode contribuir para a piora do quadro clinico, desde que estdo

associados com resposta inflamatdria intensa.

Palavras Chave: Pneumonia, MRSA, enterotoxina, UTI, oxacilina, ventilagdo mecanica,

VAP.



ABSTRACT:

Patients that are mechanically ventilated in ICUs are constantly exposed to different
pathogens, which present multiantibiotic resistance. Among these microorganisms, is MRSA
(Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus) considered to be a therapeutic challenge due to
its resistance to B-lactam antibiotics. Therefore, this study proposed to identify species of
Staphylococcus spp. isolated from mechanically ventilated patients in ICU, the gene mecA
detection and the genes of the enterotoxins A (sea), B (seb), C (sec-1) and D (sed) in samples
of S. aureus, as well as the phenotypic resistance determination to oxacillin using the disc-
diffusion method with discs of oxacillin and cefoxitin. The samples collection occurred
during in a period of 19 months, obtaining samples from 232 patients. A percentage of 39%
(70) of Gram-positive cocci were found; which 82,8% (58) were identified as Staphylococcus
spp,. among these, 75,8% (44) corresponded to S. aureus species and 47,7% were identified
as MRSA. It was found resistance to both drugs in 31,8% of the S. aureus samples, 16
(36,3%) had the gene sea and 11 (25%) had the sec-1 gene. Among the coagulase-negative
staphylococci obtained, the species most found was S. epidermidis, corresponding to 43% (6).
The results revealed that one of the most important etiologic agents of VAP amid the Gram-
positive cocci is the species S. aureus, with special attention to MRSA. The presence of
enterotoxins genes in S. aureus did not showed determinant role in VAP, but the presence of
these superantigens can contribute worsening the patient’s prognosis, since they are

associated with intense inflammatory response.

Word Keys: Pneumonia, MRSA, enterotoxin, ICU, oxacillin, mechanical ventilation, VAP
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1 Introducao

A pneumonia ¢ uma sindrome infecciosa que possui um agente etioldgico e resposta
inflamatéria intensa; sendo esta nosocomial, admite-se que nao existia anteriormente a
internagdo hospitalar. Algumas situagdes podem aumentar os riscos de desenvolvimento de
pneumonias, como ¢ o caso de ventilagdo mecanica. Em casos de intubagdo endotraqueal ¢
importante levar em consideracdo que as defesas naturais do paciente estdo comprometidas,
pois a filtracdo aérea (mecanica, aquecimento, umidificacdo), geralmente eficiente em
individuos considerados higidos, est4 inativada, criando uma comunica¢do direta entre 0 meio
ambiente e o trato respiratdrio inferior. Além disso, o reflexo da tosse e a funcdo da glote
estdio comprometidas, facilitando microaspiragdes do material traqueobronquico
(pneumonias). Portanto, durante esse periodo, ¢ comum o surgimento da doenca. As
pneumonias associadas a ventilagdo mecanica sdo chamadas de VAP (ventilator-associated
pneumonia) e sdo caracterizadas como um tipo de HAP (SBPT 2001). Dentre as estratégias
usadas pelos médicos e fisioterapeutas para a prevengdao da doenca esta a aspiragdo
endotraqueal, eficaz na preven¢ao desse problema (Valles et al. 1995).

O desenvolvimento de pneumonias depende tanto do sistema imunologico do
individuo quanto da patogenicidade do microrganismo causador do problema. Sua instalagado
pode ocorrer na comunidade, em ambientes hospitalares e em individuos residentes na
comunidade que mantém contato com sistemas de satde. As pneumonias adquiridas em
hospitais, especialmente as associadas a ventilagdo mecénica (VAP), possuem grande
importancia, pois os individuos submetidos a respiradores artificiais estdo, na maior parte das
vezes, com seu sistema imunoldgico e fisioldgico debilitados. A instalacdo de
microrganismos nas vias aéreas inferiores € entdo favorecida, causando a pneumonia. Existem
muitos microrganismos responsaveis pela VAP, dentre eles esta a bactéria Staphylococcus

aureus.

