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Abstract

The emergence of resistance to antibiotics used in clinical practice is something that
concerns scientific community. Every day is documented new resistance and new strains are
discovered possessing resistance genes previously unknown. One of the most worrying issue is
the case of Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA). The MRSA is worldwide
distributed and is, characteristically, highly resistant to various antibiotics. Additionally, this
infectious agent has the ability to bear several virulence genes. Thus, the decrease in
immunological defence of the host caused by the virulence factors, together with reduced
susceptibility to chemotherapeutic agents, makes the virulence genes carrier MRSA an
infectious agent much feared.

In this context, the purpose of the present study was to determine the frequency of MRSA
isolates in two hospitals in Northern Portugal during the period of 6 months. Therefore it was
used a Multiplex Polymerase Chain Reaction (mPCR) method for the simultaneous detection of
the gene that confers resistance to Methicillin, the mecA gene, and the genes that are
responsible for the virulence factor Panton-Valentine Leukocidin, lukF-PVL and lukS-PVL (lukFS-
PVL). The cluster lukFS-PVL was amplified in a single mPCR product. It was also performed a
comparative study of susceptibility to several antibiotics of different classes, among the
isolates not possessing the mecA gene and those that possess the mecA gene and between the
isolates not possessing the [lukFS-PVL gene and those that possess it. The antimicrobial
susceptibility testing was performed by the disc diffusion Kirby-Bauer method according to the
North American Clinical Laboratory Standards Institute.

The results obtained indicated a frequency of approximately 50% of MRSA and a frequency
of 9% of isolates carrying the lukFS-PVL gene. Regarding the susceptibility patterns of isolates
under study it was concluded that for most antimicrobial agents used MRSA strains reveal to
be resistant to more antimicrobials than the isolates that lack mecA gene. Nevertheless, low
frequencies of resistance or complete susceptibility to some antimicrobials were also
observed. These findings do not have one easy justification. In fact, the explanation is complex
and multifactorial. It may be involved biochemical and molecular mechanisms as a result of the
presence of other genes in the neighbourhood of mecA, whose transcription, recombination
and transfer may occur simultaneously to this gene. Could also be indicated some clinical
reasons. For example, it may be pointed the high pharmacological pressure caused by the use

of several drugs often complicated with its misuse.
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Resistance to antimicrobial agents has several implications such as costs at hospitals and
failure to treat infections caused by resistant microorganisms. Thus, it is crucial to continue
and enhance efforts to prevent transmission of MRSA with strategies for nosocomial infection
control, to develop drug policies, to introduce health education and promotion actions in the
community. Finally it is also urgent to focus on epidemiological monitoring studies and on
research and development of new therapeutic molecules that can slow the spread of these

pathogens around the world.
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Resumo

O aparecimento de resisténcia a antimicrobianos utilizados na pratica clinica é algo que
preocupa a comunidade cientifica em geral. Diariamente sdo documentadas novas resisténcias
e sdo descobertas novas estirpes possuidoras de genes de resisténcia anteriormente
desconhecidos. Um dos casos mais preocupantes é o caso do Staphylococcus aureus resistente
a Meticilina (MRSA). O MRSA, além de apresentar uma distribuicdo muito ampla a nivel
mundial possui, caracteristicamente, uma elevada resisténcia a diversos antimicrobianos.
Adicionalmente, este agente infeccioso tem a possibilidade de ser portador de diversos genes
de viruléncia. Assim, a diminuicdo das defesas imunolégicas do hospedeiro causada pelos
factores de viruléncia, juntamente com a reduzida susceptibilidade aos agentes
guimioterapéuticos, torna o MRSA portador de genes de viruléncia um agente infeccioso
muito temido.

Neste contexto, no presente estudo procedeu-se a determinacdo da frequéncia de MRSA
em isolados de duas unidades hospitalares do Norte de Portugal durante o periodo de 6
meses. Para tal, através da técnica Multiplex Polymerase Chain Reaction (mPCR) procedeu-se a
deteccdo simultanea do gene que confere a resisténcia a Meticilina, o mecA, e dos genes que
sdo responsaveis pelo factor de viruléncia Panton-Valentine Leukocidin, lukF-PVL e lukS-PVL
(lukFS-PVL). O cluster lukFS-PVL foi amplificado num Unico produto de mPCR. Procedeu-se
também ao estudo comparativo da susceptibilidade a vérios antimicrobianos, de diferentes
classes, entre os isolados ndo possuidores do gene mecA e os isolados possuidores do gene
mecA e entre os isolados ndo possuidores do gene lukFS-PVL e os isolados possuidores do gene
lukFS-PVL. Para tal, foi utilizado o método de difusdo de disco Kirby-Bauer, comparando-se a
frequéncia de isolados resistentes entre os varios isolados em estudo.

Foram obtidos resultados que indicam uma frequéncia de aproximadamente 50% de
isolados MRSA e uma frequéncia de 9% de isolados portadores do gene lukFS-PVL, na amostra.
Relativamente aos perfis de susceptibilidade dos isolados em estudo, concluiu-se que para a
maioria dos antimicrobianos utilizados os isolados portadores do gene mecA apresentavam
mais resisténcias que os isolados ndo portadores do gene mecA. Esta situagdo ndo terd,
certamente, uma Unica e fdcil justificacdo. De facto, a explicacgdo serd complexa e
multifactorial. Poderdo estar envolvidos mecanismos bioquimicos e moleculares relativos a
outros genes na vizinhanga dos mecA cujas transcrigao, recombinacgao e transferéncia poderao

ocorrer simultaneamente. Poderao ser apontadas, também, razées de ordem clinica como, por
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exemplo, a grande pressdo terapéutica com diversos farmacos que muitas vezes é complicada
com a ma utilizacdo destes. No entanto, foram também observadas frequéncias de resisténcia
baixas ou praticamente nulas para alguns antimicrobianos.

A resisténcia a antimicrobianos tem varias implicagées como, por exemplo, os custos a nivel
hospitalar e a incapacidade de tratar as infec¢cdes causadas pelos microrganismos resistentes.
Assim, é necessario continuar e melhorar o esforco na prevencdo da transmissdo do MRSA
com estratégias de controlo da infec¢do hospitalar, de politicas do medicamento, de educagao
para a saude das populacdes e apostar em estudos de controlo epidemioldgico e na
investigacdo e desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas de modo a abrandar a

tendéncia de propagac¢do destes microrganismos patogénicos por todo o mundo.
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Objectivo

O presente estudo teve como objectivo a caracterizagdo genética e a avaliagdo da
susceptibilidade a vdrios antimicrobianos pertencentes a diferentes classes de isolados de
Staphylococcus aureus (S. aureus). Esses isolados foram provenientes de duas unidades
hospitalares da regido Norte de Portugal. Para a caracterizagdo genética utilizou-se a técnica
da reacgdo da polimerase em cadeia com multiplos primers ou mPCR (do Inglés Multiplex
Polymerase Chain Reaction) com o objectivo de amplificar os genes mecA e lukFS-PV. Para a
avaliacdo da susceptibilidade aos varios antimicrobianos utilizou-se o método de difusdo de
disco Kirby-Bauer. Posteriormente, procedeu-se a andlise estatistica da média das frequéncias
entre os isolados resistentes ndo portadores nem do gene mecA, nem lukFS-PVL e os isolados

resistentes portadores do gene mecA (Capitulo 3.2.1.) ou lukFS-PV (Capitulo 3.2.2.).
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Hipotese

A hipdtese a ser testada no presente estudo é que a frequéncia de isolados MRSA ou ndo
portadores do gene lukFS-PV (PVL-) resistentes a cada um dos antimicrobianos utilizados, é
maior que a frequéncia dos isolados Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina (MSSA) ou
portadores do gene [ukFS-PV (PVL+) resistentes relativamente a cada um desses agentes

antimicrobianos.
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Abreviaturas

ACME- elemento mével do catabolismo da arginina
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1. Introducao

Como que se de uma regra se tratasse, sempre que um novo agente antimicrobiano é
introduzido na pratica clinica, primeiro observa-se a cura, seguida de reac¢Ges que nao se
esperavam obter, e por fim o aparecimento de estirpes resistentes ao novo agente
antimicrobiano (1).

O objectivo da terapia antimicrobiana é o de conseguir a erradicacdo de microrganismos
infecciosos de um modo seguro para os pacientes, tentando ao mesmo tempo minimizar o
aparecimento e propagacdo de resisténcia aos agentes antimicrobianos utilizados (1). No
entanto, nem sempre esta situacao ocorre, desde a introducao de agentes antimicrobianos no
arsenal terapéutico contra as doencas infecciosas, os microrganismos tém desenvolvido meios
de defesa que os protegem contra estes agentes antimicrobianos. O desenvolvimento da
resisténcia aos agentes antimicrobianos, em doses terapéuticas, depende da complexidade
quimica e do material genético do microrganismo. Quando a resisténcia tem um fundo
genético, este mecanismo de defesa encontra-se codificado num gene que pode ser
plasmidico ou cromossémico (1; 2).

E neste contexto que surge a epidemologia molecular da resisténcia aos antimicrobianos.
Uma ciéncia que constitui um campo de estudo hibrido que integra varias valéncias como a
medicina clinica, epidemiologia, microbiologia, genética molecular, biologia populacional,
matematica, bioinformatica, bioquimica entre outras, que utilizam varios métodos envolvidos
na compreensdo da génese e propagacdo das doencgas, bem como na identificacdo dos agentes

causadores dessas mesmas doencas (3).






1.1. Interacc¢ao antimicrobiano-bactéria

1.1.1. Mecanismo de ac¢ao dos antimicrobianos

Os mecanismos de ac¢do dos antimicrobianos podem ser agrupados em classes de acordo
com os seus alvos na superficie da célula bacteriana ou no seu interior (Figura 1). Os principais
grupos de alvos sdo: a) Biossintese da parede celular bacteriana, bloqueada pelos B-lactamicos
(Penicilinas, Cefalosporinas, Cefamicinas e Carbapenemos) e Glicopéptidos que inibem fases
necessarias para a ligacdo cruzada do peptidoglicano; b) Ribossomas, bloqueados na
subunidade 30S pelos Aminoglicosideos e Tetraciclinas e na subunidade 50S pelos Macrélidos
e Lincosamidas ou em ambas pelas Oxazolidinonas; c) DNA, em que a sua sintese é inibida
pelas Quinolonas através da sua ligacdo a enzimas como a DNAgirase e Topoisomerase IV, ou a
sua transcricdo a RNA pelas Ansamicinas através da ligacdo do antimicrobiano a RNA
polimerase; d) Via do folato, essencial para fornecer os mondmeros necessarios a sintese de
DNA, inibida pelas Sulfonamidas; e) Ciclo de Krebs, inibido pelos Nitrofuranos através de uma

tripla acg¢do inibitdéria na acetilcoenzima A, acido citrico e acido oxaloacético (1; 2).

1.1.2. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

Todas as caracteristicas da bactéria, incluindo a resisténcia aos antimicrobianos, sdo
determinadas pelo seu genoma, caracterizado pelo cromossoma ou nucledide, pelos
plasmideos e pelos fagos lisogénicos. A resisténcia pode ser natural (intrinseca) ou adquirida
(extrinseca) (1).

A resisténcia intrinseca é a resisténcia natural que a célula bacteriana tem para alguns
antimicrobianos. Por exemplo, os Mycoplasma spp. ndo possuem parede celular, logo sdo
naturalmente resistentes aos B-lactamicos. Os mecanismos através dos quais as células
bacterianas poderdo ser naturalmente resistentes podem ser divididos em diferentes grupos
(Figura 1): a) destruicdo ou inactiva¢cdo dos antimicrobianos por enzimas; b) alteracdo do alvo
do antimicrobiano; c) reducdo da permeabilidade da superficie celular ou bloqueio do
mecanismo pelo qual o antimicrobiano entra na célula; d) remocdo do antimicrobiano da
célula por um mecanismo de efluxo; e) sintese de um substituinte para o passo metabdlico

inibido pelo antimicrobiano (1; 2; 4).



A resisténcia extrinseca, para além dos mecanismos referidos anteriormente, também
inclui: a) mutacdo e seleccdo (evolugdo vertical) e b) transferéncia e reten¢do de fragmentos

de material genético entre diferentes espécies ou estirpes (evolugdo horizontal) (1; 2; 4).
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Figura 1. Mecanismos de ac¢do dos antimicrobianos e mecanismos de resisténcia aos mesmos, (adaptado de
Fernandes, 2008).




1.2. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (S. aureus) é um tipo de bactéria transportada na pele e nariz
(membranas mucosas) de pessoas e animais saudaveis, onde a constante humidade,
temperatura, e varios nutrientes sdo fornecidos pelo hospedeiro. Devido ao seu estilo de vida
parasitario, varias vias metabdlicas de sintese de vitaminas estdo suprimidas nesta estirpe.
Cerca de um terco dos seres humanos encontra-se colonizado com S. aureus no nariz, no
entanto, este ndo provoca infecgdo. A colonizagdo assintomatica por S. aureus é muito mais
frequente que a infec¢do. Todavia, quando este consegue entrar no interior do corpo humano
pode despoletar um mecanismo infeccioso, em que os locais de colonizagdo servem como um

reservatdrio para o alastramento deste agente (3; 5).

1.2.1. Evolucao da estirpe

O S. aureus possui trés caracteristicas que o tornam dispar entre a maioria dos outros
microrganismos. Ele pode expressar uma grande variedade de factores de viruléncia, tem a
capacidade de desenvolver e expandir resisténcia a um grande espectro de drogas
antimicrobianas, e encontra-se proeminentemente em distintos ambientes, tais como
hospitalar e comunitario (6).

Nada documenta melhor a extraordinaria capacidade adaptativa do S. aureus do que a sua
resposta a introducdo dos agentes antimicrobianos na pratica clinica. A grande mortalidade
causada pelo S. aureus foi travada com a ajuda da Penicilina por volta dos anos 40. No entanto,
este abrandamento da mortalidade foi de pouca duracdo pois, rapidamente surgiu a estirpe
resistente a Penicilina (PRSA) que produzia a enzima B-lactamase capaz de degradar a
Penicilina. No espaco de 10 anos, 90% das estirpes causadoras de infeccdo em ambiente
hospitalar eram resistentes a Penicilina. Este evento foi resultado das caracteristicas
epidemioldgicas do plasmideo portador o gene da B-lactamase entre todo o tipo de estirpes de
S. aureus (7; 8).

Posteriormente, a Meticilina, um B-lactamico insensivel a ac¢do hidrolitica da B-lactamase,
proporcionou, no final dos anos 50, um novo tratamento para as infec¢ées provocadas pelas

PRSA. No entanto, o S. aureus resistente a Meticilina (MRSA), que é simultaneamente

resistente a todos os B-lactamicos, incluindo penicilinas e cefaloporinas, rapidamente emergiu



a partir de 1961. Primeiro, em ambientes de cuidados de saude locais e posteriormente,
espalhando-se a nivel mundial, o MRSA tornou-se um dos agentes causadores de infeccGes em
ambientes hospitalares mais importantes. Como resultado da sua capacidade de ligacdo a
material protésico e cateteres, € um grande agente patogénico em situacdes pds-cirurgicas
podendo causar também infeccdes em pacientes que necessitem de dialise (1; 3; 8; 9; 10).

Para o tratamento das infec¢cdes causadas por MRSA, a Vancomicina é o antimicrobiano de
escolha e muitas vezes de Ultimo recurso. Mas sem surpresas, recentemente foi desenvolvida
resisténcia a este antimicrobiano. As estirpes S. aureus com susceptibilidade intermédia a
Vancomicina (VISA) foram isoladas pela primeira vez em 1997. Posteriormente, foi descrita a
emergéncia de estirpes similares em varios paises. Em 2002, foi descoberto nos Estados
Unidos, S. aureus resistente a Vancomicina (VRSA), deixando assim de haver um
antimicrobiano que seja universalmente eficaz contra o S. aureus. Por este motivo, futuras
terapias para as infecgdes por S. aureus tém de depender menos da eficacia de apenas um
antimicrobiano e mais na combinacdo de varios (9). O aparecimento do VRSA foi
acompanhado pelo isolamento de MRSA de infeccdes adquiridas na comunidade entre
individuos saudaveis com poucos, ou nenhuns, factores de risco associados a cuidados de
saude. Este aparecimento representa uma dramatica mudanca na epidemologia do MRSA,
uma vez que as infecgbes por S. aureus na comunidade eram causadas por S. aureus sensiveis
a Meticilina (MSSA) (8; 9).

Esta epidemia de infeccGes, por MRSA na comunidade, tornou os B-lactdamicos agentes
terapéuticos relativamente ineficazes quando, até entdo, eram considerados como os
antimicrobianos de primeira escolha por serem bastante eficazes contra as infec¢Ges por S.
aureus na comunidade. Apesar de estas infec¢cGes serem mais susceptiveis a antimicrobianos
ndo PB-lactdmicos como, por exemplo, a Clindamicina, Trimetoprim/Sulfametoxazole e
Doxiciclina, do que as infec¢des por MRSA hospitalares, estas também tendem a ser mais
virulentas. Apesar de a maioria das doengas causadas por MRSA na comunidade serem
infeccbes de pele ou de tecidos moles, estas também provocam doencas mortais como a

pneumonia necrdtica ou sépsis grave (9).
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1.2.2. Factores de viruléncia e patogénese

O arsenal dos factores de viruléncia do S. aureus é extenso. Além disso, varios produtos

secretados e estruturais desempenham um papel importante na patogénese da infeccdo

(Figura 2). Alguns exemplos desses factores de viruléncia encontram-se descritos na tabela 1

(11).

