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RESUMO

Staphylococcus aureus é uma bactéria patogénica que pode integrar a microbiota humana e ser transferida
para equipamentos de seguranca individual (EPl) como o jaleco, comumente utilizado por estudantes e
profissionais da drea da saude, e serem veiculadas para diferentes ambientes. Visto a importancia do
estudo da susceptibilidade de S. aureus aos farmacos utilizados no tratamento de infec¢des, este estudo
avaliou a sensibilidade a meticilina e aos macrolideos em S. aureus isolados de jalecos de universitarios.
Foram avaliados 70 S. aureus isolados de jalecos de universitarios e 58,5% foram S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA), carreando o SCCmec tipo | (51,2%), tipo Il (26,8%) e tipo IV (9,7%). Foram detectados
74,2% S. aureus resistentes a eritromicina e 25,7% a clindamicina. Dos isolados que apresentaram
resisténcia a eritromicina, 32,8% foram positivos para o teste D. Os resultados apresentaram taxas elevadas
de MRSA e de S. aureus resistentes aos macrolideos em jalecos, ressaltando a importancia da adoc¢do de
normas de biosseguranca entre os universitarios.
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DETECTION OF RESISTANCE TO METHICILLIN AND MACROLIDE IN Staphylococcus aureus ISOLATED COATS

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a pathogenic bacterium that can integrate the human microbiota and be
transferred to individual safety equipment (EPI), such as the lab coat, which is commonly used by students
and healthcare professionals, and is delivered to different environments. A total of 70 S. aureus of college
students 'gowns and 58.5% of college students' gowns were evaluated were S. aureus resistant to
methicillin (MRSA), carrying SCCmec type | (51.2%), type Il (26.8%) and type IV (9.7%). The results were
erythromycin resistance, 32.8% were positive for the D test. The results were statistically significant,
indicating that serum levels of MRSA and S. aureus are resistant to erythromycin and 25.7% to clindamycin.
to macrolides in lab coats, emphasizing the importance of adopting biosafety norms among university
students.
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INTRODUGAO

Staphylococcus é um género que abrange
bactérias caracterizadas como cocos Gram-
positivas, imdveis, anaerdbias facultativas e ndo
formadoras de esporos'. Os estafilococos
dispéem de mecanismos apropriados para
colonizar a pele, visto que crescem na presenca
de altas concentragdes de sal e de lipideos. Sdo
facilmente disseminados entre os individuos,
geralmente através de contato ou fomites, e sdo
capazes de produzir fatores de viruléncia que

promovem a adesdo, que impedem a fagocitose e
que auxiliam a disseminag3o no hospedeiro®.

A bactéria Staphylococcus aureus,
encontrada na microbiota humana, em
determinadas circunstancias pode provocar
desde simples infeccOes até as mais graves
infecgBes, sendo considerada a mais virulenta do
seu género. Sua enorme capacidade de
adaptacdo e resisténcia a maioria dos
antimicrobianos colocou-a atualmente entre as
espécies de maior importancia nas infeccGes
nosocomiais®.
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S. aureus podem ser transferidos para
equipamentos de seguranca individual (EPI) como
o jaleco, comumente utilizado por estudantes e
profissionais da drea da saude, e serem
disseminados para diferentes ambientes’. A
contaminacdo por respingos é muito comum em
hospitais e ambulatdrios e as roupas sdo uma
importante via de transporte de infeccdo no
ambiente hospitalar. Desta forma, os jalecos dos
profissionais da drea de saude, passam a ser o
primeiro sitio de contato, sendo considerado um
fomite”.

Uma vez que muitas Universidades estdo
ligadas a ambientes hospitalares e laboratérios,
os estudantes usam seus jalecos fora de seu local
apropriado. O isolamento de microrganismos em
jalecos utilizados pelos profissionais de saude
apresenta possibilidade de contaminagdo cruzada
e disseminacao de microrganismos
multirresistentes®.