O tratamento dessas pneumonias ¢ um desafio devido a resisténcia antibidtica que essa
espécie apresenta. A penicilina introduzida em 1940 era utilizada como tratamento para as
infecg¢des por espécies de Staphylococcus spp., porém, apds dois anos, sua introdugdo induziu
o surgimento de cepas de origem hospitalar, que produziam penicilinase e portanto eram
resistentes ao tratamento com penicilina (Mimica e Mendes 2007). Pouco tempo depois, o

mesmo ocorreu com as cepas de origem comunitdria tornando necessario o uso de



antimicrobianos alternativos para o tratamento de infecg¢des causadas por S. aureus (Said-

Salim et al. 2005).

No final dos anos 1950, na Europa, amostras de S. aureus de origem hospitalar e
comunitarias apresentavam taxas de resisténcia a penicilina nos valores de 90% e 70%,
respectivamente (Mimica e Mendes 2007). Tal constatagdo implicou na busca de alternativas
ao tratamento e, em 1959, a adi¢dao do acido 6-aminopenicilanico na molécula da penicilina
proporcionou a modificagdo que conferiu protecdo do anel beta lactdmico contra a agdo da
beta-lactamase. Essa penicilina semi-sintética (denominada de meticilina e oxacilina, esta
ultima presente no Brasil) provou-se resistente a agdo da beta-lactamase. Entretanto, ambas
foram eficientes por pouco tempo e, em 1961, surgiram as primeiras cepas resistentes as
penicilinas semi-sintéticas. Essas novas cepas emergentes foram denominadas de MRSA
(Methicilin Resistant S. aureus) (Mimica ¢ Mendes 2007, Lopes 2005). Essas cepas sao
resistentes aos antibidticos [B-lactamicos, dificultando o tratamento das infecgdes
estafilococicas. Antibidticos B-lactamicos t€ém como mecanismo de agdo a inibi¢ao da sintese
da parede bacteriana. Um evento importante da sintese ¢ chamado de transpeptidagado, reacao
de cruzamento entre peptideos e glicanos. As PBPs, ou proteinas de ligacdo a penicilina, sdo
as enzimas responsaveis por essa ligacao, alvos dos antibioticos B-lactamicos, que as inativam
quando ligados a elas (Reynolds et al. 1988).

A resisténcia a esses antimicrobianos apresentada pelas cepas MRSA € conferida pelo
gene MeCA. Esse gene codifica a proteina PBP 2a (também denominada PBP 2’), que possui
baixa afinidade com esses antibioticos, e dessa forma nao ha ligagdo entre a proteina e a droga
(Hartman and Tomasz 1984), configurando a ineficacia dos B-lactdmicos. O gene mecA e
seus reguladores (mecl e mecR1) sdo codificados por aproximadamente 5 kb de DNA,
presentes em 25-50kb de DNA adicional, um elemento genético moével chamado
Staphylococcal cassete chromosome mec (SCCmec), ndo encontrado em estafilococos
sensiveis a droga (Hiramatsu et al.1996). A sequéncia dos genes regulatorios do mecA ¢
similar as regides analogas das B-lactamases estafilococicas (Song et al. 1987).

Assim, torna-se clara a necessidade da detec¢do do gene mecA para casos de
pneumonias por infeccdo por Staphylococcus aureus. Em individuos com esse quadro o
tratamento inadequado o expde a piores prognodsticos e elevada morbimortalidade (Kollef et
al. 1999, Iregui et al. 2002).

As cepas MRSA surgiram primeiramente nos ambitos hospitalares e pouco tempo

depois se alastraram para centros de saude menores (Mimica e Mendes 2007). As infecc¢des



por MRSA adquiridas em hospitais sdo denominadas HA-MRSA (healthcare-associated-
MRSA) e estdo associadas a pacientes que foram submetidos a procedimentos médicos, como
cirurgia, dialise ou cateter (Lopes 2005, Mimica e Mendes 2007).

A relevancia do estudo das pneumonias hospitalares torna-se evidente ao analisarmos
dados numéricos da ocorréncia da infeccdo e da doenga. Considera-se que casos de
pneumonia sejam a segunda causa de infec¢do mais comum nos Estados Unidos (DeRyke et
al. 2005), e que cerca de 1% de todas as infec¢des hospitalares sejam causadas por S. aureus,
representando aumento no tempo de permanéncia em hospitais de quase 3 milhdes de dias
gerando, assim, uma despesa em torno de 10 bilhdes de dolares por ano. Além disso,
pacientes com infeccdes por MRSA estdo relacionadas a alta morbimortalidade em
comparag¢do aqueles com infec¢do por outros patogenos (Noskin et al. 2005).