Tabela 1. Factores de viruléncia seleccionados do S. aureus, (adaptado de Gordon & Lowy, 2008).

Mecanismos de
viruléncia

Factores seleccionados

Genes

Sindromes clinicos
associados

Envolvidos na aderéncia

Envolvidos na
persisténcia

MSCRAMMs (ex. factores de
aglomeragdo, proteinas de ligagdo
a fibronectina, colagénio e protei-
nas de ligacdo a sialoproteina 6s-
sea)

Acumulagdo de biofilme (ex.
adesdo intracelular polissacarida),
pequenas coldnias varidveis e per-
sisténcia intracelular

clfA, clfB, fnbA,
fnbB, cna, sdr,
bbp

locus ica,
mutacdo hemB

Endocardite, osteomielite e
infeccbes de dispositivos
protésicos e cateteres

InfeccGes reincidentes, fi-
brose cistica e as sindromes
descritas anteriormente

Envolvidos na
fuga/destruicdo das
defesas do hospedeiro

Envolvidos na
invasdo/penetragdo de
tecidos

Leucocidinas (ex. PVL e toxina y),
polissacaridos capsulares (ex. 5 e
8), proteina A, CHIPS, Eap e
modulinas soltveis em fenol

Proteases, lipases, nucleases, liase
hialuronato, fosfolipase C e meta-
loproteases (elastase)

lukS-PV,
lukFPV, hlg,
cluster cap5 e
8, spa, chp, eap
e cluster psm-a

V8, hysA, hla,
plc, sepA

Infecgbes de pele invasivas
e pneumonia nhecrotizante
(associadas a MRSA comuni-
térios com PVL) e abcessos
(associado a polissacaridos
capsulares)

Destruicdo de tecidos e in-
fecgOes metastaticas

Envolvidos em doengas
mediadas por toxinas
e/ou sépsis

Com fraco papel na
viruléncia

Enterotoxinas, sindrome do cho-
que toxico, toxinas esfoliativas A e
B (ETA eETB), toxina a, péptido-
glicano e acido lipdico

Coagulase, ACME e bacteriocina

sea-q, tstH,
eta, etb, hla

cluster arc,
cluster opp-3,
bsa

Intoxicagdo alimentar, sin-
drome do choque toxico,
sindrome da pele escaldada,
impetigo bolhoso e sépsis

Legenda: ACME- elemento moével do catabolismo da arginina; CHIPS- proteina inibitéria de quimiotaxia dos
Stapylococcus; Eap- Proteina de aderéncia extracelular; MSCRAMMs- componentes microbianos de superficie

reconhecedores de matrizes moleculares adesivas; PVL- Leucocidina Panton-Valentine.
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Figura 2. Factores patogénicos do S. aureus. TSST-1, toxina 1 da sindrome do choque téxico (adaptado de Gordon
& Lowy, 2008).

O S. aureus possui numerosas proteinas de superficie, denominadas “componentes
microbianos de superficie reconhecedores de matrizes moleculares adesivas” (MSCRAMMs),
que medeiam a aderéncia aos tecidos do hospedeiro. Os MSCRAMMs ligam-se a moléculas
fibrosas dos tecidos conjuntivos como o colagénio, fibronectina e fibrinogénio. Diferentes
MSCRAMMs podem aderir ao mesmo componente de um tecido (12). Os MSCRAMMs
parecem ter um papel chave na iniciacdo das infec¢bes cardiovasculares, dsseas e das
articulagdes e também do material protésico. Quando o S. aureus adere ao tecido do
hospedeiro ou ao material protésico, é capaz de crescer e persistir sob varias formas. Este
pode formar biofilmes, o que Ihe permite sobreviver através da fuga as defesas do hospedeiro
ou aos antimicrobianos. Esta capacidade para formar biofilmes é uma das razdes pela qual se
torna dificil eliminar a infeccdo em material protésico, sem a sua remocao (12; 13). In vitro, 0 S.
aureus também pode invadir e sobreviver no interior das células epiteliais, incluindo células
endoteliais, o que teoricamente também o pode ajudar a escapar as defesas do hospedeiro,
especialmente no caso de endocardites. O S. aureus também é capaz de formar pequenas
coldnias varidveis (SVCs) que podem contribuir para a sua persisténcia em infecgOes
reincidentes. In vitro, as SVCs sdo capazes de se “esconder” dentro de células do hospedeiro

sem lhes causar danos significativos, ficando assim, relativamente protegidas das defesas do
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hospedeiro e da ac¢do dos antimicrobianos. Estas podem ainda, mais tarde, reverter-se num
fenodtipo wildtype virulento, tendo como resultado uma infeccdo (12; 13; 14).

O S. aureus tem muitas outras caracteristicas que |he permitem escapar do sistema
imunitdrio do hospedeiro durante uma infeccdo. A sua maior defesa é a producdo de uma
microcdpsula antifagocitaria. Esta cdpsula pode também induzir a formacdo de abcessos. A
proteina A (MSCRAMM) liga-se a porcdo Fc das imunoglobulinas, podendo assim prevenir a
opsonizagao (12). Esta bactéria pode também secretar proteinas inibitdrias de quimiotaxia ou
proteinas de aderéncia extracelular, que interferem com o extravasamento dos neutréfilos e a
quimiotaxia para o local de infec¢do. Além disso, o S. aureus produz leucocidinas que causam a
destruicao de leucdcitos através da formacgao de poros na membrana celular (12; 15).

Durante um processo infeccioso, o S. aureus produz varias enzimas, tais como proteases,
lipases e elastases, que |lhe permitem invadir e destruir tecidos e metastizar-se para outros
locais. O S. aureus possui catorze toxinas diferentes: a toxina da sindrome do choque téxico
(TSST-1); duas toxinas esfoliantes (ETA e ETB); e 11 enterotoxinas designadas A, B, C1, C2, C3,
D, E, G, H, 1 el (3). Asindrome do choque téxico pode resultar da infeccdo de bactérias que
possuam o gene tsst-1, eta ou etb. As enterotoxinas sdo responsaveis pelas intoxicacoes
alimentares que este agente patogénico pode provocar, sendo os tipos A a E os mais
frequentes. Cada estirpe de S. aureus pode transportar até 4 genes responsaveis pela
producdo de enterotoxinas (3; 8).

A regulacdo dos factores de viruléncia tem um papel central na patogénese. Para reduzir o
gasto metabdlico, a sua expressdo ocorre de uma forma coordenada, isto é, apenas quando
sd0 necessarios para a bactéria. A expressdo de MSCRAMMSs ocorre geralmente durante o
crescimento logaritmico (replicagdo), enquanto que as proteinas secretadas, tais como as
toxinas, sdo produzidas durante a fase estacionaria (Figura 2). Durante a infec¢do, a expressdo
prévia de MSCRAMM facilita a colonizagdo inicial dos tecidos, enquanto que a posterior
expressao das toxinas facilita a propagacdo. O gene regulador acessério (agr) é um sistema
quorum sensing que tem um papel critico na regulagdo da viruléncia (16).

As caracteristicas inerentes ao hospedeiro podem também afectar a susceptibilidade a uma
doenca provocada por esta bactéria. Mas, no geral, estdo fracamente caracterizadas e é
improvavel que tenham um papel significativo quando comparadas com outros factores
envolvidos na patogénese da infeccdo (6). Pensa-se que a susceptibilidade inerente ao
hospedeiro possa ser afectada pelo seu estado imunoldgico. Desta forma, a quantidade de
anticorpos contra o S. aureus parecem proteger contra os desenvolvimentos da sindrome do
choque toxico, que ocorre quase exclusivamente naqueles que possuem falta de anticorpos

para a toxina em questdo na altura da doenga aguda (11; 16).
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1.3. Staphylococcus aureus resistentes a Penicilina

Inicialmente, a produgdo de B-lactamase era mediada por um plasmideo, mas ha evidéncias
de que que o gene ja integrou o DNA cromossémico (1; 17). Os genes que expressam a enzima
encontram-se sob um sistema de controlo muito complexo, formado por um cluster molecular
constituido pelos genes bla Z, bla R1 e bla I, que codificam, respectivamente, a propria B-
lactamase, um sinal tradutor (anti-repressor) e uma molécula repressora. Todos estes genes
estdo regulados negativamente pela proteina Blal. Esta proteina, de 14-kDa, dimeriza e liga-se

a regido promotora de forma a reprimir a transcrigao (Figura 3) (1; 17; 18).

Figura 3. Operdo blaR1-blal-blaZ do S. aureus e a via de tradugdo de sinal para expressdo da B-lactamase BlaZ em
S. aureus, (adaptado de Walsh, 2003 e Bryskier, 1999).

Quando um antimicrobiano B-lactamico se aproxima do lado exterior da membrana
citoplasmatica onde algumas cépias da proteina transmembranar BlaR1 se encontram ligadas,

o antimicrobiano é detectado e a cascata de sinalizagao é activada. O dominio exterior da
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proteina BlaR1 é um dominio de ligacdo a penicilina (PBP, do inglés penicillin binding protein) e
a sinalizacdo inicial é mediada através de uma acilagdo covalente com o B-lactamico, como
acontece para qualquer dominio PBP (Figura 3). A formagdo deste intermediario no dominio
exterior ird promover o desencadear de uma série de altera¢gdes conformacionais no dominio
de ligacdo das PBPs. Estas alteragcdes vao propagar-se pelo dominio transmembranar
culminando com a libertagdo do fragmento citoplasmatico BlaR2. Este fragmento vai promover
a protedlise da proteina Blal de 14-kDa num fragmento de 11-kDa, perdendo desta forma a
capacidade de se dimerizar e de se ligar ao promotor de DNA. Assim, a repressdo da
transcricdo dos genes blaZ e blaR1 é aliviada, levando a transcricdo dos genes que culminam
com a producdo de mais proteina BlaR1l e de B-lactamase. Seguidamente, a B-lactamase é
transportada para o exterior da célula, procedendo-se a hidrdélise do antimicrobiano B-
lactamico e consequente, a aquisicao de um fendtipo de resisténcia aos B-lactamicos (1; 19;

20).
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1.4. Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina

O MRSA possui, por definicdo, o gene mecA responsavel por esta resisténcia (9).
Originalmente, o S. aureus possui quatro peptidoglicano sintetases (PBP 1, 2, 3 e 4). O gene
mecA codifica uma PBP modificada, de 78-kDa, denominada PBP2a ou PBP2’, que é uma
peptidoglicano transpeptidase, e que difere da PBP enddgena do S. aureus (Figura 4). Esta
PBP2a mantém a sua actividade enzimatica normal, mas, difere da PBP2 porque possui o local
de reconhecimento aos B-lactamicos modificado. Desta forma, quando as peptidoglicano
sintetases estdo ligadas aos B-lactamicos tornam-se inactivas com excep¢ao da PBP2a por esta
ser insensivel a estes antimicrobianos, inclusivamente a Meticilina. Portanto, apesar de se
encontrar ligada a Meticilina, a PBP2a pode ainda promover a sintese da parede celular (9; 11;
21).

A regulagdo da expressdo do gene mecA e a consequente produgdo da PBP2a que confere
resisténcia a Meticilina em MRSA, processa-se de modo analago ao operdo que produz a B-
lactamase anteriormente descrito. Assim, o complexo regulador do gene mecA é constituido
por trés genes, mecR1-mecl-mecA. O dominio exterior da proteina MecR1 é também uma PBP.
Quando o B-lactamico se liga covalentemente ao dominio PBP, neste caso ao fragmento
MecR1, é iniciada uma sinalizacdo transmembranar que resulta na libertagdo de um fragmento
citoplasmatico, MecR2, no dominio interior. Este fragmento MecR2 ira, posteriormente, clivar
a proteina intacta Mecl em dois fragmentos aliviando, assim, a repressdo sobre o gene mecA,
resultando na sintese da PBP2a (1).

O gene mecA encontra-se num elemento genético moével, o “Staphylococcal Cassette
Chromosome mec” (SCCmec), integrado no cromossoma do S. aureus num locus denominado
attBscc, préximo da origem de replicagdo (oriC). Esta cassete converte instantaneamente o S.
aureus a MRSA, promovendo a resisténcia a praticamente todos os agentes B-lactamicos. A
organizagdo genética na vizinhangca do gene mecA define a complexidade do gene mec,
estando descritas, até hoje, para o S. aureus, trés grandes classes. A classe A que contém todo
o complexo regulador do mecA (mecl-mecR1-mecA). A classe B e classe C que contém os genes
reguladores do mecA interrompidos por outras sequéncias, CIS1272-DmecR1-mecA e 15S431-

DmecR1-mecA, respectivamente (7; 22).
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Figura 4. Operao mecR1-mecl-mecA do S. aureus e a via de tradugdo de sinal para expressdo da PBP2a que
confere resisténcia a Meticilina em S. aureus, (adaptado de Walsh, 2003).

A mobilidade do SCCmec é devida, em parte, a presenca de recombinases totalmente
funcionais da familia das invertases/resolvases e também por nesta cassete se encontrar
codificado o complexo genético ccr, que permite a transmissdo horizontal intra e interespécies
do SCCmec. O complexo genético ccr pode ter dois genes, ccrA e ccrB (ccrAB), com quatro
alotipos conhecidos ou um Unico gene, ccR, ndo muito relacionado com os genes ccrAB, ccR (7;
11).

Os tipos de SCCmec sdo definidos através da combinagdo da classe do complexo genético
mec com o tipo de alotipo ccr. Com base nesta nomenclatura foram definidos seis tipos de

SCCmec (Tabela 2) (7).
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Tabela 2. Classificagdo dos tipos de SCCmec, (adaptado de Maltezou & Giamarellou, 2006 e Lencastre, Oliveira, &

Tomasz, 2007).

Tipo SCCmec Classe mec Complexo genético ccr
| B AB1
] A AB2
1] A AB3
v B AB2
\Y C C
Vi B AB4

As restantes partes do SCCmec sdo chamadas regides “junkyard” (J), 11, J2 e 13, que

constituem componentes ndo essenciais do SCCmec. Nao obstante, estas regies podem

conter elementos genéticos, tais como Th554 (que codifica a resisténcia para os Macrolideos,

Clindamicina e Estreptogramina B) e pT181 (que codifica a resisténcia as Tetraciclinas) (7; 23).

Comecando no sentido dos ponteiros a partir da origem de replicacdo do cromossoma da S.

aureus, a regido J3 é a regido entre a jungdo cromossémica esquerda, que inclui a origem de

replicacdo, e o complexo mec; a regido J2 é a regido entre o complexo mec e o complexo ccr; e

a regido J1 é a regido entre o complexo ccr e a jungdo cromossdémica direita. Deste modo, a

organizacdo estrutural do SCCmec pode ser sumarizada como J3-mec-J2-ccr-J1 (Figura 5) (6; 7).

orfX ComplexomecB | |
Tipo! I B D SR ]
L 15431 mecA meR1 W-1S1272 i CcrAlcchli Ny
Pia e S, S
usi1e| COMPlexo mec A e .
p n ]
Tipo I I dln e — |
‘/" ble aadB mecA mecR1 mecl erm spc ccrAchrBz:
" Tnsss 1151i  Complexo mec A W-Tn554
Tipom | EHIT—8L -
. tet ccrA3cch§
N €—— 13—>i¢—Complexomec > J2 Complexo /)1 /
Complexo mec B 7
Tipo IV _I—8 [ ;
Complexo mec C o
Tipo v L omm |
mecA mecR1 I1S421 ccrC i hsdR/M/S
“.
ComplexomecB | | = T ,
Tipo VI I —8 [ L
ccrAd ccrB4i

Figura 5. Organizagdo genética dos tipos de SCCmec de | a VI, (adaptado de Lencastre, Oliveira, & Tomasz, 2007).
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Duas teorias opostas foram sugeridas para descrever a relacdo entre o primeiro MRSA
isolado e os recentes clones. A teoria “single-clone” sugere que todos os clones MRSA tém um
ancestral comum, e que o SCCmec foi introduzido apenas uma vez no S. aureus (11; 12). A
teoria “multi-clone” pressupde que o SCCmec foi introduzido varias vezes em diferentes

linhagens genéticas de S. aureus. Esta teoria tem sido suportada por varios estudos (12; 24).

1.4.1. Emergéncia de Staphylococcus aureus resitente a Vancomicina

7

A Vancomicina € um antimicrobiano glicopeptidico que ndo actua através da inibicdo
directa das transglicosilases ou transpeptidases, mas através da complexacdo com as unidades
estruturais do peptidoglicano com as termina¢des D-Ala-D-Ala. Este sequestramento do
substrato, leva a uma diminuicdo da sintese da parede celular, inibindo a liga¢do cruzada dos
mondmeros constituintes do peptidoglicano, essenciais para a estabilidade da parede celular,
resultando assim numa sensibilidade a Vancomicina (1).

O primeiro caso descrito de VISA surgiu em 1996. A andlise desses isolados demonstrou
uma parede celular espessada com uma diminuicdo de peptidoglicano, resultando numa
estrutura que liga e sequestra a Vancomicina causando uma diminuicdo na quantidade de
antimicrobiano que atinge os locais de sintese da parede celular. A maioria destes isolados
surge durante quimioterapia com Vancomicina, e portanto, parece aceitavel presumir que
mutacles espontaneas em genes envolvidos na biossintese da parede celular sejam
responsaveis por este fendtipo (8; 25).