Apds a descoberta dos antimicrobianos,
como a penicilina, infeccbes que anteriormente
tinham um mau progndstico passaram a ser
controladas com sucesso. Contudo, constatou-se
o surgimento de determinadas linhagens
microbianas resistentes a este farmaco’. Desta
forma, a meticilina, uma penicilina semissintética,
passou a ser utilizada e seu mecanismo envolve a
ligacdo do antimicrobiano com a Proteina
Ligadora de Penicilina (PBP). Com a detecgdo de
S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
verificou-se que uma proteina modificada
(PBP2a), mediada pelo gene mecA, é a
responsavel pela baixa afinidade dos beta-
lactdmicos®.

As cepas de MRSA produzem uma
proteina adicional de ligacdo a penicilina,
conhecida como PBP2a ou PBP2’, que tem baixa
afinidade para a maioria das penicilinas semi-
sintéticas, sdo codificados por um gene
adquirido, mecA, que foi clonado e sequenciado
juntamente com os genes que controlam sua
expressao, mecR1l (codificando a proteina
transdutora de sinal MecR1) e mecl (codificando
a proteina repressora Mecl)’.

Um elemento genético que codificava a
resisténcia a meticilina e carregava recombinases
Unicas especificas do local, designadas como
recombinases do cromossoma cassete (ccr) foi
subsequentemente identificado e designado
como o cromossoma mec da cassete
estafilocécica (SCCmec). Logo apds a descricdo
inicial do SCCmec, varios elementos SCCmec
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estruturalmente diferentes foram descritos. Esses
elementos compartilhavam varias caracteristicas
que servem como um alvo para recombinagdo
mediada por ccr. Até o momento estdo
identificados 13 tipos de SCCmec’.

J& os antimicrobianos macrolideos
induzem a inibigdo da sintese proteica
dependente de RNA, através da ligacado em
receptores localizados na porcao 50S do
ribossoma, particularmente na molécula 23S do
RNA, impedindo as reagdes de transpeptidacdo e
translocacdo. A resisténcia pode surgir por:
diminuicdo da permeabilidade da célula ao
antimicrobiano, alteracdo no sitio receptor da
porcdo 50S do ribossoma e inativagdo
enzimatica®®.

As clindamicinas (lincosaminas) agem de
forma semelhante, ligam-se exclusivamente a
subunidade 50S dos ribossomos bacterianos e
suprimem a sintese proteica. Agem no mesmo
local que a eritromicina e a ligacdo de um desses
antibidticos ao ribossomo inibe a reacdo do
outro™.

A resisténcia aos macrolideos,
lincosaminas e estreptogramina B (MLSB) tem o
mecanismo de ag¢do que atua na ligagdo do
ribossomo e inibicdo da sintese proteica. A
resisténcia do S. aureus a estes agentes esta
relacionada a trés mecanismos, modificagdes no
alvo de ligagdo no ribossomo codificado pelo
gene ermA ou ermC conferindo resisténcia
cruzada aos macrolideos, lincosamidas e
estreptogramina B (fendtipo MLSB). Efluxo ativo
codificado pelo gene mrsA que confere
resisténcia aos macrolideos e estreptogramina B
e inativagdo do farmaco™.

A resisténcia MLSB pode ser constitutiva
ou induzivel, dependendo da exposicdo aos
macrolideos. Na expressdo constitutiva, a
resisténcia a eritromicina e clindamicina é
detectada no antibiograma. Na forma induzivel,
pode apresentar resisténcia a eritromicina e falsa
sensibilidade a clindamicina. A detec¢do da
resisténcia induzivel pode ser feita pelo chamado
D-teste, pelo método de disco aproximacdo™.