As pneumonias causadas por MRSA podem ser provenientes de cepas que foram
adquiridas na comunidade ou em hospitais. Em pacientes hospitalizados e com quadros de
pneumonias a classificagdo ¢ feita considerando-se o tempo em que se desenvolveram. Assim,
pneumonias desenvolvidas por pacientes internados num periodo inferior a 48 horas sdo
classificadas pneumonias adquiridas na comunidade, ou CAP (SBPT 2001). Aquelas
desenvolvidas no intervalo de tempo compreendido entre 48 horas e 72 horas sdo chamadas
de pneumonias adquiridas no hospital ou HAP (SBPT 2001). Os intervalos de tempo sao
necessarios para indicar se o microrganismo estava previamente instalado no paciente, e,
portanto, foi adquirido da comunidade, ou se foi adquirido no ambiente hospitalar.

Pneumonias causadas por Staphylococcus aureus estio sujeitas a altos indices de falha
de tratamento (Malangoni et al 1994). Estudos revelam a importancia da participagdo de S.
aureus no desfecho das VAP, porém somente a resisténcia por si s6 nao foi relacionada com a
recorréncia da infeccdo, super infeccdo, sepse severa ou mortalidade em pacientes com VAP
por S. aureus (Zahar et al. 2005).

O quadro das pneumonias causadas por S. aureus também ¢ influenciado pelos fatores
de viruléncia da espécie. O superantigeno PVL (Panton Valentine leukocidin) ¢ bastante
associado a pneumonias, por causar necrose pulmonar (Zhang et al. 2005) e, portanto,
também esta associada com a severidade no quadro da doenca (Said-Salim et al. 2005).
Outros superantigenos caracteristicos da espécie também causam resposta inflamatoria
intensa, como exemplo podemos citar a TSST-1 e enterotoxinas, especialmente as
enterotoxinas A e B (Parker and Prince, 2012). A andlise de amostras isoladas de escarro
indicou a presenca dos genes de TSST-1, enterotoxina C e enterotoxina A (Watanabe et al.

2000). A colonizagao por MRSA no trato respiratorio superior pode ser a principal causa do



10

desenvolvimento de infecgdes nas vias respiratorias inferiores. A analise de 72 amostras
isoladas de escarro, da cavidade nasal e da faringe de 24 pacientes hospitalizados colonizados
com MRSA, demonstrou que 68 foram positivas para o gene da TSST-1 e enterotoxina C e,
uma amostra positiva somente para enterotoxina A. A analise por PFGE demonstrou que as
amostras de MRSA isoladas do escarro e da cavidade nasal eram praticamente idénticas em
88% dos pacientes. Os 12% restantes mostraram-se diferentes nessas amostras, mas possuiam
MRSA com caracteristicas muito similares na faringe e no escarro. Conclui-se que a
colonizacdo do trato respiratdrio superior por MRSA parece ser o primeiro processo
patolégico que leva ao desenvolvimento de infec¢do broncopulmonar por MRSA (Watanabe
et al. 2000).

As enterotoxinas ainda ndo possuem papel bem estabelecido no progndstico das VAP,
porém sua pesquisa torna-se relevante quando observa-se poucos estudos direcionados a esse
papel. Pouco se sabe sobre o comportamento de viruléncia, clonalidade e resisténcia a
antimicrobianos de Staphylococcus aureus implicados na pneumonia. Os fatores de viruléncia
de amostras de MRSA podem contribuir para o pior progndstico uma vez que, associados a

resisténcia a antimicrobianos, podem contribuir com a gravidade do quadro do paciente.
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2 Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi identificar espécies de Staphylococcus spp. isoladas
de pacientes internados em UTI e submetidos a ventilagdo mecanica, a deteccdo do gene
mecA ¢ dos genes das enterotoxinas A (sea), B (seb), C (sec-1) e D (sed) nas amostras de S.
aureus isoladas, assim como a determinagdo fenotipica da resisténcia a oxacilina utilizando o

método de difusdo com discos de oxacilina e cefoxitina..
3  Metodologia do estudo
3.1 Coleta e processamento da amostra

O aspirado traqueal foi coletado pelos profissionais responsaveis ao atendimento do
paciente: fisioterapeuta, médico ou enfermeiro. As coletas foram realizadas em pacientes que
se encontravam em ventilagdo mecanica internados em Unidade de Terapia Intensiva do
Hospital das Clinicas de Botucatu no periodo de janeiro de 2012 a julho de 2013.