No inicio de 2002, foi isolada nos Estados Unidos da América (EUA), a primeira estirpe VRSA
contendo o gene resistente a Vancomicina, vanA, especifico para os glicopéptidos. Esta
resisténcia é regulada pelo sistema regulatério de dois componentes, VanR e VanS (Figura 6). A
VanS é um sensor associado a membrana que controla o nivel de fosforilacdo da VanR. Esta,
por sua vez, é um activador transcricional do operdo que codifica a VanH, VanA e VanX
(VanHAX). A VanH é uma desidrogenase que reduz o piruvato a D-Lactato enquanto que a
VanA é uma ligase que catalisa a formacdo de uma ligacao éster entre a D-Alanina e o D-
Lactato. Como a Vancomicina ndo se consegue ligar ao dimero D-Ala-D-Lac, a bactéria a
adquire resisténcia. A VanX é uma dipeptidase que hidrolisa os componentes remanescentes
do peptidoglicano D-Ala-D-Ala. Desta forma, a VanX previne a sensibilizacdo a Vancomicina. Os
residuos terminais do peptidoglicano que sdo produzidos, se a eliminagao do dimero D-Ala-D-

Ala pela VanX ndo for completa, serdo hidrolisados por uma D,D-carboxipeptidase, a Vany.
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Assim, o dimero D-Ala-D-Lac substitui o dipéptido normal na sintese do peptidoglicano
conferindo a bactéria resisténcia a Vancomicina. A VanZ é uma proteina que confere
resisténcia a Teicoplanina, mas o mecanismo genético e bioquimico ainda é desconhecido (25;

26; 27).

Sensibilidade a Clivagem do D-Ala-D-Ala

Vancomicina inépti -Ala-D- Pentapéptido - Tetrapéptido
- Ala--Glu-L-Lys-0-Ala-D-Ala dipéptido p-Ala-D-Ala pep pep

D DD o o looow o

- Q
>/ ?

vJ

Vancomicina

vanR W vanH ‘ vanA | vanX I—' vanY H vanZ |
\l/ o
O [¢] of

)
b

9
)| D-Lac \)—I&lﬁ )

, (= (S S L)
Activador = Piruvato
I— D-Ala
Activagdo do operao vanHAX Sintese de D-Ala-D-Lac resistente a Resisténcia 3

Vancomicina Vancomicina

Figura 6. Cluster do gene vanA que confere a resisténcia a vancomicina, (adaptado de Hughes, 2003).

As estirpes VISA podem, dependendo do local de infec¢do, permanecer susceptiveis ao
tratamento com Vancomicina. Contudo, muitas vezes precisam de doses mais elevadas e
periodos de tratamento mais prolongados, sendo no entanto, a maioria sensivel ao
Trimetoprim/Sulfametoxazole (25).

No entanto, a emergéncia de VISA e VRSA também comprometeu as opg¢des de tratamento
para as infec¢Ges provocadas por outros Gram-positivos. Infeccdes complicadas e resistentes a
varios antimicrobianos sdo geralmente denominadas por MDR (do inglés Multidrug resistance).
Pacientes com VISA ou VRSA s3o geralmente tratados com multiplos ciclos de antimicrobianos,
o que pode constituir um factor de risco para o desenvolvimento de infec¢des provocadas por
microorganismos com fendétipos MDR. Actualmente, todos os B-lactamicos sdo considerados
inadequados contra as estirpes MRSA. Além disso, VISAs e VRSAs com fendtipos MDR ja tém
sido largamente descritos (25; 26). A emergéncia de VISA e VRSA sugere que os agentes
antimicrobianos actuais disponiveis podem tornar-se, no futuro, ineficazes no tratamento das

infeccOes sistémicas como bacteriemias, endocardites, osteomielites, entre outras (25; 26).
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1.4.2. Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina comunitarios (CA-MRSA) e
hospitalares (HA-MRSA)

As infeccbes por MRSA ocorrem mais frequentemente em pessoas que tém o sistema
imunitdrio debilitado e um historial de internamento hospitalar ou permanéncia em lares.
Outras pessoas em risco sao as que tém historial recente de didlise, cirurgia ou cateterizagao.
Estes tipos de infec¢cdes sao denominadas infecgGes por MRSA associadas a cuidados de saude
ou HA-MRSA, do inglés hospital-acquired MRSA (5; 25). As estirpes de MRSA tém também
vindo a ser encontradas num contexto nao hospitalar. Estas estirpes associadas a comunidade
sdo, assim, designadas por CA-MRSA, do Inglés community-acquired MRSA (23; 26).
Ocasionalmente, a caracterizacdo molecular e os perfis de resisténcia a antimicrobianos tém
sido utilizados para distinguir entre os CA-MRSA e os HA-MRSA (23; 26).

Apds a introducdo da Meticilina na pratica médica o S. aureus rapidamente adquiriu
resisténcia a este antimicrobiano. Passou-se apenas um ano até que o primeiro caso de MRSA
fosse registado (1). Nas duas décadas seguintes, o MRSA foi-se estabelecendo por todo o
mundo, tornando-se um importante agente patogénico nosocomial com um grande impacto
econdmico nos sistemas de saude. Actualmente, este microrganismo nao deve ser considerado
apenas um agente patogénico nosocomial. Na ultima década, sobretudo, os CA-MRSA tém
aparecido por varias dreas em todo o mundo entre jovens sem factores de risco associados aos
cuidados de satde. E possivel que infecgdes CA-MRSA tenham evoluido de estipes HA-MRSA
que foram exportadas do sistema de cuidados médicos e comegaram a circular na comunidade
(23; 25; 28).

Os HA-MRSAs e CA-MRSA apresentam, contudo, diferentes tipos genéticos. E possivel que
durante o seu processo evolutivo os HA-MRSA e CA-MRSA tenham adquirido diferente
material genético movel, e por isso, os seus perfis de resisténcia aos antimicrobianos também
seja diferente. As estirpes HA-MRSA contém SCCmec do tipo |, Il e lll, os quais sdo maiores e
transportam varios genes de resisténcia, tornando-os resistentes a uma classe maior de
antimicrobianos. Por sua vez, as estirpes CA-MRSA contém SCCmec do tipo IV, que sdo
menores que o0s anteriores e possuem apenas um gene de resisténcia. Desta forma, as estirpes
de CA-MRSA sdo sensiveis a maior parte dos antimicrobianos (excepto B-lactamicos e
Eritromicina). Recentemente, também foram identificadas estirpes CA-MRSA que contém
SCCmec do tipo V (12). Uma grande quantidade de estirpes CA-MRSA expressa a proteina PVL,
e portanto, a apresentacgao clinica entre CA-MRSA e HA-MRSA (Tabela 3) também diverge (7;
12; 28).
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Evidéncias indicam que as estirpes contendo SCCmec do tipo IV ou V podem ser mais aptas

a sobrevivéncia do que as demais (29). A propaga¢do dos MRSA é facilitada pelo menor

tamanho das cassetes SCCmec tipo IV tornando-os mais eficientes na transferéncia mediada

por fagos dos MSSA (6; 7).

Tabela 3. Caracteristicas que distinguem as HA-MRSA e CA-MRSA, (adaptado de Levenhagen, 2008 e Matouskova &

Janout, 2008).

Caracteristicas HA-MRSA CA-MRSA
. L. . Resisténcia a varios antimicrobianos Resisténcia a B-lactamicos e Eritromi-
Resisténcia antimicrobiana .
(MDR) cina
Idosos; Individuos que vivem em situagGes

Epidemiologia

Apresentacdo clinica

Marcadores moleculares

Individuos que tiveram um longo
periodo de internamento hospita-
lar;

Individuos que tiveram ou tém de
fazer didlise ou cateterizagao;

Individuos que tiveram ou tém de
fazer procedimentos invasivos
(cirurgia);

Individuos que vivem em lares.

Invasivas

PVL —;
SCCmec I-lll.

superlotadas: militares e prisionei-

ros;

Individuos que tiveream
comportamen-tos de risco:
utilizadores de drogas

intravenosas, relagdes sexuais des-
protegidas, etc.;

Atletas;

Individuos com pessoas prdximas
com CA-MRSA;

Criangas e jovens adultos.

InfecgGes de pele;

“picadas de mosquito”;

Raramente invasivas,

Reincidéncia.

PVL +;

SCCmec IV,V

Legenda: HA-MRSA — Staphylococcus aureus resistente a Meticilina associada ao ambiente hospitalar; CA-MRSA — MRSA
associada a comunidade; MDR - resisténcia a multiplos farmacos (multidrug resistance); PVL- — estirpes ndo portadoras
da Leucocidina Panton-Valentine; PVL+ — estirpes portadoras da PVL.

O actual modelo aceite para explicar a origem das CA-MRSA (Figura 7) enuncia que uma

pequena cassete de resisténcia a Meticilina (ex. SCCmec IV) estava integrada no genoma de

varios clones MSSA ancestrais que circulavam em diferentes regides geograficas. Alguns desses

clones dotados com os melhores “tragos” sobreviveram. Como ja foi referido, o crescimento

mais rdpido dos CA-MRSA sugere que estes sdo mais adaptaveis que os HA-MRSA.

Paralelamente, este modelo, também explica a emergéncia e propagacdao dos HA-MRSA a

partir dos MSSA nos anos 60. No entanto, ao contrario dos HA-MRSA, os CA-MRSA

provavelmente emergiram dos MSSA portadores dos genes para a PVL (PVL +). Em alguns

locais, os CA-MRSA que possuem a PVL sdao mais comuns do que os CA-MSSA o que sugere que

a resisténcia a Meticilina contribui para o sucesso das estirpes S. aureus PVL + (9; 28).
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Neste contexto, cada vez mais estirpes MRSA contendo a PVL e com caracteristicas do
gendtipo de CA-MRSA (SCCmec IV ou V) estdo a ser documentadas em HA-MRSA (9). Este facto
pode dever-se a uma colonizacdo pré-existente de CA-MRSA com PVL que encontrou uma

porta de entrada durante procedimentos invasivos realizados num contexto hospitalar (9; 28).

MSSA Infecgdo do MSSA O profago com os genes
por um fago PVL da PVL integra-se no
cromossoma do S. aureus

N . -
/\A\

Cromossoma

MRSA produz a toxina PVL

P
LV g
?4 A cassete de resisténcia a

Meticilina (SCCmec IV ou V)
entra na célula e integra-se
no cromossoma

Toxina PVL

Figura 7. Modelo para a emergéncia dos CA-MRSA com PVL. Uma estirpe MSSA é infectada por um fago portador
dos genes IukS-PV e lukF-PV que codificam a PVL. Posteriormente, uma cassete de resisténcia a Meticilina
(SCCmec IV ou V) portadora do gene mecA é transferida horizontalmente para a estirpe MSSA PVL positiva e
integrada no genoma, numa localizagdo distinta dquela onde se encontram os genes codificantes da PVL,
(adaptado de Boyle-Vavra & Daum, 2007 e Levenhagen, 2008).
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1.5. Leucocidina Panton-Valentine

As leucotoxinas, que sdo produzidas pelo S. aureus, pertencem a uma familia de toxinas
formadoras de poros, que sdo compostas por dois componentes distintos. O efeito tdxico
depende da acgdo sinergética de ambas proteinas: a da classe S (eluicdo lenta) e a da classe F
(eluicdo rapida), sobre as células polimorfonucleares (PMN) e mondcitos. Nesta familia esta
incluida a leucocidina Panton-Valentine (PVL) constituida pelas subunidades LukS-PV e LukF-PV
(21; 30).

A PVL foi descrita pela primeira vez em 1932. E uma toxina que além de destruir certos
leucdcitos, também medeia necroses tecidulares. Tem vindo a ser associada a infec¢Bes de
pele e de tecidos moles, e severas pneumonias necrotizantes entre criangas saudaveis e jovens
adultos (23).

Estudos permitiram concluir que a PVL por si sé ndo é uma substancia tdxica, pois a
injeccdo intravenosa de PVL em coelhos ndo se mostrou mortal. Foi também demonstrado que
a PVL purificada causa lesGes dermonecrdticas em coelhos, contribuindo para a hipdtese de
gue esta toxina possui um papel nas infeccdes da pele e tecidos moles. Recentemente, foi
ainda demonstrado que a PVL foi capaz de provocar lesGes necréticas mortais em pulmoes de
ratos através de inalacdo da toxina purificada (12; 31).

Os dois componentes da PVL, LukS-PV e LukF-PV, sdo secretados antes de formarem um
heptamero formador de poros nas membranas dos leucdcitos polimorfonucleares (PMN)
(Figura 8A), levando a lise destes. Ao contrario de outras leucocidinas formadoras de poros do
S. aureus, a PVL ndo é hemolitica. O LukS-PV liga-se inicialmente a um receptor ndo
identificado nos PMNs onde consequentemente dimeriza com o LukF-PV, seguindo-se uma
ligacdo em série alternada de componentes LukS-PV e LukF-PV, até que todo o heptamero
esteja formado. Quando o LukS-PV se liga aos PMNs, uma proteina cinase do hospedeiro (A ou
C) fosforila o LukS-PV, a qual se segue uma indugdo de canais de cdlcio. Este facto sugere uma
inducdo de sinal de transducdo que pode activar a producdo de interleucinas e mediadores
inflamatdrios. Dependendo da sua concentragdo, a PVL causa a lise tecidular ou a apoptose
dos PMNs. A formacdo de poros de PVL na membrana mitocondrial (Figura 8B) tem sido

descrita como 0 mecanismo que conduz a apoptose (9; 11; 12).
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Figura 8. A - Modelo da necrose tecidular mediada pela PVL. Altas concentragoes de PVL causam a lise dos PMNs,
enquanto que baixas concentragées medeiam uma via para a apoptose dos PMNs, através da ligagdo directa a
membrana mitocondrial. A necrose tecidular pode resultar da libertagdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS)
dos PMNs lisados. Alternativamente, a libertagdo dos granulos dos PMNs lisados pode despoletar uma resposta
inflamatéria, resultando numa eventual necrose tecidular. E pouco provavel que a PVL tenha um efeito necrético
directo nas células epiteliais. B - Mecanismo proposto por Boyle-Vavra & Daum; 2007, pelo qual a PVL pode
induzir a apotose dos PMNs. Baixas concentragoes de PVL pode induzir a apoptose por uma via que
presumivelmente envolve a formagdo de poros na membran mitocondrial levando a libertagdo de citocromo c e
indugdo de caspases 9 e 3, (adaptado de Boyle-Vavra & Daum, 2007).
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1.6. Epidemiologia

A resisténcia a antimicrobianos e a viruléncia variam no espag¢o e no tempo. A um “macro”
nivel, varia entre paises. Esta variacdo reflecte, parcialmente, os esforcos no que concerne as
politicas de controlo da infeccdo e da prescricdo medicamentosa. Esta variacdo depende
também de factores do acaso como a presenca de um determinado clone resistente numa
determinada regido geografica, os factores que permitiram que esse clone alcangasse esse
local, que portadores do agente (animal ou humano), entre outros. A um “micro” nivel, a
resisténcia antimicrobiana varia entre unidades hospitalares e entre grupos de pacientes (32).

Conhecer a prevaléncia do MRSA, as suas novas resisténcias, viruléncias e os riscos de
infeccdo de cada estirpe é essencial para auxiliar os clinicos a escolher uma terapéutica
adequada. O uso anterior e inadequado de antimicrobianos de qualquer tipo, causa uma
pressdao selectiva que parece ser a forga motriz para o desenvolvimento de fendétipos MDR.
Além disso, a persisténcia de programas de controlo da infeccdo ineficientes e o aumento da
gravidade das doencas nos pacientes hospitalizados também contribuiram para a recente
explosdo na prevaléncia de MRSA. A resisténcia a antimicrobianos glicopeptidicos, como a
Vancomicina, em MRSA tem também aumentado nos ultimos anos, paralelamente com o
aumento da utilizacdo desta no tratamento de infeccbes graves provocadas por MRSA.
Comparado com as infec¢Ges provocadas por MSSA, as infec¢des provocadas por MRSA estdo
associadas a um aumento significativo de morbilidade, mortalidade, tempo de internamento
hospitalar e custos. (33).

De seguida apresentam-se, resumindamente, os resultados dos estudos epidemiolégicos
realizados pelo Sistema Europeu de Vigilancia a Resisténcia Antimicrobiana (EARSS, do inglés
European Antimicrobial Resistance Surveillance System) da prevaléncia de MRSA e VRSA, no
ano de 2007 em comparac¢do aos anos anteriores, ndo sé a nivel europeu, mas também a sua

evolugdo desde 2000 até 2008 em Portugal.