Visto a importancia do estudo de da
sensibilidade de S. aureus os farmacos utilizados
no tratamento de infeccdes, este estudo avaliou
a susceptibilidade a meticilina e aos macrolideos
em S. aureus isolados de jalecos de universitarios.
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METODOLOGIA
Amostras

Foram analisados 70 S. aureus, ja
identificados e que foram selecionados
aleatoriamente de um estudo prévio que
identificou S. aureus em 300 amostras
bacterianas de jalecos de alunos de um curso da
area de salde de uma universidade do interior do
estado de S3ao Paulo. Essas amostras foram
armazenadas a -70°C em caldo nutriente
contendo 10% de glicerol no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia da universidade.
Detecgdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos
Teste de disco-difusdo em Agar

O teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos foi realizado pela técnica da
difusdo da droga em Agar e os halos lidos a partir
de discos impregnados com os farmacos. Para o
preparo dos inéculos foram utilizadas culturas em
caldo BHI, previamente incubadas por4 a6 he
ajustadas anteriormente com a turbidez da escala
0,5 de McFarland. Os discos utilizados foram:
Oxacilina, Cefoxitina, Clindamicina e Eritromicina.

Uma vez ajustada a densidade do indculo,
a semeadura foi feita através de swab
esterilizado embebido em inoculo na superficie
de Agar Mueller Hinton, e a seguir aplicados os
discos impregnados com os antimicrobianos. As
placas foram incubadas a temperatura de 35°C
pelo periodo de 24 h (ideal entre 18 e 24 h)
sendo a atividade do antimicrobiano avaliada
pelo didmetro do halo de inibicdo através de
interpretacdo em base das normas estabelecidas
pelo CLSI (2016).

Determinacgdo e caracterizacao de MRSA

Foi realizada a extracdo do DNA
bacteriano através do Kit lllustra, seguindo as
recomendag¢des do fabricante. A seguir, foram
realizadas reagdes de PCR, com os primers e
parametros estabelecidos por Murakami et al.’.
As amostras positivas para o gene mecA foram
submetidas as reagdes de PCR multiplex para a
caracterizagdo do SCCmec, utilizando primers e
parametros estabelecidos por Milheirigo™.

Determinagdo MLSB (Teste D)
Os isolados resistentes a eritromicina e
sensiveis a clindamicina foram submetidos ao D-
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teste para detectar resisténcia induzivel a
clindamicina. Estes foram semeados em agar
Mueller Hinton e um disco de eritromicina foi
colocado a uma distdncia de 20 mm (borda a
borda) do disco de clindamicina, e incubados a
35°C por 24 h. A eritromicina presente no disco
difunde-se pelo meio de cultura e induz a
resisténcia a clindamicina, resultando em um
achatamento do halo de inibicdo, adjacente ao
disco de eritromicina, com a forma da letra D
(efeito D)™.

Analise dos resultados

Os testes de avaliacdo de sensibilidade e
especificidadels, foram embasados na
comparacgdo entre os métodos fenotipicos para
deteccdo de MRSA (disco-difusdo com o disco de
oxacilina e cefoxitina) e a técnica de PCR, para a
deteccdo do gene mecA, padrdo ouro na
determinacdo de MRSA. Os testes aplicados para
a avaliagdo de sensibilidade e especificidade
foram assim descritos:
- Sensibilidade (S): propor¢do de amostras
positivas pela técnica de PCR e que foram
positivas nos outros métodos fenotipicos.
- Especificidade (E): propor¢do de amostras
negativas pela técnica de PCR e que foram
negativas pelos métodos fenotipicos.

RESULTADOS

Foram estudados 70 S. aureus isolados de
jalecos de universitarios e 41 (58,5%) foram
MRSA, pela positividade do gene mecA (Figura 1).
Os testes fenotipicos detectaram 17 (24,2%) S.
aureus resistentes a oxacilina e 19 (27,1%) a
cefoxitina e a sensibilidade, especificidade estdo
apresentados na Tabela 1.

Entre os isolados positivos para o gene
mecA, 21 (51,2%) foram do SCCmec |, 11 (26,8%)
foram do SCCmec lll e 4 (9,7%) foram do SCCmec
IV (Figura 2).

Em relagdo a eritromicina e clindamicina,
foram detectados 52 (74,2%) S. aureus
resistentes a eritromicina e 18 (25,7%) a
clindamicina. Dos isolados que apresentaram
resisténcia a eritromicina, 23 (32,8%) sédo
positivos para o teste D (Figura 3).