Foram incluidos no estudo somente aqueles pacientes submetidos a ventilagio
mecanica nas primeiras 48 horas de intubacao endotraqueal. Todos os pacientes incluidos no
estudo foram acompanhados por até 8 semanas ou até o término da intubagao.

Ap6s coleta do aspirado traqueal, este foi imediatamente encaminhado ao laboratério
de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias,
UNESP, Botucatu. O material foi previamente diluido na propor¢do 1:2 com N-acetil-
Lcisteina (mucolitico) a 1%, homogeneizado e mantido por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em 9,9 ml de solugdo fisiologica estéril adicionou-se 0,1ml do homogeneizado,
totalizando 10ml. Foi utilizada al¢a calibrada estéril de 0,01ml para a semeadura, usando-se
Agar Sangue de Carneiro, Agar Baird Parker, meio seletivo para Staphylococcus spp. e Agar
MacConkey, com incubag¢ao a 37°C por 24h.

Apo6s esse periodo, as unidades formadoras de colonias (UFC) foram determinadas
multiplicando o niimero de coldnias pela diluicdo correspondente (Oplustil et al. 2010). A
identificacdo dos microrganismos que se desenvolveram nos meios de cultura foi realizada
por meio de analise microscopica de sua morfologia e coloragdo especifica pela coloragao de
Gram, e, posteriormente, identifica¢do por testes bioquimicos especificos para cada grupo de

bactérias conforme preconizados por Koneman et al.(2001).
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3.2 Identificacao de Staphylococcus spp.

O teste da catalase foi usado para as colOnias caracteristicas do género
Staphylococcus, com cultivo prévio feito em caldo BHI (Koneman et al. 2001). Para a
diferenciag¢ao de Staphylococcus e Micrococcus a prova de oxidagao e fermentagdo da glicose
era realizada, além da andlise de resisténcia a bacitracina (0,04U), indicada pela auséncia de
halo de inibi¢do ou formagdo de halo de até 9mm, e pela sensibilidade a furazolidona (100ug)
caracterizada por halos de inibi¢ao de 15 a 35mm de diametro.

A diferenciacdo entre a espécie S. aureus e os estafilococos coagulase negativa foi
feita utilizando-se o teste da coagulase.

As amostras identificadas foram armazenadas a temperatura de -70°C, apds terem sido

condicionadas ao caldo nutriente enriquecido com glicerol, para sua conservagao.
3.3 Extrac¢ao do acido nucléico

As amostras de S. aureus foram cultivadas em Agar Sangue de carneiro e as colonias
foram inoculadas individualmente em caldo BHI (Brain-Heart Infusion) com incubagdo a
37°C por um periodo de 24h. A extragdo foi realizada com o Kit Illustra (GE Healthcare) a

partir do caldo com crescimento bacteriano.
3.4 Deteccao dos genes das enterotoxinas e do gene mecA

Foram identificados os genes das enterotoxinas A, B, C ¢ D (sea, seb, sec-1, sed) por
meio de reacdes de amplificacdo dos genes segundo Johnson et al (1991) e Cunha et al
(2006). Um controle negativo, substituindo DNA por 4gua era utilizado em cada uma das
reagdes. As amplificacdes dos genes estudados foram realizadas em um termociclador MJ
Research PTC-100 e as condicdes dos ciclos eram ajustadas conforme protocolo para cada o
primer utilizado.

Para detec¢do do gene mecA das amostras de S. aureus e ECN foram utilizados os
parametros e os primers descritos por Murakami et al. (1991). Nas reagdes realizadas foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional com controle positivo (S. aureus ATCC
33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reagdo em gel de

agarose 2% preparado em tampao TBE 1,0 X e corado com Sybr Safe. O tamanho dos
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produtos amplificados foi comparado com o padrdo de 100 bp e posteriormente fotografado

sob transiluminagao UV.