1.6.1. Europa

Em 2007, 31 paises apresentaram ao EARSS, 31 591 casos de isolados de S. aureus, dos

quais 22 % (n=7 115) foram identificados como MRSA (Figura 9).
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As prevaléncias de isolados de MRSA variaram entre 0% em paises do Norte da Europa e
50% em paises do Sul da Europa. Treze paises apresentaram prevaléncias iguais ou superiores
a 25%. Como em anos anteriores, todos os paises mediterrdnicos, a Roménia, o Reino Unido e
a Irlanda foram incluidos nesta categoria. No entanto, no Reino Unido, 2007 representa um
ano de diminuicdo de casos de MRSA invertendo, desta forma, a tendéncia de aumento que
permaneceu até 2006. Na Franca, Turquia e Eslovénia, o nimero de casos de MRSA encontra-
se a diminuir e, pela primeira vez, observa-se uma tendéncia de descida. A prevaléncia de
isolados de MRSA na Austria, Bulgaria e Itdlia demonstrou, também, uma significativa
diminui¢cdo. Por sua vez, significativos aumentos documentados em 2006 continuaram em
2007 na Republica Checa, Hungria e Alemanha. Quatro paises registaram prevaléncias acima
dos 40%, entre os quais Portugal e Malta, que continuam a evidenciar um aumento continuo.
Na Grécia, como no ano anterior, verificou-se uma significativa diminui¢do, assim como em
Espanha. No norte da Europa, a quantidade de MRSA encontra-se abaixo dos 3%, excepto para
os Paises Baixos (8-9%). Na Lituania, as taxas continuam a diminuir fortemente, de 25% em
2004 para 8% em 2007. No entanto, na Holanda, Finlandia e Dinamarca foi documentado um
significativo aumento. As taxas de MRSA na Estdnia, Islandia, Noruega e Suica continuam
relativamente estaveis. Na Bélgica, a diminuicdo que comecou em 2006 manteve-se, apesar de

ainda ndo representar uma tendéncia significativa a nivel estatistico.

Legenda:

Sem dados
<1%

1-5%
5-10%
10-25%
25-50%

> 50%

RECOCREL

Figura 9. Prevaléncia de isolados de S. aureus resistentes a Meticilina a nivel Europeu em 2007 (Dados do
relatério do EARSS de 2007).
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A nivel dos isolados de VRSA a nivel europeu em 2007, ndo se verifica ainda uma elevada
frequéncia (Figura 10). No entanto, ndo devem ser descuidados os cuidados basicos de forma a
prevenir o alastramento desta estirpe, deve-se ainda continuar a procurar novos meios de

elimina-la no caso de esta estirpe se tornar uma epidemia.

Legenda:

|:| Sem dados
|:| <1%
B 15%

[ ] 5-10%
[] 10-25%
B 25-50%
B >s0%

Figura 10. Prevaléncia de isolados de S. aureus resistentes a Vancomicina a nivel europeu em 2007 (Dados do
relatério do EARSS de 2007).

A distribuicdo de MRSA continua a ser considerada como problematica. No ultimo relatério
do EARSS, alguns dos paises onde eram registadas baixas frequéncias de MRSA apresentam-se
agora aumentadas. Noutros paises parece ter havido uma estabilizacdo das proporgdes.
Apesar de tudo isso, foram registados mais paises, comparativamente com anos anteriores, a
apresentarem diminuigGes significativas na prevaléncia de MRSA. Uma tendéncia de descida ja
tinha sido observada em paises como a Franga, a Eslovénia ou a Turquia, mas agora verifica-se
também uma tendéncia de descida na Austria, na Bulgaria, na Italia, na Lituania e no Reino
Unido. Estas tendéncias de descida indicam que a introducdo de politicas sanitarias de
controlo da infeccdo pode efectivamente reverter os niveis de MRSA nos hospitais, mesmo em

paises onde se observam elevadas taxas de MRSA.
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1.6.2. Portugal

Os dados do ultimo relatdrio do EARSS utilizados para construir a tabela 4 referem-se a
isolados registados, em Portugal, entre 2000 a 2008. Estes dados indicam que ao longo dos
ultimos anos tem havido um grande aumento de isolados MRSA, passando de 25% em 2000
para o dobro em 2008 (52%) (Figura 11). Conclui-se assim que, em Portugal, o registo do

numero de estirpes MRSA segue o padrao de aumento verificado por grande parte da Europa.

Tabela 4. Resultados para os isolados MRSA e VRSA entre os anos de 2000 e 2008 (Dados do relatério do EARSS
de 2007).

Antimicrobiano Numero Total Percentagem
S | R N S 1 R
MRSA 112 0 38 150 74.7 0.0 25.3
2000
VRSA 39 0 0 39 100.0 0.0 0.0
MRSA 355 0 166 521 68.1 0.0 31.9
2001 VRSA 422 0 0 422 100.0 0.0 0.0
MRSA 336 0 207 543 61.9 0.0 38.1
2002 VRSA 522 0 0 522 100.0 0.0 0.0
MRSA 563 0 470 1033 54.5 0.0 45.5
2003 VRSA 1027 0 0 1027 100.0 0.0 0.0
MRSA 573 0 490 1063 53.9 0.0 46.1
2004 VRSA 1002 0 0 1002 100.0 0.0 0.0
MRSA 616 0 537 1153 53.4 0.0 46.6
2003 VRSA 1047 0 1 1048 100.0 0.0 0.0
MRSA 678 0 628 1306 51.9 0.0 48.1
2006 VRSA 1206 0 0 1206 100.0 0.0 0.0
MRSA 714 0 669 1383 51.6 0.0 48.4
2007 VRSA 1269 0 0 1269 100.0 0.0 0.0
MRSA 733 0 823 1556 47.1 0.0 52.9
2008 VRSA 1458 0 0 1458 100.0 0.0 0.0

Legenda: S- Sensivel; I- Intermediario; R- Resistente.

Relativamente a estirpes VRSA, os ultimos dados da EARSS indicam que em Portugal, até

2008, apenas tinha sido detectado um unico caso.
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Figura 11. Representagdo grafica da percentagem de predominancia de MRSA e VRSA em Portugal ao longo dos
ultimos anos. MRSSA- S. aureus resistentes a Meticilina (Dados do relatério do EARSS de 2007).

1.6.3. Transmissao

A MRSA espalha-se de pessoa para pessoa através de contacto fisico directo. No hospital, a
MRSA é transportada de uma pessoa para a outra através das maos dos profissionais de saude
(34). As maos ficam contaminadas com MRSA quando estes estdo a tratar pacientes
colonizados ou infectados com esta estirpe, ou quando entram em contacto com material ou
superficies contaminadas. Se a lavagem das mdos com agua e sabdo ou com uma solugdo
propria para a desinfec¢do, é feita incorrectamente ou mesmo se for inexistente, a bactéria
espalha-se quando os profissionais de salde tocam noutros doentes (5; 34). A transmissao de
MRSA também ocorre quando pacientes colonizados ou infectados com MRSA se movem
entre as instalagdes dos cuidados intensivos, servico ambulatério entre outros (34). Na
comunidade, o contacto directo de pele a pele e o contacto com material contaminado sdo os
principais meios de transmissdo da MRSA. A MRSA é mais facilmente transmissivel em areas
como escolas, instalagGes de desporto, dormitdrios, quartéis militares, agregados familiares,

prisdes e infantarios. Sdo cinco os factores que permitem a transmissdo nestas areas: a)
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sobrelotacdo, b) contacto frequente pele com pele entre individuos, c) participacdo em
actividades que resultam em cortes e feridas na pele, d) partilha de material pessoal e

superficies que possam estar contaminadas e e) uma insuficiente higienizacdo pessoal (5).

1.6.4. Prevencao

Se nao forem tomadas medidas adequadas para entender e controlar a sua constante
alteracdo epidemioldgica e apresentacdo clinica, o MRSA pode tornar-se um grave problema
de saude publica no futuro préximo.

As infeccGes por MRSA podem ser prevenidas. A melhor prevengdo é a lavagem das maos.
A lavagem minuciosa das maos com agua e sabdo ou o uso de uma solugdo prépria para
desinfeccdo, previne a transferéncia de MRSA para outras pessoas ou ambientes. No hospital,
a propagacao de MRSA pode ser controlada através da implementagao de medidas de controlo
de infec¢Oes. A higienizacdo das maos, luvas, bata, mascaras e a manipulacdo adequada dos
equipamentos utilizados pelos doentes e a roupa destes, tém um papel essencial na prevencao
da transmissdo de MRSA. Adicionalmente, sdo recomendadas precau¢des no contacto de
pacientes com abcessos ou feridas que necessitem de ser drenadas. A prevencdo da
transmissdo de MRSA entre os individuos na comunidade pode ser conseguida com a
implementacdo de algumas medidas como a implementacdo de praticas de boa higiene

pessoal, evitar a partilha de material pessoal, cobrir cortes e feridas, entre outras (5; 12; 35).
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2. Materiais e métodos

No presente trabalho, o objectivo foi caracterizar geneticamente, durante o periodo de
aproximadamente seis meses, os isolados clinicos de S. aureus, na regido norte de Portugal e
determinar o seu perfil de susceptibilidade a antimicrobianos. Para tal, foram recolhidas varias
amostras provenientes de dois hospitais, o Hospital Santa Maria Maior (HSMM), em Barcelos,
e o Hospital Pedro Hispano (HPH), em Matosinhos (Figura 12). O HSMM contribuiu com 45

isolados clinicos e o HPH com 68 isolados clinicos, perfazendo um total de 113.

Figura 12. Localiza¢do das unidades hospitalares de onde foram recolhidas os isolados clinicos em estudo.

1- Matosinhos, 2- Barcelos.

2.1. Técnicas de genética molecular:

Para determinar se os isolados clinicos eram portadores dos genes mecA e lukFS-PV foi
utilizada a técnica de mPCR (Multiplex Polymerase Chain Reaction). A metodologia utilizada
incluiu a extraccdao de DNA, amplificacdo dos genes por mPCR, a revelacao dos produtos de

mPCR em electroforese com gel de agarose e a documentacdo em fotografia digital.
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2.1.1.Extraccido de DNA

A extraccdo de DNA foi realizada pelo método de Fenol/Cloroférmio. Uma coldnia isolada
foi retirada de uma placa com meio Tryptic soy agar (TSA), e colocada a crescer em 5 mL de
meio Tryptic soy broth (TSB) durante aproximadamente 6 horas, a 37 2C. Apds este tempo
foram retirados 0,5 mL de suspensdo de células para um microtubo de 2,5 mL e centrifugados
a velocidade maxima por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 80
uL de Solucgdo | (Tabela 5) e 20 pL de Lisozima (20mg/mL), seguindo-se forte agitacdo da
suspensdo, antes de ser colocada a incubar a 37 2C (com agitagdao durante 30 minutos). De
seguida, adicionaram-se 80 uL de Solugdo Il (Tabela 5) e 20 pyL de Proteinase K (25 mg/mL),
seguindo-se novamente forte agitacdo e posterior incubacdo a 56 2C (durante 1 hora, com
agitacdo forte a meio da incubagdo). Apds o periodo de incubacdo, adicionou-se um volume de
Fenol/Cloroférmio (1:1) igual ao que se encontrava no tubo, seguindo-se uma centrifugacdo a
12 000 g. A parte superior foi retirada para um novo microtubo e o processo repetido duas
vezes, utilizando-se na Ultima Cloroférmio em vez da solucdo de Fenol/Cloroférmio (1:1). Apds
0 processo, iniciou-se a precipitacdo do DNA através da adicdo 100 plL de 2,5 partes de
Isopropanol a 100% a 2°C e 0,1 partes de Acetato de sddio (3M a pH 5,2). A amostra foi
posteriormente colocada a 709C durante 20 minutos ou a -20 2C overnight e, depois deste
periodo, centrifugada durante 5 minutos, a velocidade maxima. Desprezou-se o sobrenadante
e o precipitado foi lavado em Etanol a 70%. Apds a lavagem, quando o precipitado secou, foi
solubilizado em 40 pL de tamp&o 10 x TRIS EDTA (TE) com RNAse (10uL/mL) e guardado a -70

oC até a sua utilizagao.

Tabela 5. Composi¢do das solugdes | e Il para a extracgao de DNA.

Solugdo Composi¢ao
! 10 mM TRIS-Acido cloridrico pH 8,0
0,1 M NacCl

1 mM EDTA, pH 8,0
5% Triton X

I 12 mM TRIS-HCI. pH 8,0
6 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS

Legenda: TRIS- Tamp3o tris(hidroximetillaminometano; EDTA- Acido etilenodiaminotetra-acético.
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2.1.2. Amplificacdo de genes por mPCR

Os primers utilizados neste trabalho (Tabela 6) eram especificos para os genes 16S rRNA,
mecA e lukFS-PV. Além dos primers para os genes mecA e lukFS-PV, o primer da subunidade
ribossomal 16S utilizado, encontra-se conservado e é especifico para o género Staphylococcus

servindo assim, como controlo interno da reac¢do de amplificagao.

Tabela 6.Primers e condigoes de PCR utilizadas (36).

Tempo (segundos)

Primer Sequenaa(g’ll_g)grl)ucleotldos Ta?:)ar;ho Temperatura (2C)
P Desnaturagdo Annealing Extensdo

Staph756r, aac tct gtt att agg gaa gaa ca 256 45s 45s 75s
Staph756r,  cca cct tce tee gat ttg tea cc 94 oC 55¢9C 72 9C
MecAry gta gaa atg act gaa cgt ccg ata a 310 (10 ciclos)
MecAgy cca att cca cat tgt ttc ggt cta 45s 45s 75s
Luk-PVg, atc att agg taa aat gtc tgg aca tga tcc a 433 94 °C 50°C 72 °C
Luk-PVgy gca tca agt gta ttg gat agc aaa agc (30 ciclos)

O PCR foi realizado num volume reaccional de 25 pL (Tabela 7) contendo 2 uL de DNA da

amostra nas condi¢Oes descritas na tabela 6.

Tabela 7. Componentes com a respectiva concentragdo utilizados para a reac¢do de PCR (37).

Componente Concentracao

PCR Buffer (10 x):

- 50 mM Cloreto de Potdssio; 1x

- 20 mM Tris-Acido Cloridrico (pH=8,4)
Cloreto de Magnésio 0,5 mM
dNTPs 0,2 mM
Primer FW 0,2 uM
Primer RV 0,2 uM
Tag DNA polimerase 1U

Legenda: dNTPs- Desoxirribonucleotideos fosfatados.

2.1.3. Revelacao dos produtos de PCR por electroforese

Os produtos obtidos da reaccao de PCR foram analisados por electroforese em agarose gel

a 0,7 % e revelados com Brometo de etidio.
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2.1.4. Tampoes e solugdes
2.1.4.1. Acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) 0,5 M pH 8,0

O EDTA é um aditivo comum em muitos tampdes que permite diminuir as interac¢oes
intermoleculares mediadas pelos catides divalentes e prevenir a desnaturacdao do DNA que
parece ser facilitada pelos corantes, a uma forga idnica baixa como por exemplo os tampdes
de aplicacdo da amostra nas técnicas electroforéticas (38; 39).

E recomendada a preparacdo de solucdes mie de EDTA a 0,5 M a pH 8,0 antes da
preparacao de outras solucdes. Os passos de preparac¢ao incluem a adicdo de 186,1 g de EDTA
disddico dihidratado a 800 mL de agua destilada, seguida de vigorosa agita¢do. Apds o ajuste
do pH a 8,0 com Hidréxido de sddio (NaOH), a solu¢do deve ser esterilizada por autoclavagem

durante 15 minutos, a 121 2C. O EDTA n&o se dissolve até o seu pH chegar préximo de 8,0 (40).

2.1.4.2. Tampées tris(hidroximetil)aminometano (TRIS)
O TRIS foi considerado o melhor tampdo para electroforeses de DNA, RNA e proteinas (38).

O TRIS esta presente em varios tampdes e pode ser preparado juntamente com varios tipos de
aditivos diferentes, como por exemplo, o EDTA, Acido acético, Acido bdrico, e detergentes
como, por exemplo, o Dodecil sulfato de sédio (SDS), aditivos densos e viscosos, tais como a
sacarose, glicerol (para tampdes de carregamento), entre outros (38; 41).

A solucdo mae de TRIS-HCI 1,0M a pH 7,6/8,0 pode ser preparada dissolvendo 1,21 g de
TRIS em 800 mL de 4gua destilada, ajustando-se de seguida o pH a 8,0 com Acido cloridrico

(HCI) 0,1 M (40).

2.1.4.2.1. 10 x TRIS EDTA (TE) pH 7,6 /pH 8,0
A solucdo m3e de TE pH 7,6/pH 8,0 é preparada com 100 mM de TRIS-HCI pH 7,6/pH 8,0 e

10 mM de EDTA pH 8,0, sendo a solucdo posteriormente autoclavada durante 15 minutos a

121 oC para ser esterilizada (40).

2.1.4.2.2. TRIS-Acido acético-EDTA (50x TAE)

A electroforese de acidos nucleicos em gel de agarose ou poliacrilamida é geralmente
realizada com tampdes TBE (TRIS-Acido bdrico-EDTA) ou TAE (41). A preparacdo da solugdo
mae do tampdo de electroforese TAE (50x TAE) foi realizada por dissolucdo de 242 g de TRIS,
57,1 mL de Acido acético glaciar, 100 mL de EDTA 0,5 M (pH 8,0) em agua destilada, até
perfazer o volume de 1 L. A esterilizacdo da solugdo preparada foi feita por autoclavagem

durante 15 minutos, a 121 2C (40).
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2.1.4.2.3. Tampao de carregamento

Na preparacao do tampao de carregamento é comum utilizar, além do corante, um aditivo
denso para reforcar o peso da amostra no gel de electroforese (38). A composi¢do do tampao
de carregamento usado foi de 0,25% (m/v) de azul de bromofenol e 40% (m/v) de sacarose em

agua destilada. O tampao carregamento foi mantido a 42 C (40).