A determinagdo da resisténcia a
eritromicina e clindamicina em MRSA e MSSA
(Staphylococcus aureus sensivel a meticilina) esta
apresentada na Tabela 2.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose para determina¢do do gene mecA (510 bp) em amostras de S.
aureus pela técnicade PCR. 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22: amostras
positivas; 15: amostra negativa; 24: S. epidermidis ATCC 35985 (controle positivo); 23: S. epidermidis ATCC
12228 (controle negativo) e 25: marcador de peso molecular (100 bp).
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose para determinar dos tipos de cassete cromossGmico estafilocdcico
mec em amostras de S. aureus pela técnica de Multiplex PCR. 3,4, 5,6,7 9,10 11 e 12: SCCmec tipo | (342
e 495 pb); 8 e 13: SCCmec tipo 1l (209, 243 e 414 pb); 2 e 14: SCCmec tipo IV (311 e 342 pb); 15 e 16: ndo
tipadas, 17: COL (SCCmec tipo I); 18: N315 (SCCmec tipo Il); 19: ANS46 (SCCmec tipo Ill); 20: HU25 (SCCmec
tipo 11); 1: controle negativo; 21: marcador de peso molecular (100 bp).

Tabela 1. Valores de sensibilidade e especificidade métodos fenotipicos para determinagdao de MRSA em
relacdo a detecgdo do gene mecA.

Métodos fenotipicos — mech p—
Sensibilidade Especificidade
Oxacilina 23 % 72,4 %
Cefoxitina 28 % 72,4 %

Colloq Vitae 2018 set-dez; 10(3): 34-41. DOI: 10.5747/cv.2018.v10.n3.v241
ISSN 1984-6436/© 2018 - Publicado pela Universidade do Oeste Paulista.
Artigo Open Access sob uma licenga CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).




38

Tabela 2. Determinagdo da resisténcia a eritromicina, clindamicina e resisténcia aos macrolideos (teste D)
em relacdo a deteccdo do gene mecA e caracterizagdo do SCCmec.

mecA (+)
mecA (-)
SCCmec | SCCmec lll SCCmec IV Nao Tipado
Eritromicina (R) 23 (79,3%) 15 (36,5%) 5(12,2%) 4 (9,7%) 5(12,2%)
Clindamicina (R) 7 (38,8%) 7 (63,6%) 4 (36,3%) 0 0
Teste D + 10 (43,4%) 4 (30,7%) 2 (15,3%) 2 (15,3%) 5(38,4%)

Figura 3. Teste D positivo. Pode-se observar o achatamento do halo do disco de clindamicina na forma da

letra D, que foi induzido pelo disco de eritromicina.

DISCUSSAO

A capacidade do Staphylococcus aureus
em se tornar patogénico ao individuo é o que
traz maior preocupag¢do. Nos ultimos anos, a
bactéria tornou-se causa cada vez mais
acentuada de infec¢des relacionadas a saude™.
A Dbactéria pode ser transferida para
equipamentos de protec¢do individual (EPI) como
o jaleco, comumente utilizado por estudantes e
profissionais da area da saude, e ser veiculado
para diferentes ambientes. Assim, este estudo
avaliou a resisténcia a meticilina e a resisténcia
aos macrolideos em S. aqureus isolados de
universitarios da area da saude.

Foram detectados 58,5% de MRSA entre
os isolados de jalecos, sendo mais elevados
gquando comparados a outros estudos com o
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mesmo objetivo. Resultados de Nascimento e
Ramos'’ se assemelham com os deste estudo,
enfatizando que a presenga de MRSA nestes
jalecos uma vez que estes estudantes ainda ndo
frequentaram ambientes hospitalares, sugere
gue estas cepas sdo de origem comunitaria,
principalmente devido ao fato da ndo relacdo
dos estudantes com ambientes de saude, que
sdo os locais contaminados em quase sua
totalidade por cepas hospitalares.