3.5 Teste de sensibilidade a Oxacilina e a Cefoxitina

A sensibilidade a meticilina foi determinada pela utilizagdo dos discos de cefoxitina
(30pug) e de oxacilina (1ug) através do método de disco-difusdo (Kirby-Bauer) conforme
critérios recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Para o
in6éculo foram utilizadas culturas em caldo BHI (brain and heart infusion), previamente
incubadas por 4 a 6 horas e ajustadas anteriormente com a turbidez da escala 0.5 de
MacFarland. Apds homogeneizagao desta suspensdo foi realizada a semeadura em uma placa
de agar Mueller-Hinton sendo que os discos foram dispensados até 15 minutos apds a
semeadura. As placas foram incubadas em estufa por 18 a 24 horas, a temperatura de 35°C,

sendo os diametros dos halos de inibi¢ao aferidos apds este periodo.
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4 Resultados

4.1 Microrganismos Isolados

As coletas foram realizadas num periodo de 19 meses, correspondendo a janeiro de
2012 até julho de 2013. Nesse intervalo foram coletadas amostras de 232 pacientes. Foi
constatado que 54 (23,2%) pacientes apresentaram colonizacdo negativa. Dentre os
microrganismos encontrados, verificou-se presenga de 85 (48%) bacilos Gram-negativos, 4
(2%) bacilos gram-positivos, 5 (3%) cocos Gram-negativos e 70 (39%) amostras de cocos
gram-positivos, além de 14 (8%) leveduras. A Figura 1 mostra mais claramente a distribuigao
dos microrganimos encontrados.

Dentre os cocos gram-positivos encontrados, 59 (84,2%) foram identificados como
Staphylococcus spp., sendo 44 (62,8%) pertencentes a espécie Staphylococus aureus. A figura

2 ilustra essas proporgoes.

CGN BGP
3% 2%

Figura 1: Microrganismos isolados de aspirado traqueal de pacientes submetidos a ventilagdo
mecanica. Lev: levedura, CGP: cocos Gram-positivos; CGN: cocos Gram-negativos, BGP: bacilos

Gram-positivos, BGN: bacilos Gram-negativos.
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ECN
6%

Figura 2: Distribuicdo de S. aureus e Estafilococos Coagulase-negativa (ECN) isolados de aspirado

traqueal de pacientes submetidos a ventilagdo mecanica.

Quanto aos estafilococos coagulase negativa (ECN), foram encontradas 14 amostras,
devidamente identificadas por meio de testes bioquimicos (Cunha et al. 2004). Foram
identificados S. epidermidis (6/43%); S. haemolyticus (3/22%); S. capitis (2/14%); S. xylosus
(2/14%); S. hominis (1/7%). As proporgdes podem ser avaliadas na Figura 3.

S. hominis
7%

Figura 3: Espécies de Estafilococos coagulase-negativa isolados de pacientes submetidos a ventilagido

mecanica.
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4.2 Testes de Sensibilidade

Quanto aos testes de sensibilidade, observou-se que 13 (29,5%) amostras eram
resistentes ao antibiotico oxacilina e 14 (31,8%) resistentes a cefoxitina. Nota-se que duas
amostras resistentes a oxacilina ndo apresentaram o gene mecA, e que 10 amostras em que
esse gene foi identificado eram sensiveis a droga. Maiores detalhes podem ser vistos na

Tabela 1.

Tabela 1. Determinacgfo da resisténcia a oxacilina pelo método de disco-difusao e deteccido do

gene MecA em S. aureus isolados de pacientes submetidos a ventilacio mecénica.

S. aureus Oxacilina Cefoxitina  mecA S. aureus Oxacilina Cefoxitina mecA
1 R R + 23 S S -
2 S S - 24 R R +
3 S S - 25 S S 4
4 S S - 26 S S -
5 R R + 27 S S -
6 S S - 28 R R +
7 R R - 29 S S +
8 S S - 30 S S +
9 R R + 31 S S +
10 S S - 32 S S -
11 S S - 33 S S
12 S S - 34 S R +
13 S S - 35 S S -
14 R R + 36 S S -
15 R R 4 37 S S -
16 S S + 38 S S +
17 R R + 39 S S +
18 S S - 40 R R +
19 S S + 41 R R +