2.1.4.3. Lisozima (10 mg/mlL)
A Lisozima (1,4-B-N-acetilmuramidase) é uma enzima que actua na hidrdlise das ligacGes

glicosidicas B 1,4 entre residuos do acido N-acetilmuramico (Mur2Ac) e N-Acetil-D-glucosamina
(GIcNAc) de bactérias, pois destréi o peptidoglicano, e por isto muito utilizada em vdrios
protocolos de extrac¢cdo de DNA. A preparagao da Lisozima é feita imediatamente antes de ser
dissolvida a uma concentracdo de 10 mg/mL em 10 mM TRIS-HCI| pH 8,9 para que haja uma

boa dissolu¢do da enzima, sendo posteriormente armazenada a -20 2C (40).

2.1.4.4. Proteinase K (20 mg/mL)
A Proteinase K é uma protease endolitica que cliva ligagdes peptidicas na parte carboxilica

de aminodcidos alifaticos, aromaticos ou hidrofdbicos e foi classificada como uma protease de
serina(42). Tem sido muito utilizada, como a Lisozima, em protocolos de biotecnologia para
extraccdo de DNA de bactérias, células e tecidos (40). Esta enzima foi comprada ja dissolvida

com uma concentracgdo de 20 mg/mL e armazenada em aliquotas a —20 2C(40).

2.1.4.5. RNAse (1 mg/mlL)
A RNAse A é uma endorribonuclease que degrada especificamente RNA de cadeia simples

nos residuos de citosina e uracilo. Cliva a ligacdo fosfodiester entre a 5’-ribose de um
nucledtido e o grupo fosfato ligado a 3’-ribose do nucledtido de pirimidina adjacente.O 2’-3'-
fosfato ciclico é hidrolizado ao correspondente 3’-nucledsido (43). Tem sido utilizada para o
isolamento de DNA, tanto plasmidico como gendmico, livre de RNA. A preparagao da solugdo
de RNAse com a concentracdo final de 1 mg/mL conseguiu-se através da dissolucdo de 1,5 mg

de RNAse em pd em 1,5 mL de tampao TE estéril pH 7,6.

2.1.4.6. Acetato de sédio (3M pH 5,2)
O Acetato de sédio é usado para a precipitagdo alcodlica de DNA com etanol. E preparado

através da dissolucdo de 408,3 g de Acetato de sédio trihidratado em 800 mL de dgua destilada
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com ajustamento de pH a 5,2 com Acido acético glaciar, sendo o volume ajustado a 1 L com
agua destilada. A posterior esterilizacdo é feita por autoclavagem durante 15 minutos a 121 2C

(40).

2.1.4.7. Brometo de etidio (10 mg/mL)
O Brometo de etidio (EtBr) é usado para detectar tanto acidos nucleicos em dupla cadeia,

como em cadeia simples (44). A solucdo de trabalho é preparada pesando 0,01 g de EtBr para 1
mL de dgua destilada e agitada por algumas horas para assegurar que o corante se encontrava
bem dissolvido. O microtubo onde se armazena a solu¢cdo deve ser envolvido em aluminio e

conservado em ambiente seco e escuro (40).
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2.2. Método de susceptibilidade aos antimicrobianos: Método de
difusao de disco Kirby-Bauer

Quando um disco de papel de filtro impregnado com um determinado agente quimico é
colocado numa placa de Petri com agar, este ird difundir-se do disco para o agar. Esta difusdo
ira distribuir o agente quimico no agar apenas em redor do disco em gradiente. A solubilidade
do agente quimico, bem como o seu tamanho molecular, ird determinar a area da infiltracdo
do quimico ao redor do disco. Se um organismo for colocado na placa de petri com o quimico e
este for susceptivel ao quimico, ndo ird crescer na area circundante do disco. Esta area em que
nao ocorre crescimento é denominada “zona de inibicdo”(45).

Muitos factores podem afectar o teste de susceptibilidade pelo método de difusdo de
disco. Durante a realizagdo destes testes, varios parametros foram mantidos constantes para
qgue apenas a zona de inibi¢cdo variasse. As condi¢gdes que devem ser mantidas constantes sdo
o tipo de agar usado, a quantidade de organismo usado, a concentracdo do quimico usado,
bem como as condi¢des de incubacdo, tais como o tempo, temperatura e atmosfera (46). A
quantidade de organismo usada é obtida através de uma turbidez de 0,5 na escala de
McFarland ou com uma densidade dptica entre 0,08 e 0,10 a 625 nm. Para os testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos, as concentracbes de antimicrobiano estdo
predeterminadas e disponiveis comercialmente. Antes da visualizacdo dos resultados deve
proceder-se a incubacdo das placas de petri com os organismos e antimicrobianos a 35-37 2C
por 18-24 horas (47).

O agar Mueller-Hinton é o meio de cultura recomendado para a generalidade de ensaios de
difusdo em disco de Kirby-Bauer. O diametro das zonas de inibicdo foi determinado usando
tabelas do laboratério de referéncia Norte-Americano Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI). Com base nas tabelas de referéncia, os valores do didametro das zonas de inibi¢do foram

convertidos para a qualificacdo “Sensivel”, “Intermediario” ou “Resistente”.

2.2.1. Antibimicrobianos

Na tabela 8 descrevem-se os agentes antimicrobianos usados no presente estudo, bem
como a quantidade de farmaco impregnada por disco. Estes antimicrobianos encontram-se

agrupados pela classe em que estdo inseridos.
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Tabela 8. Resumo das classes dos agentes antimicrobianos utilizados, bem como das quantidades presentes em
cada disco usado para o teste de susceptibilidade (47).

Classe Antimicrobiano Quantidade por disco
Benzilpenicilina/Penicilina G 10 unidades
Oxacilina lug
Penicilinas Ampicilina 10 ug
Amoxicilina /Acido clavulanico 30 ug
Ampicilina / Sulbactamo 20 ug
................................. ZQGeragéoCefurOX|ma30ug
22 Geracgado: Cefaclor 30 ug
Cefalosporinas
32 Geragdo: Cefotaxima 30 ug
32 Geragdo: Ceftriaxona 30 ug
....... Cefam/anasCefOX|t|na30ug
..... Carbapenemoslmlpenemloug
................................. Telcoplanlna30ug
Glicopéptidos
Vancomicina 30 ug
................................. Gentamlunaloug
Aminoglicosideos
Tobramicina 10 pg
B s : Sug ...............
Macrolideos Azitromicina 15 pg
Claritromicina 15 ug
....... Tetrac1c//nasTetraucllna30ug
...... meosamldasCIlndamlcmaZug
...... Su/fonam/dasLlnezollde30ug
LevofloxacmaSug ................
Moxifloxacina 5ug
Quinolonas
Ciprofloxacina 5ug
Norfloxacina 10 ug
....... - nsam/cmasleamplcmaSug
....... " ltrofuranosN|trofurant0|naSOug
...... Su/fonam/dasTrlmetoprlm/SuIfametoxazole25ug
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2.2.2. Meios de cultura
2.2.2.1. Meio Tryptic soy

Os meios TSA e TSB sdo dos meios mais usados para cultivar varios tipos de
microrganismos. O TSA é usado principalmente como meio de crescimento inicial para
observacdo da morfologia das coldnias, produzir uma cultura pura, obter um crescimento
suficiente para posteriores testes bioquimicos e armazenamento de culturas (48; 49).

Foi utilizada uma apresentacao comercial desidratada deste meio e a hidratacao foi feita de
acordo com as indicacdes do produto. A esterilizacdo foi realizada por autoclavagem durante
15 minutos, a 121 oC e o pH confirmado a 7,3 antes da esterilizacdo. O meio foi arrefecido até

aos 55 2C, antes de ser distribuido pelas placas de Petri.

2.2.2.2. Meio para ensaios de susceptibilidade aos antimicrobianos: Mueller-Hinton
O meio Mueller-Hinton agar é o meio recomendado pela Food and Drug Administration

(FDA) e pelo CLSI para o método de difusdo de antimicrobianos por disco na maioria das
bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas, encontradas em material alimentar ou clinico.
Este meio demonstra ter uma boa reprodutibilidade e taxas de crescimento satisfatérias para a
maioria dos agentes patogénicos. Uma infusdo de carne e caseina presente no meio fornecem
compostos de azoto, vitaminas, carbono, enxofre e aminodcidos. E também adicionado amido
para absorver os metabolitos toxicos produzidos.

O meio Mueller-Hinton foi obtido comercialmente numa apresentagdo desidratada. A
hidratacdo foi realizada de mediante as instru¢des do produto. A esterilizacao foi conseguida
por autoclavagem durante 15 minutos, a 121 2C e o pH corrigido a 7,3 antes da esterilizacdo. O

meio foi arrefecido até aos 55 2C, antes de ser distribuido pelas placas de Petri.

2.2.2.3. Glicerol/TSB
Este meio é descrito como adequado para o armazenamento de bactérias a -8 2C, uma vez

que o glicerol actua como um agente criopreservante deixando as células vivas intactas (50). O
congelamento desprotegido das bactérias, por norma, é letal ndo apenas para as bactérias
como também para outras células e tecidos (50). Uma solucdo de 40 %(v/v) de glicerol foi
preparada diluindo 4 volumes de glicerol em 6 volumes de agua destilada. Depois, foi
adicionado meio 2xTSB estéril em quantidades iguais a solugdo de glicerol. A solucdo foi
esterilizada por autoclavagem durante 15 minutos, a 121 2C e armazenada a 4 2C até a sua

utilizacao.
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2.3. Tratamento estatistico

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente, no software SPSS (versdo 13.0 para
Windows), através do test t de student para varidveis independentes (agentes
antimicrobianos), com um nivel de significancia < a 0,05. Os resultados sdo apresentados sob a

forma de médias de frequéncia, com o respectivo erro padrdo associado.
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3. Resultados

Nesta seccdo procedeu-se a caracterizacdo dos 113 isolados clinicos, provenientes das duas
unidades hospitalares que colaboraram neste estudo. Destes 113 isolados, 45 eram
respectivos ao Hospital de Santa Maria Maior (HSMM), em Barcelos e 68 do Hospital Pedro
Hispano (HPH).

Esta caracterizacdo dividiu-se em duas partes. A primeira consistiu na caracterizacao dos
isolados clinicos a nivel genético, avaliando a sua frequéncia quanto ao local de origem da
amostra e sexo do paciente. A segunda parte, consistiu na avaliagdo da susceptibilidade a

varios antimicrobianos.

3.1. Caracteriza¢do genética
A caracterizagcdo genética das amostras foi realizada mediante a técnica de mPCR, nas

condicOes descritas no capitulo anterior, com o objectivo de se obter a frequéncia dos genes
mecA e lukFS-PV na amostra, responsaveis pela resisténcia a Meticilina e pela producio da
proteina PVL, respectivamente. A utilizacdo do gene 16S rRNA, conservado no género
estafilococos, foi importante para controlo interno das reac¢Ges de PCR (Figura 13).

A estatistica descritiva dos resultados foi obtida através de tratamento no software SPSS.

o
S Amostras

1353
1078
872

& 165 rRNA (756 bp)
603

& lukFS-PV (433 bp)

310 & mecA (310 bp)

Figura 13. Gel de agarose gel a 0,7 % revelado com Brometo de etidio. Marcador: DNA Marker Lambda Hind Il /
phiX174 Hae IlI.
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3.1.1. Caracterizacdo por unidade hospitalar
Os resultados seguintes indicam a percentagem da frequéncia dos genes em estudo para as

regides de Barcelos e de Matosinhos.

Para o gene mecA, verificou-se que este é mais frequente no HPH (60%) do que no HSMM
(29%) (Tabela 9).

Para o gene lukFS-PV, observou-se situacao semelhante a do gene mecA. Verificou-se uma
maior frequéncia deste gene no HPH (8%) do que no HSMM (2%), no entanto, sdo frequéncias

muito menores que as observadas para o gene mecA (Figura 14).

Tabela 9. Percentagem da frequéncia dos genes mecA e lukFS-PV nas regioes de Barcelos e Matosinhos.

Unidade — \1ssn MRsA PVL
hospitalar
71% 29% 2%
HSMM
(32/45) (13/45) (1/45)
40% 60% 8%
HPH
(27/68) (41/68) (6/68)
52% 48% 9%
Total
(59/113) (54/113) (7/113)

Legenda: MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a
Meticilina, isolados portadores do gene mecA; PVL- Isolados portadores do gene lukFS-PV; HSSM-Hospital Santa
Maria Maior, Barcelos; HPH-Hospital Pedro Hispano, Matosinhos.

100%
90%
S 80%
2 [
S 70%
g |
& 60% -
3 o T
e 0% 7 il T H HSMM
() ] 8Y
¥ 40% H HPH
c o/ |
2 30% i Total
& 20% -
10% - 1
% 6%
0% -
MSSA MRSA PVL

Isolados clinicos

Figura 14. Percentagem da frequéncia dos genes mecA e lukFS-PV na amostra. MSSA- Staphylococcus aureus
sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina, isolados portadores do gene mecA;
PVL- Isolados portadores do gene lukFS-PV; HSSM-Hospital Santa Maria Maior, Barcelos; HPH-Hospital Pedro
Hispano, Matosinhos.
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3.1.2. Caracterizacio por sexo do paciente
Os resultados seguintes indicam a percentagem da frequéncia dos genes em estudo por

sexo do paciente de onde as estirpes foram isoladas.

O gene mecA foi encontrado predominantemente em isolados clinicos provenientes de
individuos do sexo masculino (59%) (Figura 15).

Relativamente ao gene lukFS-PV, observou-se tendéncia semelhante a verificada para o

gene mecA. O gene lukFS-PV é também, mais frequente em individuos do sexo masculino (9%).

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
-10%

M Masculino

M Feminino

Percentagem de frequéncia

MSSA MRSA PVL
M Masculino 41% 59% 9%
M Feminino 59% 41% 4%

Isolados clinicos

Figura 15. Percentagem de frequéncia dos genes mecA e lukFS-PV relativamente ao sexo dos pacientes. MSSA-
Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina, isolados
portadores do gene mecA; PVL- isolados portadores do gene IukFS-PV.
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3.2. Susceptibilidade a antimicrobianos
A determinacdo da susceptibilidade a antimicrobianos foi efectuada através do Método de

difusdo de disco Kirby-Bauer. Os agentes antimicrobianos utilizados no presente estudo,
pertencem a diferentes classes, tal como descrito no capitulo anterior (“Materiais e
Métodos”). Para uma melhor organizacdo e apresentacdo dos resultados obtidos, esta seccdo
foi dividida em varias subsec¢bes. O estudo da susceptibilidade aos antimicrobianos foi
conduzido primeiramente tendo em conta o tipo de isolados. Assim, definiram-se dois grupos.
O primeiro, em que foram analisados os isolados que ndo sdo portadores do gene Meca, e
isolados portadores deste (MSSA e MRSA respectivamente). Seguidamente, foram analisados
os isolados ndo portadores do gene lukFS-PV (PVL-) e isolados portadores do gene lukFS-PV
(PVL+). Dentro de cada um destes grupos, foi estudada a susceptibilidade aos varios agentes
antimicrobianos, organizando-se pela classe em que se inserem e mecanismo de ac¢do.

A estatistica descritiva dos resultados foi obtida, como anteriormente, através de
tratamento estatistico no software SPSS. Para além do cdlculo da média da frequéncia dos
isolados resistentes a cada antimicrobiano, foi também realizado um teste t de student para
comparar as respectivas médias de frequéncia entre os dois grupos. Para o teste de t de
student utilizou-se como hipdtese nula: “A média dos isolados MSSA ou PVL- resistentes ao
antimicrobiano testado é igual a média dos isolados MRSA ou PVL+ resistentes ao mesmo
antimicrobiano”. Como hipdtese 1: “A média dos isolados MSSA ou PVL- resistentes ao
antimicrobiano testado é menor a média dos isolados MRSA ou PVL+ resistentes ao mesmo
antimicrobiano” e como hipdtese 2: “A média dos isolados MSSA ou PVL- resistentes ao
antimicrobiano testado é maior a média dos isolados MRSA ou PVL+ resistentes ao mesmo
antimicrobiano”.

A figura 16 mostra exemplos das placas de Petri utilizadas para os testes de
susceptibilidade aos varios agentes antimicrobianos. Dependendo do isolado e dos agentes

antimicrobianos utilizados podem observar-se situa¢des de susceptibilidade ou de resisténcia.
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Figura 16. Placas de Petri utilizadas para o teste de susceptibilidade a antimicrobianos onde se pode
observar A- uma total resisténcia do isolado aos antimicrobianos utilizados; B- susceptibilidade do
isolado aos antimicrobianos utilizados; C- susceptibilidade e resisténcia do isolado, dependendo dos
antimicrobianos utilizados; D- susceptibilidade e resisténcia do isolado, dependendo dos
antimicrobianos utilizados.

3.2.1. MSSA/MRSA

3.2.1.1. Penicilinas
Os agentes antimicrobianos pertencentes a esta classe sdo inibidores da sintese da parede

celular da bactéria (2).
Os resultados seguintes indicam que, para as estirpes MSSA, a percentagem de isolados
resistentes as Penicilinas é relativamente baixa, excepto no caso da Benzilpenicilina/Penicilina

G e Ampicilina onde a percentagem é de aproximadamente 80% (Tabela 10 e Figura 17).
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No que concerne aos isolados MRSA, os resultados indicam uma elevada resisténcia por
parte destas estirpes as Penicilinas (sempre acima dos 80%), havendo no total dos isolados,

95% que sao resistentes a toda a classe.