Os discos de oxacilina e cefoxitina
utilizados para a determinagdo de MRSA
apresentaram baixa sensibilidade (23% e 28%) e
especificidade (72,4%), diferentes de um estudo
gue comparou as técnicas de disco-difusdo com
a deteccdo do gene mecA, determinando a
sensibilidade de 94,4% para o disco de oxacilina,
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100% para o disco de cefoxitina e especificidade
de 98,8% para ambos discos™®. Este estudo difere
também de um estudo semelhante, ao qual se
obteve sensibilidade de 90%, especificidade de
100% e precisio de 94%. Priya et al.’”
compararam os resultados fenotipicos e
genotipicos de 50 isolados, através de difusao
em agar com disco de oxacilina e de cefoxitina, e
PCR multiplex para detectar a presenca do gene
mecA. O estudo revelou que o uso de cefoxitina
é um bom método alternativo para disco de
oxacilina pelo método de difusdo para a
deteccdo de MRSA, especialmente na
identificacdo de cepas com resisténcia
intermediaria a S. aureus.

Deve-se salientar que a determinacgdo
precisa de MRSA por métodos convencionais é
sujeito a variagbes no tamanho do indculo,
tempo de incubacdo, temperatura, pH e
concentracdo de sal, sendo necessdrio a
deteccdo do gene mecA por métodos
moleculares™. Atualmente o disco de oxacilina
ndo é preconizado pelo CLSI, que indica a
utilizacdo do disco de cefoxitina por apresentar
melhor facilidade na leitura®®. Os resultados
genotipicos de mecA sdo, portanto, o padrao
ouro comparado ao fenotipico.

A frequéncia de isolados resistentes a
eritromicina e clindamicina foi maior em MRSA
do que em MSSA. Entre osisolados de S. aureus,
a resisténcia induzivel aos macrolideos foi de
32,8%. Houve maior frequéncia de isolados com
o SCCmec |, tanto para eritromicina (36,5%)
quanto para clindamicina (63,6%). Ja isolados
com o SCCmec IV apresentou resisténcia apenas
para a eritromicina (9,7%) e para os testes D
positivos (15,3%). Oliveira®* determinou em seu
estudo que a maioria das cepas MRSA abrigando
os tipos de mec SCC |, Il e lll foram resistentes a
mais de trés outras classes de antimicrobianos
nao-B-lactamicos. Entre tipo de mec SCC IV
isolados, eram mais suscetiveis a quase todos os
agentes antimicrobianos ndo-B-lactamicos, que é
uma caracteristica comum destas. No entanto,
quatro isolados abrigando SCCmec tipo IV
mostraram resisténcia a mais de trés classes de
antimicrobianos, corroborando com este estudo.
O aumento da resisténcia antimicrobiana nas
cepas de CA-MRSA e sua disseminagdao nos
ambientes hospitalares que substituem as cepas
tradicionais de HA-MRSA?, além de diferentes
tipos de SCCmec tanto nos hospitais quanto na
comunidade, dificultam as distin¢des entre elas,
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mesmo com base no uso de ferramentas
moleculares PCR e métodos moleculares
baseados em sequéncia para estudar e
compreender sua epidemiologia.

CONCLUSAO

A capacidade de Staphylococcus aureus
de adquirir genes de resisténcia é uma
preocupacdao mundial, portanto pesquisas por
novas alternativas terapéuticas associadas as
politicas de controle do uso de antibidticos e
infeccbes hospitalares, e estudos de vigilancia
epidemioldgica devem ser habitos constantes
entre profissionais de salde e alternativa para
minimizar o problema.

Os dados obtidos neste estudo
apresentam altas taxas de colonizacdo de jalecos
de estudantes do ensino superior na area de
saude por S. aureus multirresistentes,
ressaltando a importancia das praticas de
biosseguranca e das técnicas apropriadas de
higienizagcao e manuteng¢do do EPI como formas
de conten¢do e controle de infec¢bes. Além
disso, as técnicas fenotipicas para determinacao
de MRSA devem ser analisadas e validadas por
técnicas moleculares. Os resultados
apresentaram altas taxas de MRSA e de S.
aureus resistentes aos macrolideos em jalecos,
ressaltando a importancia da adog¢dao de normas
de biossegurancga entre os universitdrios.
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