20 R R + 42 R R -
21 S S - 43 S S +
22 S S - 44 S S -

Interpretagao dos halos de discos dos antibioticos cefoxitina e oxacilina de acordo com critérios do CLSI e correspondéncia com a presenga

do gene mecA (+/positivo; -/negativo)
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4.3 Fatores de Resisténcia e Viruléncia

Os testes moleculares realizados para as amostras da espécie S. aureus mostraram que
21 (47,7%) amostras apresentavam o gene MecA, classificando essas cepas como MRSA.
Quanto as enterotoxinas, constatou-se que 16 (36,3%) apresentavam o gene da enterotoxina A
(sea) e 11 (25%) foram positivas para a enterotoxina C (sec-1). Entretanto, ndo foi
identificado os genes seb ou sed em nenhuma das amostras, correspondentes as enterotoxinas
B e D, respectivamente.

Conforme citado anteriormente, durante as coletas foram feitas contagens das colonias
isoladas e posteriormente o numero encontrado foi multiplicado pelo fator de dilui¢do. Os
valores obtidos foram comparados com o ponto de corte, equivalente a 108, possibilitando a
classificagdo em significativo e ndo significativo. Esse resultado pode ser relacionado com a
presenca dos fatores de viruléncia e de resisténcia, para avaliagdo de sua importancia nessas
infecgdes.

Assim, as contagens dos numeros de colonias obtidas nos cultivos dos aspirados
traqueais positivos para S. aureus mostraram que 59% (26) puderam ser avaliadas como
significativas. Das 15 amostras positivas para o gene sea, 56,2% (9) foram avaliadas como
significativas, e o gene sec-1 em 54,5% (6). Como observado na anélise anterior, ndo foram
identificados os genes seb ou sed em qualquer das amostras. Quanto ao fator de resisténcia,
das amostras identificadas como MRSA (21), 57,1% (12) foram culturas significativas. Essas

correspondéncias podem ser avaliadas na Tabela 2.

Tabela 2. Interpretacio da contagem de colonias no aspirado traqueal e classificacio em

significativo e nfo significativo e sua relacio com os fatores de viruléncia e resisténcia de S. aureus

Cultura Aspirado Enterotoxina Resisténcia Oxacilina
Traqueal Gene Gene Disco-difusdo
sea sec-1 Total mecA Oxacilina  Cefoxitina
n % n % n n % n % n %
Significativo (n=26) 9 56,2 6 545 15 12 57,1 7 53,8 7 50

Naio Significativo (n=18) 7 43,7 5 454 12 9 42,8 6 46,1 7 50
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5 Discussao

Embora a importancia de MRSA em pneumonias e outras infec¢des nosocomiais seja
notavel, outros microrganismos também possuem importancia significativa na causa dessas
infecg¢des e, portanto, sdo passiveis de discussao.

Observamos que a maioria dos microrganismos isolados (90/38,7%) eram Gram-
negativos, em comparacdo com 19% (44) de S. aureus, mostrando que a maioria dos
patdgenos isolados sdo Gram-negativos. Outros estudos obtiveram resultados parecidos
quanto a distribuicdo de microrganimos encontrados. Charles et al. (2013) realizaram um
estudo sobre agentes etiologicos em pacientes com VAP, em que constataram que 83,4% dos
patogenos encontrados eram de microrganismos Gram-negativos, frente a 8,3% de
Staphylococcus aureus. Além disso, também encontraram 8,3% de leveduras, identificadas
como Candida albicans, valor correspondente ao avaliado também neste estudo (14/8%).

Rotstein et al. (2008), publicaram um estudo destacando os principais problemas e
consideragdes sobre VAP e HAP. Em suas avaliagdes quanto aos agentes etioldgicos dessas
pneumonias, encontram-se majoritariamente bacilos Gram-negativos, em um intervalo que
varia de 35-80%, enquanto os cocos gram-positivos variam de 9-46% dos achados
microbiologicos. Os valores encontrados por nos encontram-se dentro desses intervalos, como
pode ser observado nos valores de bacilos Gram-negativos, correspondente a 48% (85) e nos
valores de cocos Gram-positivos 39% (70).