Tabela 10. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das
Penicilinas.

Agente antimicrobiano
Penicilinas + Inibidor 6-

Isolados Penicilinas lactamase
AMP P OoX AMC AMS
81% 78% 2% 24% 16%
MSSA
(22/27) (43/55)  (1/55) (13/55) (9/55)
98% 96% 98% 85% 82%
MRSA
(40/41) (52/54) (53/54) (46/54) (44/54)

Legenda: AMP- Ampicilina; P- Benzilpenicilina/Penicilina G; OX- Oxacilina; AMC- Amoxicilina/Acido clavulanico;
AMS- Ampicilina/Sulbactamo; MSSA- Staphyloccus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphyloccus aureus
resistentes a Meticilina.

M MRSA

P m‘“ﬁ M MSSA

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Agente antimicrobiano
@]
=<

Percentagem da frequéncia de isolados resistentes

Figura 17. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das
Penicilinas. Penicilinas: P- Benzilpenicilina/Penicilina G; OX- Oxacilina; AMP- Ampicilina; Penicilinas com inibidor
B-lactamase: AMC- Amoxicilina/Acido clavulanico; AMS- Ampicilina/Sulbactamo; MSSA- Staphylococcus aureus
sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.

Para um nivel de confianca de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese de que para todos os agentes antimicrobianos usados, a média dos isolados MSSA

resistentes é menor que a média dos isolados MRSA resistentes.
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3.2.1.2. Cefalosporinas, Cefamicina e Carbapenemos
As cefalosporinas, cefamicinas e carbapenemos sdo, a semelhanca das penicilinas,

antimicrobianos pertencentes aos antimicrobianos B-lactamicos sendo, por isso, inibidores da
sintese da parede celular da bactéria (2).

Os resultados obtidos no presente estudo, relativamente ao perfil de susceptibilidade das
classes das Cefalosporinas, Cefamicinas e Carbapenemos, indicam um baixo nimero de MSSA
resistentes a qualquer dos agentes antimicrobianos testados. Assim, observaram-se indices de
18% de estirpes MSSA resistentes as Cefalosporinas, 27 % para as Cefamicinas e de 9% para os
Carbapenemos (Tabela 11).

No caso dos isolados MRSA, pode observar-se uma elevada taxa de estirpes resistentes a
qualguer um dos agentes antimicrobianos utilizados, com percentagens de estirpes resistentes

superiores a 80% (Figura 18).

Tabela 11. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das
Cefalosporinas, Cefamicinas e Carbapenemos.

Agente antimicrobiano

Isolados

Cefalosporinas Cefamicinas Carbapenemos
CXM  CEC CTX CRO FOX IPM
20% 20% 20% 25% 27% 9%
MSSA
(11/55) (11/55) (11/55) (14/55) (15/55) (5/55)
MRSA 83% 87% 81% 85% 89% 80%
(45/54) (47/54) (44/54) (46/54) (48/54) (43/54)

Legenda: CXM- Cefuroxima; CEC- Cefaclor; CTX- Cefotaxima; CRO- Ceftriaxona; FOX- Cefoxitina; IPM- Imipenemo;
MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.
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Figura 18. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das
Cefalosporinas, Cefamicinas e Carbapenemos. Cefalosporinas: CXM- Cefuroxima; CEC- Cefaclor; CTX- Cefotaxima;

CRO- Ceftriaxona; Cefamicinas: FOX- Cefoxitina; Carbapenemos: IPM- Imipenemo; MSSA- Staphylococcus aureus
sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.

Para um nivel de confianga de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipdtese de que para todos os agentes antimicrobianos utilizados, a média dos isolados MSSA

resistentes € menor que a média dos isolados MRSA resistentes.

3.2.1.3. Glicopéptidos
Os agentes antimicrobianos pertencentes a classe dos Glicopéptidos, a semelhanca dos B-

lactamicos, sdo também, inibidores da sintese da parede celular na bactéria (2).

Os resultados obtidos no presente estudo relativamente ao perfil de susceptibilidade da
Teicoplanina e Vancomicina indicam que para ambos existe um indice de isolados MSSA e
MRSA resistentes muito baixo, de 4% e 2% respectivamente (Tabela 12 e Figura 19).

Tabela 12. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe dos
Glicopéptidos.

Agente antimicrobiano

Isolados Glicopéptidos
TEC VA
2% 2%
MSSA
(1/55) (1/55)
4% 4%
MRSA
(2/54) (2/54)

Legenda: TEC- Teicoplanina; VA- Vancomicina; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA-
Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.
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Figura 19. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe dos

Glicopéptidos. TEC- Teicoplanina; VA- Vancomicina; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA-
Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.

Para um nivel de confianca de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese que para ambos os agentes antimicrobianos utilizados, a média dos isolados MSSA

resistentes € menor que a média dos isolados MRSA resistentes.

3.2.1.4. Aminoglicosideos, Macrolideos, Tetraciclinas e Oxazolidinonas
Os agentes antimicrobianos pertencentes ao grupo dos Aminoglicosideos, Macrolideos,

Tetraciclinas e Oxazolidinonas sdo potentes inibidores da sintese proteica, através da sua
ligacdo aos ribossomas das bactérias (2).

No que concerne a susceptibilidade a estes antimicrobianos, os isolados MRSA possuem
maiores niveis de resisténcia do que os MSSA (Tabela 13 e Figura 20).

Os MSSA apresentam niveis muito baixos de estirpes resistentes (entre os 0 e 9%) para
todas as classes, excepto para a classe dos Macrolideos, em que a quantidade de isolados
resistentes pode antigir os 50%. De maneira semelhante, verifica-se 0 mesmo cenario para os
isolados MRSA. Contudo, é possivel observar um maior nimero de isolados resistentes a estes
grupos de antimicrobianos, comparativamente com os MSSA.

De referir que, tanto nos MSSA, como nos MRSA, ocorre uma susceptibilidade total no caso

das Oxazolidinonas (0% de isolados resistentes).
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Tabela 13. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe dos
Aminoglicosideos, Macrolideos, Tetraciclinas e Oxazolidinonas.

Agente antimicrobiano

Isolados Aminoglicosideos Macrolideos Tetraciclinas Oxazilidinonas
CN TOB E AZM CLR TCT LzD
MISSA 4% 9% 45% 50% 35% 7% 0%
(2/54) (5/55) (25/55)  (28/55)  (19/55) (2/27) (0/55)
MRSA 20% 43% 80% 78% 72% 10% 0%
(11/54) (23/54)  (43/54)  (42/54)  (39/54) (4/41) (0/54)

Legenda: CN- Gentamicina; TOB- Tobramicina; E- Eritromicina; AZM- Azitromicina; CLR- Claritromicina; TCT-
Tetraciclina; LZD- Linezolide; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus
resistentes a Meticilina.
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Figura 20. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe dos
Aminoglicosideos, Macrolideos, Tetraciclinas e Oxazolidinonas. Aminoglicosideos: CN- Gentamicina; TOB-
Tobramicina; Macrolideos: E- Eritromicina; AZM- Azitromicina; CLR- Claritromicina; Tetraciclinas: TCT-

Tetraciclina; Oxazilidinonas: LZD- Linezolide; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina MRSA-
Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.

Para um nivel de confianca de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese que para todos os agentes antimicrobianos utilizados, a média dos isolados MSSA

resistentes € menor que a média dos isolados MRSA resistentes a todos estes antimicrobianos.
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3.2.1.5. Quinolonas e Ansamicinas
Os agentes antimicrobianos pertencentes as classes das Quinolonas e Ansamicinas sdo

inibidores da sintese de DNA (2).

Os resultados apresentados a seguir indicam que para os MSSA, a quantidade de isolados
resistentes as Quinolonas sdo baixos, variando entre os 20% para a Levofloxacina e os 33%
para a Norfloxacina. Para a Rifampicina, pertencente a classe das Ansamicinas, a percentagem
de isolados resistentes é de 9% (Tabela 14 e Figura 21).

Para as Quinolonas, a quantidade de isolados MRSA resistentes sdo medianos, tanto para a
Levofloxacina, a Moxifloxacina e como para a Ciprofloxacina. No caso da Norfloxacina
observou-se um aumento no indice de isolados resistentes (69%), relativamente aos outros
agentes antimicrobianos pertencentes a mesma classe. Para a classe das Ansamicinas,
verificou-se que a taxa de isolados resistentes era baixa, tal como nos MSSA, havendo no

entanto, um indice maior de isolados resistentes nos MSSA (9%) que nos MRSA (6%).

Tabela 14. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das
Quinolonas e Ansamicinas.

Agente antimicrobiano

Isolados Quinolonas Ansamicinas
LEV MXF (o] NOR RD
20% 20% 24% 33% 9%
MSSA
(11/55)  (11/55)  (13/55)  (18/54) (5/55)
54% 44% 57% 69% 6%
MRSA
(29/54) (24/54) (31/54) (37/54) (3/54)

Legenda: LEV- Levofloxacina; MXF- Moxifloxacina; CIP- Ciprofloxacina; NOR- Norfloxacina; RD- Rifampicina;
MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.

65



RD

o

& NOR '

o)

o

S

E or —

& H MRSA
]

§° MXF 4 M MSSA
<

LEV wa

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Percentagem de frequéncia de isolados resistentes

Figura 21. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das
Quinolonas e Ansamicinas. Quinolonas: LEV- Levofloxacina; MXF- Moxifloxacina; CIP- Ciprofloxacina; NOR-
Norfloxacina; Ansamicinas: RD- Rifampicina; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA-
Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.

Para um nivel de confianca de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese que para quase todos os agentes antimicrobianos utilizados, a média dos isolados
MSSA resistentes é menor que a média dos isolados MRSA resistentes. A Unica excepc¢ao surge
para o caso da Rifampicina em que é aceite a hipdtese alternativa. Ou seja, a média dos
isolados MSSA resistentes a Rifampicina é maior que a média dos isolados MRSA resistentes a

esta.

3.2.1.6. Nitrofuranos e Sulfonamidas
Os Nitrofuranos e a Sulfonamidas s3o considerados agentes antimetabdlicos. Os

antimicrobianos pertencentes a classe dos Nitrofuranos sdo inibidores do ciclo de Krebs, ao
passo que os antimicrobianos pertencentes a classe das Sulfonamidas sdo inibidores da sintese
do folato (51).

Os resultados apresentados a seguir indicam que, tanto para os nitrofuranos, como para as
Sulfonamidas, a percentagem de isolados MSSA e MRSA resistentes sdo muito baixos. A Unica
excepcdo verificou-se para a combinag¢do Trimetoprim/Sulfametoxazole, onde se verifica um

ligeiro aumento da quantidade de isolados MRSA resistentes (17%) (Tabela 15 e Figura 22).
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Relativamente a Nitrofurantoina, e apesar de a diferenca ser minima, observou-se
novamente, uma maior percentagem de isolados MSSA resistentes (4%) comparativamente

com os MRSA (2%).

Tabela 15. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe dos
Nitrofuranos e Sulfonamidas.

Agente antimicrobiano

Isolados Nitrofuranos Sulfonamidas
F SXT
MSSA 4% 2%
(2/54) (1/55)
MRSA 2% 17%
(1/54) (9/54)

Legenda: SXT- Trimetoprim/Sulfametoxazole; F- Nitrofurantoina; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a
Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.
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Figura 22. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes aos agentes antimicrobianos da classe dos
Nitrofuranos e Sulfonamidas. Nitrofuranos: SXT- Trimetoprim/Sulfametoxazole; Sulfonamidas: F-
Nitrofurantoina; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a
Meticilina.

Para um nivel de confianca de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipotese de que, para o caso do Trimetoprim/Sulfametoxazole, a média dos isolados MSSA
resistentes € menor que a média dos isolados MRSA resistentes. Para o caso da
Nitrofurantoina é aceite a hipdtese alternativa: a média dos isolados MSSA resistentes é maior

gue a média dos isolados MRSA resistentes a Nitrofurantoina.
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3.2.1.7. Lincosamidas e indugdo da resisténcia pela Eritromicina
Os agentes antimicrobianos pertencentes a classe das Lincosamidas sdo inibidores da

sintese proteica, através da sua ligacdo aos ribossomas das bactérias (2).

Pela analise dos resultados apresentados a seguir, observou-se uma quantidade
significativa de isolados MRSA resistentes a Lincosamida (67%). Os isolados MSSA sdo os que
se apresentam menos resistentes a este grupo de antimicrobianos (29%) (Tabela 16 e Figura
23).

Relativamente a Clindamicina, induzida pela Eritromicina, verifica-se que a percentagem de

isolados onde este fendmeno se observou é menor nos MSSA (27%) do que nos MSSA (43%).

Tabela 16. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes ao agente antimicrobiano da classe das
Lincosamidas e resisténcia induzida desta pela eritromicina.

Agente antimicrobiano

Isolados Lincosamidas Macrolideo  Resisténcia DA induzida
DA E por €
29% 45% 27%
MSSA
(16/55) (25/55) (15/55)
67% 80% 43%
MRSA
(36/54) (43/53) (23/54)

Legenda: DA- Clindamicina; E-Eritromicina; MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina; MRSA-
Staphylococcus aureus resisténcia a Meticilina.
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Figura 23. Percentagens de isolados MSSA e MRSA resistentes ao agente antimicrobiano da classe das
Lincosamidas e indugdo da resisténcia pela Eritromicina. DA- Clindamicina; E-Eritromicina; MSSA- Staphylococcus
aureus sensiveis a Meticilina; MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina.
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A figura 24 representa, um caso de inducdo da resisténcia da Clindamicina pela Eritromicina
(chamado halo “D”) e um caso onde ndo ocorre inducdo da resisténcia da Clindamicina,

respectivamente.

Figura 24. A- Caso em que se observa indugdo da resisténcia da Clindamicina pela Eritromicina;
B- Caso em que nido se observa indugdo da resisténcia da Clindamicina pela Eritromicina; A
direita situa-se o antimicrobiano Clindamicina e a esquerda o antimicrobiano Eritromicina.

Para um nivel de confianca de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipdtese de que para todos os testes realizados, a média dos isolados MSSA resistentes é

menor que media dos isolados MRSA resistentes.

3.2.2. PVL-/PVL+

3.2.2.1. Penicilinas

Os resultados seguintes para os isolados portadores do gene lukFS-PV, indicam uma
heterogeneidade relativamente a resposta das estirpes em estudo aos agentes
antimicrobianos utilizados.

Assim, pode observar-se que os isolados portadores do gene lukFS-PV sdao em grande parte
resistentes as Penicilinas propriamente ditas (Benzilpenicilina/Penicilina G, Ampicilina e
Oxacilina). Observam-se ainda diferengas na resposta dos isolados portadores do /ukFS-PV,

relativamente a combinacdo das penicilinas com os inibidores de B-lactamases. Os resultados

mostram que a combinacdo Ampicilina/Sulbactamo é mais eficiente contra os PVL+ (29% de
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isolados resistentes) do que com a combinacdo Amoxicilina/Acido clavulanico em que a
quantidade de isolados resistentes ascende aos 57%. Para a Oxacilina observou-se uma
percentagem de resisténcia de 43% das estirpes PVL+ (Tabela 17).

Relativamente aos isolados PVL-, observou-se que estes apresentam percentagens de
frequéncia muito elevadas. A menor percentagem obtida foi de 54% para a combinagdo
Amoxicilina/Acido clavulanico. Verificou-se também uma percentagem de 100% para os

antimicrobianso Ampicilina e Penicilina (Figura 25).

Tabela 17. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das
Penicilinas.

Agente antimicrobiano

Penicilina + Inibidor da

Isolados Penicilinas
B-lactamase
AMP P OX AMC AMS
PVIL- 90% 86% 55% 54% 50%
(56/62) (88/102) (56/102) (55/102) (51/102)
PVL+ 100% 100% 43% 57% 29%
(6/6) (7/7) (3/7) (4/7) (2/7)

Legenda: AMP- Ampicilina; P- Benzilpenicilina/Penicilina G; OX- Oxacilina; AMC- Amoxicilina/Acido clavulanico;
AMS- Ampicilina/Sulbactamo; PVL- - Isolados ndo portadores do gene IukFS-PV ; PVL+ - Isolados portadores do
gene lukFS-PV.
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Figura 25. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos da classe das Penicilinas.
Penicilinas: AMP- Ampicilina; P- Benzilpenicilina/Penicilina G; OX- Oxacilina; Penicilina com inibidor da B-
lactamase: AMC- Amoxicilina/Acido clavulanico; AMS- Ampicilina/Sulbactamo; PVL- - Isolados ndo portadores do
gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados portadores do gene IukFS-PV.

70



Para um nivel de confianga de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese de que a média dos isolados PVL- resistentes para os agentes antimicrobianos
Ampicilina, Penicilina e Amoxicilina/Acido clavulanico é menor que a média dos isolados PVL+
resistentes. Para os agentes antimicrobianos Oxacilina e Ampicilina/Sulbactamo aceita-se a
hipdtese que a média dos isolados PVL- resistentes é maior que a média dos isolados PVL+

resistentes.