Devido a predominancia de alguns patégenos em HAP e VAP, foi desenvolvido o
conceito de patdgenos principais, incluindo enterobactérias e cocos gram-positivos, como
Streptococcus e Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina. Entretanto, a severidade do
quadro de pneumonia pode aumentar frente ao uso prévio de antibioticos, selecionando
microrganismos resistentes, tais como S. aureus resistentes a meticilina e Pseudomonas
aeruginosa, colocando esses microrganismos em um patamar alto de importancia na etiologia
de tais infec¢des. Esse dado pode ser observado no estudo de Napolitano et al. (2003), no qual
também foi observado que entre as bactérias gram-positivas o patdégeno mais comumente
encontrado ¢ a espécie S. aureus, principalmente no que diz respeito a pneumonias
nosocomiais.

Os patogenos mais frequentemente isolados em infec¢des adquiridas no ambiente
hospitalar podem variar de hospital para hospital, mas como observado nos estudos anteriores,
nota-se que o Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa encontram-se sempre

presentes, variando entre maior ou menor percentual. Esse dado foi documentado
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recentemente pelo CDC (Centers for Disease Control), constatando que na etiologia de HAP,
os 2 principais patogenos sdo, de fato, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Em um estudo verificado em hospitais canadenses visando a epidemiologia das
pneumonias causadas por MRSA e realizado por Tadros et al. (2013) foi possivel observar
que 42,2% das pneumonias nosocomiais causadas por MRSA foram adquiridas em unidades
de terapia intensiva e que 14,3% dessas correspondiam a VAP. A maioria das cepas de S.
aureus isolados nesse estudo (57,7%) estava presentes em quadros de infecgdo (Tabela 2). E
importante ponderar que a taxa de pneumonias causadas por MRSA varia entre hospitais e
entre paises, o que pode ser constatado ao analisarmos dados de diferentes fontes (Moalla et
al. 2008; Hidron Al et al. 2008).

A importancia de MRSA nas pneumonias nosocomiais também foi avaliada em outros
estudos. Uma pesquisa conduzida em 62 hospitais nos Estados Unidos, num periodo de 2005
a 2009, abrangeu 5975 pacientes em busca de pneumonias causadas por MRSA (Shorr et al,
2013). Esse estudo identificou 837 pacientes com MRSA, um percentual de 14% e apontou
que entre individuos com HCAP (hospital care acquired pneumonia) ¢ 1.7 vezes mais
provavel que a infec¢do seja por MRSA do que aqueles com CAP (community acquired
pneumonia). Em nosso estudo, identificamos que dentre os individuos que possuiam S.
aureus, 47,7% eram MRSA. Esses dados evidenciam a necessidade de um tratamento
previamente designado para MRSA quando ha o inicio de antibioticoterapia em pacientes
nessas condigoes.

Podemos identificar diferengas entre os percentuais de MRSA encontrados nas UTI e
sua relagdo com infecg¢des. Essa andlise também foi apontada por Meyer et al. (2010) em um
estudo feito na Alemanha. O artigo pondera que os dados epidemioldgicos de MRSA
associado com pneumonias variam por regido geografica e até mesmo por tipo de UTI (como
exemplo UTI neurologica e cardioldgica) e que, portanto, generalizagdes acerca de
epidemiologia devem ser feitos com cautela para evitar falsas interpretacdes e conclusoes.
Outro dado interessante do estudo nos revela variagdes de taxa de MRSA associado com VAP
entre regides: 37% na Alemanha, 54% nos Estados Unidos e 78% em paises asiaticos e latino-
americanos.

Embora tenhamos encontrado baixos percentuais de enterotoxinas presentes em
contagens significativas (0% para seb e sed, 20% sea e 13,6% sec-1), existem estudos que
estabelecem um papel para as enterotoxinas no agrave de problemas respiratdrios, sempre
associando-as com o desencadeamento de respostas inflamatorias intensas. Yu et al. (2012)

conduziram um estudo com o objetivo de demonstrar que a presenca da enterotoxina B
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aumenta substancialmente a resposta inflamatéria pulmonar. Eles concluiram que alta
concentragdo de S. aureus produtores dessa enterotoxina pode ser crucial no desenvolvimento
de problemas respiratérios. Um segundo estudo abrangeu superantigenos e seu papel no
desenvolvimento de doenga pulmonar letal (Strandberg et al. 2010), entre eles as
enterotoxinas. O estudo foi conduzido em ratos, com conseqiiente analise de seus pulmades,
concluindo que seb e sec-1 possuem papel mais relevante para o desenvolvimento de
pneumonia.

Esses estudos apontam que as enterotoxinas podem possuir papel no agravamento das
pneumonias agindo como superantigenos e desencadeando fortes respostas inflamatorias,
porém, nenhum desses abrange a HAP, embora sejam utilizadas para o estudo cepas de S.
aureus. O baixo percentual de enterotoxinas encontradas no presente estudo, o baixo niimero
de pesquisas envolvendo as enterotoxinas e HA-MRSA e a anélise dos artigos acima, nos leva
a acreditar que as enterotoxinas podem piorar os casos de VAP, mas que ndo sdo agentes
essenciais na patogénese dessa doenga. Sugere-se que os fatores de resisténcia envolvendo
cepas de S. aureus em casos de VAP sejam mais relevantes em comparagao com os fatores de
viruléncia, que tendem a envolver diversos superantigenos (PVL, TSST-1, HLA,
enterotoxinas), mas que nao sdo comuns a todas as pneumonias, €, portanto, isoladamente,
nao podem ser considerados como caracteristicos de MRSA-VAP/HAP.

Quanto aos marcadores de resisténcia identificados por meio dos testes de disco-
difusdo, utilizando os discos contendo os antibidticos oxacilina e cefoxitina, observou-se que
em 14 casos as cepas mostraram resisténcia as duas drogas, sendo que em apenas dois desses
casos, nao houve identificagdo de MRSA por métodos moleculares. Esse resultado sugere que
a resisténcia pode ser originada por outro mecanismo que ndo a presenga do gene MeCA,
embora seja incomum. Apenas um caso de MRSA apresentou sensibilidade a oxacilina, mas
indicou resisténcia a cefoxitina, indicando que a utilizagdo dessa droga em testes fenotipicos ¢
importante. Diante desses resultados sugere-se que embora os testes fenotipicos sejam
importantes na deteccdo de possiveis MRSA para avaliagdo da expressao génica, nao sao
mais acurados que os testes moleculares de determinagdo de resisténcia e de expressdo de
genes.

Como citado anteriormente o género Staphylococcus esta altamente presente em casos
de pneumonias nosocomiais, com predominancia de S. epidermidis entre as coagulase-
negativas (Napolitano et al. 2003). Embora geralmente relegadas ao papel de agentes

contaminantes, a presenga desses microrganismos podem vir a agravar a situa¢do do paciente
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com VAP, pois seus fatores de viruléncia somam-se aos fatores de viruléncia do principal

agente causador da doenca naquele individuo.

6 Conclusao

e O ntmero de amostras identificadas como Staphylococcus spp. foi expressivo, ¢ a
espécie mais encontrada foi S. aureus, indicando que a espécie estd bastante presente em
pacientes que se encontram em ventilagdo mecanica, aumentando as chances de
desenvolvimento de VAP, seguida de S. epidermidis.

e Entre as cepas identificadas como S. aureus, identificou-se que parcela significativa era
MRSA, e que a maioria estava associada a possiveis infec¢des. Esses dados nos indicam
que a resisténcia a meticilina ¢ um fator complicador no tratamento de infecgdes
nosocomiais, ¢ de possiveis VAP.

e Entre os genes das enterotoxinas pesquisados, os genes sea e sec-1 foram encontrados
associados com culturas de aspirado significativas e contaminantes, indicando que esses
fatores de viruléncia podem piorar o quadro de pneumonias nosocomiais, aumentando a
resposta inflamatoria, .

e A identificacdo de cepas MRSA por meio de testes de sensibilidade disco-difusao podem
ser utilizados, desde que sejam incluidos os antibidticos oxacilina e cefoxitina. Isso pode
ser comprovado analisando os resultados obtidos nesse estudo, onde parte significativa
das amostras que possuiam o gene MeCA eram resistentes as duas drogas, porém uma
delas, identificada como MRSA era sensivel a oxacilina e resistente a cefoxitina,
revelando a importancia das duas drogas nesse tipo de andlise. Entretanto, embora sejam
importantes para identificar cepas que estejam expressando a resisténcia, esse teste nao ¢
suficiente para identificar todas as cepas MRSA, ja que nem todas as amostras positivas

para o gene mMeCcA se mostraram resistentes no método de disco-difusdo com oxacilina e

cefoxitina.
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