3.2.2.2. Cefalosporinas, Cefamicinas e Carbapenemos
Os resultados seguintes indicam que a quantidade de isolados PVL+ resistentes a este grupo

de antimicrobianos varia entre 29% de estirpes resistentes as Cefalosporinas, Cefuroxima,
Cefotaxima e ao carbapenemo Imipenemo até 57% de estirpes resistentes a cefalosporina
Cefaclor e a Cefamicina Cefoxitina (Tabela 18).

Relativamente aos isolados PVL- observou-se que estes apresentam, excepto no caso do
antimicrobiano Cefaclor, percentagens de frequéncia de isolados resistentes maiores que os

isolados PVL+ (Figura 26).

Tabela 18. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes das
Cefamicinas e Carbapenemos e Glicopéptidos.

Agente antimicrobiano

Isolados Cefalosporinas Cefamicinas Carbapenemos
CXMm CEC CTX CRO FOX IPM

PVL- 53% 53% 52% 56% 58% 45%
(54/102) (54/102) (53/102) (57/102)  (58/102) (46/102)

PVi+ 29% 57% 29% 43% 57% 29%
(2/7) (4/7) (2/7) (3/7) (4/7) (2/7)

Legenda: CXM- Cefuroxima; CEC- Cefaclor; CTX- Cefotaxima; CRO- Ceftriaxona; FOX- Cefoxitina; IPM- Imipenemo;
PVL- - Isolados ndo portadores do gene lukFS-PV ; PVL+ - Isolados portadores do gene lukFS-PV.
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Figura 26. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes das
Cefalosporinas, Cefamicinas e Carbapenemos. Cefalosporinas: CXM- Cefuroxima; CEC- Cefaclor; CTX- Cefotaxima;
CRO- Ceftriaxona; Cefamicinas: FOX- Cefoxitina; Carbapenemos: IPM- Imipenemo; PVL- - Isolados ndo portadores
do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados portadores do gene lukFS-PV.

Para um nivel de confianga de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese de que a média dos isolados PVL- resistentes para quase todos os agentes
antimicrobianos é maior do que a média dos isolados PVL+ resistentes. A Unica excepgao,
observa-se no caso do antimicrobiano Cefaclor, onde se aceita a hipdtese de que a média dos

isolados PVL- resistentes € menor que a média dos isolados PVL+ resistentes.

3.2.2.3. Glicopéptidos
Os resultados obtidos indicam que a frequéncia de isolados PVL+ resistentes para a classe

dos Glicopéptidos é de 29% para ambos os agentes antimicrobianos (Tabela 19 e Figura 27).
No que concerne aos isolados PVL- observaram-se percentagens de frequéncia de isolados

resistentes iguais para ambos os agentes antimicrobinos utilizados (1%).
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Tabela 19. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos da classe dos
Glicopéptidos.

Agente antimicrobiano

Isolados Glicopéptidos
TEC VA
V- 1% 1%
(1/102) (1/102)
PVL+ 29% 29%
(2/7) (2/7)

Legenda: TEC- Teicoplanina; VA- Vancomicina; PVL- - Isolados nao portadores do gene IukFS-PV; PVL+ - Isolados
portadores do gene lukFS-PV.
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Figura 27. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos dos Glicopéptidos. TEC-
Teicoplanina; VA- Vancomicina; PVL- - Isolados ndo portadores do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados portadores do
gene lukFS-PV.

Para um nivel de confianga de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipdtese de que a média dos isolados PVL- resistentes para todos os agentes antimicrobianos

deste grupo é menor do que a média dos isolados PVL+ resistentes.

3.2.2.4. Aminoglicosideos, Macrolideos, Tetraciclinas e Oxazolidinonas
Os resultados seguintes mostram uma ampla resposta aos antimicrobianos, reflectindo-se

em diferentes percentagens de isolados PVL+ resistentes, consoante a classe de
antimicrobianos utilizados. Observou-se que todos os isolados PVL+ sdo sensiveis as classes

dos Aminoglicosideos e Oxazilidinonas. Relativamente aos Macrolideos, observou-se uma
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percentagem de 57% de isolados PVL+ resistentes a qualquer dos Macrolideos estudados. No
caso das Tetraciclinas, a frequéncia de isolados PVL resistentes foi de 33% (Tabela 20).

Relativamente aos isolados PVL-, observou-se que estes apresentam, excepto nos casos dos
antimicrobianos Claritromicina e Tetraciclina, percentagens de frequéncia de isolados
resistentes maiores que os isolados PVL+ (Figura 28).

Tabela 20. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes dos
Aminoglicosideos, Macrolideos, Tetraciclinas e Oxazolidinonas.

Agente antimicrobiano

Isolados  Aminoglicosideos Macrolideos Tetraciclinas Oxazilidinonas
CN TOB E AZM CLR TCT LzD
PVL- 13% 27% 63% 64% 53% 6% 0%
(13/101) (28/102) (64/102) (65/102) (54/102) (4/62) (0/102)
PVi+ 0% 0% 57% 57% 57% 33% 0%
(0/7) (0/7) (4/7) (4/7) (4/7) (2/6) (0/7)

Legenda: CN- Gentamicina; TOB- Tobramicina; E- Eritromicina; AZM- Azitromicina; CLR- Claritromicina; TCT-
Tetraciclina; LZD- Linezolide; PVL- - Isolados ndo portadores do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados portadores do gene
IukFS-PV.
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Figura 28. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes dos
Aminoglicosideos, Macrolideos, Tetraciclinas e Oxazolidinonas. Aminoglicosideos: CN- Gentamicina; TOB-
Tobramicina; Macrolideos: E- Eritromicina; AZM- Azitromicina; CLR- Claritromicina; Tetraciclinas: TCT-
Tetraciclina; Oxazolidinonas: LZD- Linezolide; PVL- - Isolados ndo portadores do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados
portadores do gene lukFS-PV.
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Para um nivel de confianga de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese de que a média dos isolados PVL- resistentes para quase todos os agentes
antimicrobianos é maior do que a média dos isolados PVL+ resistentes. As Unicas excepg¢des
observam-se nos casos dos antimicrobianos Claritromicina e Tetraciclina, onde se aceita a
hipdtese de que a média dos isolados PVL- resistentes é menor que a média dos isolados PVL+

resistentes.

3.2.2.5. Quinolonas e Ansamicinas
A percentagem de isolados PVL+ resistentes as Quinolonas varia entre 14% no caso da

Levofloxacina e da Moxifloxacina e 57% no caso da Norfloxacina. No que concerne ao
representante das Ansamicinas, a percentagem de isolados PVL+ resistentes a Rifampicina é de
29% (Tabela 21).

Relativamente aos isolados PVL-, observou-se que estes apresentam, excepto nos casos dos
antimicrobianos Norfloxacina e Rifampicina, percentagens de frequéncia de isolados

resistentes maiores que os isolados PVL+ (Figura 29).

Tabela 21. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes das
Quinolonas e Ansamicinas.

Agente antimicrobiano

Isolados Quinolonas Ansamicinas
LEV MXF CIP NOR RD
pVL 38% 33% 41% 51% 6%
) (39/102) (34/102) (42/102) (52/101) (6/102)
14% 14% 29% 57% 29%
PVL+
(1/7) (1/7) (2/7) (4/7) (2/7)

Legenda: LEV- Levofloxacina; MXF- Moxifloxacina; CIP- Ciprofloxacina; NOR- Norfloxacina; RD- Rifampicina;. SXT-
Trimetoprim/Sulfametoxazole; F- Nitrofurantoina; PVL- - Isolados n3o portadores do gene IukFS-PV; PVL+ -
Isolados portadores do gene IukFS-PV.
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Figura 29. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes das
Quinolonas e Ansamicinas. Quinolonas: LEV- Levofloxacina; MXF- Moxifloxacina; CIP- Ciprofloxacina; NOR-
Norfloxacina; Ansamicinas: RD- Rifampicina; PVL- - Isolados ndo portadores do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados
portadores do gene IukFS-PV.

Para um nivel de confianga de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese de que a média dos isolados PVL- resistentes a quase todos os agentes
antimicrobianos, é maior do que a média dos isolados PVL+ resistentes. As Unicas excepgdes
observam-se nos casos dos antimicrobianos Norfloxacina e Rifampicina, onde se aceita a
hipétese que a média dos isolados PVL- resistentes é menor que a média dos isolados PVL+

resistentes.

3.2.2.6. Nitrofuranos e Sulfonamidas
Os resultados para os Nitrofuranos e Sulfonamidas, indicam que para a Nitrofurantoina a

percentagem de isolados PVL+ resistentes a este antimicrobiano é de 29%. Para as
Sulfonamidas verificou-se que todos os isolados PVL+ sdo sensiveis (Tabela 22).

Relativamente aos isolados PVL-, observou-se que estes apresentam uma percentagem de
isolados resistentes de 1% para a Nitrofurantoina e de 10% para o

Trimetoprim/Sulfametoxazole (Figura 30).
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Tabela 22. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes dos
Nitrofuranos e Sulfonamidas.

Agente antimicrobiano

Isolados Nitrofuranos Sulfonamidas
F SXT
PVL- 1% 10%
(1/101) (10/102)
PVIL+ 29% 0%
(2/7) (0/7)

Legenda: F- Nitrofurantoina; SXT- Trimetoprim/Sulfametoxazole; PVL- - Isolados n3o portadores do gene IukFS-
PV; PVL+ - Isolados portadores do gene lukFS-PV.
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Figura 30. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes aos agentes antimicrobianos das classes dos
Nitrofuranos e Sulfonamidas. Nitrofuranos: F- Nitrofurantoina; Sulfonamidas: SXT-
Trimetoprim/Sulfametoxazole; PVL- - Isolados n3o portadores do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados portadores do
gene lukFS-PV.

Para um nivel de confianga de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipdtese de que no caso da Nitrofurantoina a média dos isolados PVL- resistentes é menor que
a média dos isolados PVL+ resistentes. No caso do Trimetoprim/Sulfametoxazole, é aceite a
hipdtese de que a média dos isolados PVL- resistentes é maior que a média dos isolados PVL+

resistentes.
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3.2.2.7. Lincosamidas e resisténcia induzida pela Eritromicina
Apesar de a percentagem de isolados PVL+ resistentes a Clindamicina, 57%, ser igual a

apresentada por estes a Eritromicina, apenas em 14% se observa resisténcia a Clindamicina

induzida pelo Macrolideo (Tabela 23 e Figura 31).

Tabela 23. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes ao agente antimicrobiano da classe das Lincosamidas
e resisténcia induzida desta pela Eritromicina.

Agente antimicrobiano
Isolados Lincosamidas Macrolideo

Resisténcia DA induzida por E

DA E
UL 47% 63% 36%
(48/102) (64/102) (37/102)
PVL+ 57% 57% 14%
(4/7) (4/7) (1/7)

Legenda: DA- Clindamicina; E- Eritromicina; PVL- - Isolados ndo portadores do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados
portadores do gene IukFS-PV.
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Figura 31. Percentagens de isolados PVL- e PVL+ resistentes ao agente antimicrobiano da classe das Lincosamidas
e resisténcia induzida desta pela Eritromicina. DA- Clindamicina; E- Eritromicina; PVL- - Isolados ndo portadores
do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados portadores do gene IukFS-PV.

Para um nivel de confianca de 95%, existe evidéncia estatistica, que permite aceitar a
hipétese de que no caso da Clindamicina e Eritromicin, a média dos isolados PVL- resistentes é
maior que a média dos isolados PVL+ resistentes. No caso da resisténcia induzida pela
Eritromicina, é aceite a hipdtese de que a média dos isolados PVL- resistentes é menor que a

média dos isolados PVL+ resistentes.
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4. Discussao

4.1. Caracterizacao genética

A frequéncia de isolados portadores do gene mecA apresenta uma preocupante tendéncia
crescente por todo o mundo (26). No presente estudo, verificou-se que na amostra em estudo,
cerca de 50% dos isolados eram portadores do gene mecA. Estes dados sdo coerentes com o
estudo publicado em 2007 pela European Antimicrobial Resistance Surveillance System (52).

No que concerne aos isolados portadores do gene [ukFS-PV, nao se verificou uma
frequéncia tdo elevada como para o gene mecA. Assim, verificou-se que, apenas 6% dos
isolados, sdo portadores deste gene. Este achado esta de acordo com os dados documentados
na literatura que descrevem um aumento crescente de estirpes S. aureus portadoras do gene
lukFS-PV, apesar de estas ndao serem tao frequentes quanto as S. aureus portadoras do gene
mecA (9; 23). Um factor que podera ter contribuido para a baixa frequéncia dos isolados
portadores do gene que codifica a proteina PVL no presente estudo, é o facto de o gene da PVL
ser mais frequente em isolados causadores de infeccdo na comunidade. No entanto, os
isolados utilizados sdo provenientes apenas de infec¢des causadas em ambiente hospitalar (9;
23; 28).

Relativamente a frequéncia dos isolados portadores dos genes mecA ou lukFS-PV no que
concerne ao sexo do paciente observou-se que, para ambos os casos, observa-se uma maior
incidéncia de isolados portadores destes genes em pacientes do sexo masculino. No entanto,
até a data, ndo foram documentados na literatura dados que suportem a hipdtese de os
pacientes do sexo masculino terem maior predisposi¢cdo para contrair infecgdes causadas pelas
estirpes em questao.

A incidéncia de estirpes portadoras dos genes mecA ou [ukFS-PV por faixa etdria do
paciente ndo foi determinada, para a populacdo em estudo. Esta situagdo prende-se com o
facto de ndo ter sido fornecida a data de nascimento destes pacientes, apesar de haver sido
solicitada junto dos servicos de recolha das estirpes estudadas. No entanto, varios estudos
apontam para uma maior incidéncia em idosos, sendo que, os recém-nascidos e as criancas

jovens possam ser ligeiramente mais afectados que os adultos saudaveis (9; 35; 53).
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4.2. Susceptibilidade a antimicrobianos
Como ja foi mencionado anteriormente, a resisténcia aos agentes antimicrobianos varia no

espaco e no tempo (32). Foram encontradas algumas diferencas relativamente ao perfil de
susceptibilidade dos isolados MSSA e MRSA. Os resultados obtidos serdo discutidos tendo em
conta os seus mecanismos de accao.

A titulo de resumo, na tabela 24 é descrita a frequéncia de isolados resistentes em estudo

relativamente a cada uma das diferentes classes de agentes antimicrobianos utilizada.

Tabela 24. Grau de frequéncia de isolados resistentes relativamente a classe de agentes antimicrobianos
utilizada.

Frequéncia de isolados resistentes

Agentes antimicrobianos
[0-20%[ [20-40%[ [40-60%[ [60-80%[ [80-100%]

Penicilinas MSSA PVL+ MRSA
Cefalosporinas MSSA PVL+ MRSA
............... C efamlcmasMSSAl\/IRSA
C arbapenemos .................. MSSA ........... PVL+ ................................................ M RSA ......
G//copept/dos ................... MSSA ........... PVL+ ..............................................................
MRSA
.................................................... B e reeemseemureemsseemuseemaseemaseemsmemsme e m e e se s se s saras
Aminoglicosideos MSSA MRSA
PVL-
.................................................... B eereeeeeceeecsreeesraeesrasansasessaesssas et o sssae e sae s e sasaesarasnate
Macrolideos MSSA PVL- MRSA
........................................................................................ B e eememsmemsesm s sesasanes
Tetraciclinas MSSA PVL+
MRSA
.................................................... DL st sesuse s sssa s s e e et s aa e s e a s s s esaasans
Oxazolidinonas MSSA
MRSA
PVL-
.................................................... D L ettt st a st st as s st s s s antaes
Lincosamidas MSSA PVL- MRSA
........................................................................................ P et sasssasssaseanas
Quinolonas MSSA PVL- MRSA
.................................................... D L ettt a st a et s s e s s s ataes
Ansamicinas MSSA PVL+
MRSA
.................................................... B e reemreemsreemsseemusee e mseemsmemsme e m e e se s s saras
Nitrofuranos MSSA PVL+
MRSA
.................................................... B e reemreemsseemsseemuseemaseemseemsme e e m e e se s se s saras
Sulfonamidas MSSA
MRSA
PVL-
PVL+

Legenda: MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a
Meticilina; PVL- - Isolados nao portadores do gene lukFS-PV; PVL+ - Isolados portadores do gene lukFS-PV.
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4.2.1.MSSA/MRSA

4.2.1.1. Inibidores da sintese da parede celular
No presente estudo observou-se uma elevada frequéncia de isolados portadores do gene

mecA resistentes aos P-lactamicos estudados: Penicilinas, Cefalosporinas, Cefamicinas e
Carbapenemos. A percentagem destes MRSA resistentes aos B-lactamicos foi > 82% (Tabela 10
e 11). Este facto é justificado, pelo menos para maioria dos B-lactamicos (Penicilinas) com o
facto de estes isolados possuirem o gene mecA que codifica a PBP2a. Como ja foi referido, esta
proteina tem a capacidade de continuar a promover a sintese da parede celular quando as
outras PBP se encontram inactivas pelos agentes antimicrobianos, conferindo assim,
resisténcia nestes isolados. Relativamente aos demais B-lactamicos (Cafalosporinas,
Cefamicinas e Carbapenemos), poderdo estar envolvidos outros mecanismos moleculares
codificados na prépria cassete SSCmec ou no plasmideo que a transporta (9; 17).

No que concerne aos isolados MSSA, a percentagem de estirpes resistentes aos PB-
lactamicos, foi para a maioria das classes, mais baixa (< 24%) do que para o observado nas
estirpes de MRSA (Tabela 10 e 11). No entanto, no caso da Penicilina G e da Ampicilina
observaram-se frequéncias de isolados MSSA resistentes na ordem dos 80%. Podera
questionar-se, neste caso, se os isolados resistentes possuem um gene bla que codifica a
enzima B-lactamase, capaz de hidrolisar os agentes antimicrobianos em questdo (9; 17).

Para a classe dos Glicopéptidos verificou-se uma frequéncia aparentemente muito baixa
(4%), de isolados resistentes a Teicoplamina e a Vancomicina (Tabela 12). No entanto, este
valor parece impressionante (e preocupante) se comparado com os ultimos dados do EARSS
que reportam um Unico caso de VRSA, em Portugal, até ao final do ano passado (52). A
presenca destas estirpes de S. aureus resistentes a Vancomicina vem corroborar a tendéncia
crescente de disseminacdo da VRSA a nivel mundial (27). Este dado deverda ainda ser
confirmado com a deteccdo do gene VanA, responsavel por conferir resisténcia a Vancomicina
(1; 25). Finalmente, estas estirpes terao de ser reportadas, rapidamente, ndo apenas nos locais
onde foi efectuado o estudo, de forma a prevenir uma eventual dissemina¢do ou epidemia
mas, também, aos sistemas de vigilancia da susceptibilidade aos antimicrobianos nacionais e

europeus.

4.2.1.2. Inibidores da sintese proteica
A frequéncia de isolados resistentes a antimicrobianos inibidores da sintese proteica varia

consoante o tipo de isolados (MSSA/MRSA ou PVL-/PVL+) e o0 agente antimicrobiano estudado.
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Rehm, et al. em 2008, descreveu, o aumento de isolados MRSA resistentes aos
Aminoglicosideos. Nesse estudo demonstrou que, num total de 43 pacientes com infec¢Ges
causadas por isolados MRSA, apenas 14 foram curados com a administracdo de
Aminoglicosideos. Por sua vez, a susceptibilidade dos isolados MSSA aos Aminoglicosideos
manteve-se ainda elevada. Neste trabalho, tal como no estudo de Rehm, et al., também se
podem retirar as mesmas ilacdes com os resultados obtidos. Observou-se uma maior
quantidade de isolados MRSA resistentes aos Aminoglicosideos do que os isolados MSSA em
que a frequéncia de isolados resistentes era praticamente nula.

Os isolados multiresistentes sdo uma realidade cada vez importante no panorama clinico de
actual. Num estudo realizado em Espanha, foram encontrados varios isolados MSSA e MRSA
resistentes a classe dos Macrolideos (54). Situagcdo semelhante foi encontrada no presente
estudo em que a frequéncia de isolados resistentes para ambos os isolados MSSA e MRSA é
relativamente elevada encontrando-se entre os 35 e 50%, e 72 e 78%, respectivamente
(Tabela 13).

Varios estudos actuais, demonstram que ha um grande nimero de isolados MSSA e MRSA
resistentes as Lincosamidas. Esta resisténcia é mediada pelo gene erm que leva a uma
alteracdo do local de ligacdo das Lincosamidas nos ribossomas (55). No presente estudo foram
também encontradas elevadas taxas de frequéncia de isolados MSSA e MRSA resistentes a
Clindamicina, agente antimicrobiano representante da classe das Lincosamidas (Tabela 16).

Apesar de estruturalmente diferentes, os agentes antimicrobianos pertencentes as classes
dos Macrolideos e Lincosamidas estdo relacionados através de um mecanismo de ac¢do
particular. Este mecanismo foi observado, também, no presente estudo. Alguns dos isolados,
tanto MSSA como MRSA, apresentaram um tipo de resisténcia a Clindamicina em que esta foi
induzida por um Macrolideo, a Eritromicina (Tabela 16). Este tipo de resisténcia ocorre quando
o mRNA responsavel pela modificacdo do local de ligagdo dos agentes antimicrobianos que se
encontra inactivo, se torna activo na presenca de um indutor. Este indutor é neste caso outro
agente antimicrobiano, a Eritromicina. Os isolados portadores do gene erm indutivo, sdo
resistentes ao indutor e mantém-se susceptiveis aos agentes antimicrobianos ndo indutores
(55; 56).

Recentemente, foram também identificados isolados MRSA portadores dos genes tet(K),
tet(L) e/ou tet(M), que conferem resisténcia aos agentes antimicrobianos da classe das
Tetraciclinas (57). No presente estudo foram encontrados alguns isolados MRSA resistentes a
este grupo de antimicrobianos, no entanto, essa frequéncia é relativamente baixa (Tabela 13).
Desta forma, apesar de ja terem sido encontram isolados resistentes as Tetraciclinas, estes

genes ainda ndo se encontram muito disseminados na populagdo de S. aureus estudada.
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A Linezolide, pertencente a classe das Oxazolidinonas continua a ser um agente
antimicrobiano muito poderoso para o tratamento de infec¢des causadas por isolados MSSA e
MRSA (58; 59). De acordo com os estudos recentes também se observou uma completa
susceptibilidade a Linezolide. tanto nas estirpes MSSA, como nas estirpes MRSA em estudo

(Tabela 13).

4.2.1.3. Inibidores da sintese de DNA

A resisténcia aos agentes antimicrobianos da classe das Quinolonas é um marco de
referéncia nas infeccbes causadas por MRSA. No entanto, nem sempre foi assim. A
Ciprofloxacina foi inicialmente utilizada como um agente antimicrobiano contra os isolados
MRSA. Mas, nos ultimos anos, a tendéncia inverteu-se, tendo sido documentados varios
isolados com resisténcia a este agente antimicrobiano, bem como aos restantes pertencentes
a esta classe (60). No presente estudo observou-se que aproximadamente 50% dos isolados
MRSA e 20% dos isolados MSSA eram resistentes a esta classe de agentes antimicrobianos
(Tabela 14). O mecanismo pelo qual é conferida a resisténcia é um mecanismo de efluxo pelo
qual o antimicrobiano é removido da célula da bactéria (1).

A Rifampicina é um agente antimicrobiano utilizado contra as infec¢des causadas por S.
aureus. Devido a constante diminuicdo da susceptibilidade dos isolados a este agente
antimicrobiano, este tem sido utilizado em combinagdo com outros, nomeadamente a
Linezolide (61; 62). No presente estudo, ndo se observou uma tdo elevada quantidade de
isolados resistentes, nem em MSSA, nem em MRSA, como tem sido documentado. Pelo
contrario, a percentagem de isolados resistentes para ambos os casos foi muito baixa: 6% para

os isolados MSSA e 9% para os isolados MRSA (Tabela 14).

4.2.1.4. Inibidores do ciclo de Krebs e da via de sintese do folato ou Inibidores do
metabolismo celular
Varios estudos indicam que tanto a Nitrofurantoina, como o Trimetoprim/Sulfametoxazole

sdo agentes antimicrobianos bastante eficazes no tratamento de infec¢bes causadas por S.
aureus. Apenas para o caso do Trimetoprim/Sulfametoxazole é que existem casos
documentados de isolados resistentes. Nestes casos, o Trimetoprim/Sulfametoxazole é
utilizado em combinacdo com outros agentes antimicrobianos, nomeadamente com a
Rifampicina. Esta combinagdo terapéutica tem como objectivo diminuir a quantidade de

isolados resistentes a esta sulfonamida (63; 64; 65). No presente estudo, os resultados obtidos
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foram coerentes com os estudos indicados, observando-se uma frequéncia de isolados
resistentes aos antimetabdlicos (nitrofuranos e sulfonamidas) praticamente nula para ambos
os tipos, tanto em MSSA, como em MRSA. A Unica excepc¢do foi uma susceptibilidade reduzida
nos isolados MRSA, onde se verificou uma frequéncia de isolados resistentes de 17% ao

Trimetoprim/Sulfametoxazole (Tabela 15).

A tabela 25 indica o volume de consumo de agentes antimicrobianos em Portugal durante o
ano de 2007 por substancia activa. O mais vendido aparenta ser o Clavamox® ou Augmentin®
(nome comercial para a Amoxicilina/Acido clavulanico) com um volume de vendas de mais do
dobro que o segundo antimicrobiano mais vendido. De facto, o numero total de embalagens
de antimicrobianos vendidas foi de 11401734, o que significa que o Clavamox® ou Augmentin®

por si sé representa 26% do total de vendas.

Tabela 25. Consumo de 2007, em volume, de antimicrobianos, por substancia activa, em Ambulatério, no ambito
do Mercado Total. Dados gentilmente fornecidos pela INFARMED.

Substancia Activa Classe do antimicrobiano Embalagens

Amoxicilina + Acido clavulanico B-lactamico 2.959.307
Azitromicina Macrdlido 1.429.667
Ciprofloxacina Quinolona 986.004
Claritromicina Macrdlido 685.776
Sulfametoxazole + Trimetoprim Sulfonamida 426.327
Ceftriaxona B-lactdmico 282.021
Cefuroxima B-lactdmico 220.646
Moxifloxacina Quinolona 165.453
Levofloxacina Quinolona 165.255
Cefaclor B-lactamico 155.952
Norfloxacina Quinolona 154.873
Eritromicina Macrolideo 87.590
Clindamicina Lincosamida 66.083
Gentamicina Aminoglicosideo 63.410
Benzilpenicilina sédica + Clemizol-penicilina B-lactamico 23.052
Rifampicina Ansamicina 10.122
Cefotaxima B-lactamico 9.657
Ampicilina B-lactamico 4.012
Tetraciclina Tetraciclina 337
Total 11.401.734
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No presente estudo foram analisadas as frequéncias de isolados MSSA e MRSA resistentes a
varios agentes antimicrobianos. Apds o tratamento dos resultados e analise interpretativa dos
mesmos verificou-se que, no geral os isolados MRSA possuiam uma média de frequéncia de
isolados resistentes maior comparativamente com a dos isolados MSSA. Esta situacao pode ser
explicada pelo facto de que os isolados MRSA adquiriram resisténcia a maioria dos
antimicrobianos de primeira linha. Além de disso, a sua propaga¢do aumenta diariamente,
sendo licito supor que os mecanismos moleculares inerentes a troca de genes entre espécies
(transferéncia horizontal) e aquisicdo de novos genes de resisténcia do meio (transformacao),

sejam mais frequentes nestas estirpes (1; 2; 7).

4.2.2. PVL-/PVL+

No estudo em que se compararam as médias de frequéncia dos isolados resistentes PVL- e
PVL+ podem tirar-se algumas ilagdes. Na maior parte dos casos apresentados, as frequéncia
dos isolados MSSA e PVL resistentes encontram-se relativamente préximas. Nos casos em que
se verificou maior discrepancia entre as frequéncias dos isolados resistentes (por exemplo com
as Penicilinas), prende-se com o facto de alguns dos isolados possuirem simultaneamente o
gene lukFS-PV, o gene mecA. Outro factor que influenciou as elevadas percentagens de
isolados PVL+ resistentes é o facto de o numero de isolados PVL- e PVL+ serem
significativamente diferentes (aproximadamente 7 para 102). Assim, ndo é possivel
estabelecer uma relacdo entre a susceptibildade aos antimicrobianos e o facto dos isolados
possuirem, ou ndo, o gene codificante da proteina PVL. De facto, actualmente ndo se
encontram publicados na literatura, dados que indiquem a relagdo entre a presenca do gene

lukFS-PV e a resisténcia aos agentes antimicrobianos.
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5. Conclusao

Durante os seis meses em que o presente estudo foi realizado, 113 estirpes de S. aureus
foram isoladas em dois centros hospitalares da regido Norte de Portugal. Desses 113 isolados
comprovou-se que o gene mecA se encontrava em aproximadamente 50% dos isolados. Por
sua vez o gene lukFS-PV apenas se encontrava em 6% da amostra. Estes resultados sdo
concordantes com varios estudos e relatérios que demonstram que, actualmente o gene
mecA, se encontra bastante difundido na comunidade de S. aureus. No que concerne ao gene
lukFS-PV, a sua frequéncia é ainda baixa. Este facto é também suportado por vérios estudos
gue demonstram que apesar de varias estirpes portadoras deste gene terem sido encontradas
por todo o mundo, a sua frequéncia é ainda baixa.

No que concerne aos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos utilizados no presente
estudo, as frequéncias observadas variam desde uma quase total frequéncia de isolados
resistentes, 100%, a uma total auséncia destes, 0%.

Assim, observou-se que para classes como os B-lactamicos, Macrolideos, Quinolonas e
Lincosamidas, uma grande quantidade de estirpes MSSA e MRSA resistentes. No entanto, para
classes como as Ansamicinas, Nitrofuranos e Tetraciclinas a quantidade de isolados de S.
aureus resistentes a estas era muito baixa. No caso das Oxazolinidonas (Linezolide), realca-se o
facto de ndo ter sido observada nenhuma estirpe resistente.

Em relagdo aos Glicopéptidos, verificou-se que quase todos os isolados em estudo eram
susceptiveis a Teicoplanina e a Vancomicina. No entanto, este facto é preocupante porque até
ao final de 2008 apenas havia sido reportado um caso de VRSA, e no periodo a que se refere o
presente estudo encontraram-se, apenas em dois hospitais do norte do pais, 3 isolados. Assim,
pode concluir-se que o actual receio mundial de uma epidemia global de estirpes VISA ou VRSA
tem razdo de ser. Desta forma, ndo devem ser descuidados os cuidados basicos de forma a
prevenir o alastramento desta estirpe além de que, as instituicdes responsaveis devem ser
imediatamente informadas.

Verificou-se de um modo geral, que para os agentes antimicrobianos em estudo, os
isolados MRSA eram, proporcionalmente, mais frequentes do que os isolados MSSA. Deste
modo, pode-se concluir que a hipdtese proposta para o presente estudo estd correcta. Tal
hipétese deve-se ao facto de os isolados MRSA terem adquirido resisténcia a maioria dos
antimicrobianos de primeira linha e a frequéncia dos genes que Ihes confere essa resisténcia
estarem largamente disseminados pela comunidade de S. aureus. Assim, estes isolados podem

adquirir mais facilmente novas resisténcias através de diversos mecanismos genéticos
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(transformacado, transfeccdo, conjugacdo) do que as estirpes MSSA. Esta facilidade é justificada
pelo facto de os genes de resisténcia aos antimicrobianos se encontrarem dentro de cassetes
moleculares ladeadas por sequéncias genéticas moveis (transposées, sequéncias de inserg¢ao)
gue possuem elevada taxa de recombinacdo. Estes mecanismos sao desencadeados, em
grande parte, pela pressdo selectiva provocada pela terapéutica antimicrobiana.

Em termos de mecanismos moleculares responsaveis pelo aumento de resisténcia aos
antibidticos deve ser tida em conta ndo s6 a presenca de genes responsaveis pela aquisicdo de
resisténcia a um determinado antimicrobiano, mas também, a presenca de elementos
genéticos mdveis como transposoes e sequéncias de inser¢ao. Além disso, a rdpida capacidade
de mutagdo dos genomas microbianos e a rapida fixagdo dessas mutag¢ées também contribui
para este aumento.

A resisténcia a antimicrobianos tem varias implicacdes. As pessoas infectadas com
microrganismos resistentes, como por exemplo o MRSA, enfrentam taxas de mortalidade mais
altas. Isto deve-se, em parte, ao facto de uma infec¢do de um microrganismo resistente estar
associada ao risco de a terapia antimicrobiana inicial ser inapropriada. Para além disso, o
acrescido risco de morte pode reflectir o facto de o microrganismo causador da infeccao
possuir mais factores de viruléncia. Além da mortalidade, os microrganismos resistentes
contribuem para elevados custos a nivel hospitalar. As infeccées com MRSA, por exemplo,
levam a um prolongamento do internamento hospitalar. Em outras palavras, o MRSA
encontra-se associado a resultados desfavoraveis de mortalidade e morbidade.

A um nivel local, sdo necessarios esforcos para melhorar a preparacgdo e a divulgagdo de
antibiogramas. Os clinicos devem possuir acesso a informacao local para assegurar que estdo a
tomar as decisdes apropriadas aquando do inicio da terapia antimicrobiana. Dada a
variabilidade os padrdes de prescricdo de hospital para hospital e até entre os clinicos do
mesmo hospital, é irracional concluir que as tendéncias de aquisicdo de resisténcias a nivel
nacional possam ser aplicadas a nivel local. Consequentemente, sem informacgdo
epidemioldgica, local e precisa, os clinicos deixam de ter uma importante ferramenta para a
sua seleccdao de antimicrobianos para o tratamento inicial. Desta forma, os estudos
epidemioldgicos das resisténcias aos antimicrobianos, devem ser exaustiva e frequemente
realizadas ao nivel local.

Ambientes hospitalares e lares actuam como incubadoras que aumentam a entropia do
sistema sanitario no sentido em que, aumentam as trocas de material genético. Se é verdade
que algumas destas circunstancias ndo podem ser alteradas facilmente, também é verdade
que os habitos de prescricdo e consumo podem-no ser mais facilmente. Assim, microbiélogos,

epidemiologistas, médicos e educadores devem unir esforcos no sentido de desenvolver e
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implementar estratégias na salude publica e de educacdo para a saude de forma a abrandar o

aumento e propagacdo da preocupante e ameagadora resisténcia aos antimicrobianos.
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