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1. Introducéo

Os estafilococos fazem parte da microbiota da pele e mucosas intactas, tornando-se bactérias
potencialmente patogénicas quando encontram porta de entrada ou na existéncia de doenca que
predisponha ao desenvolvimento de infeccdo. Algumas infec¢cdes mais sérias provocadas por este patégeno
sdo: bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardites, sindrome da pele escaldada, sindrome do choque
toxico e abcessos (CALDERON et al, 2001).

S&o responsaveis por cerca de 80% das doencas supurativas encontradas na pratica médica e constituem
um problema crescente nas unidades hospitalares, como um dos principais agentes de bacteriemia muitas
vezes adquiridas no préprio ambiente hospitalar , sendo muitas vezes transportado por paciente, membros
da equipe hospitalar e visitante, aumentando o risco de infeccdo hospitalar principalmente em pacientes
pos-cirdrgicos, pos-traumaiticos, queimados, neonatais, pacientes hospitalizados em unidades de
gueimados, enfermarias e durante epidemias de infeccdo por cepas multirresistentes (FERNANDES et al.,
2000).

As infeccBes hospitalares por cepas multi-resistentes de Staphylococcus aureus tornaram-se bastante
relevantes nas ultimas décadas, sendo responsaveis por altos indices de morbidade e letalidade. Atualmente
S. aureus resistentes a oxacilina ou meticilina é reconhecido como um dos mais importantes patégenos
causadores de infec¢cbes nosocomiais em todo 0 mundo; e o surgimento e a dessiminacédo de cepas cada
vez mais virulentas e multirresistentes, ha necessidade de rever o panorama dos fatores que contribuem a
patogénise da resisténcia desta bactéria (VELASQUEZ-MEZA, 2005).

Inimeras pesquisas avaliaram a natureza da resisténcia em S. aureus a diversas drogas. Em 1970, o
isolamento de linhagens mostrando resisténcia a meticilina (MRSA) ou ORSA (oxacilina) foi observado
inicialmente na Inglaterra, ocorrendo posteriormente em muitos paises. Em 1980, foram observadas
linhagens ORSA gque apresentaram também resisténcia a todos os antibidticos beta-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas e carbenicilinas) e a muitos outros agentes antimicrobianos incluindo aminoglicosideos,
fluoroquinolonas e rifampicina. O aumento da resisténcia de 2% para 80% a fluoroquinolonas no periodo de

1987 a 1997 foi a mais importante alteracdo ( ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

Dessa forma, a vancomicina passou a ser entdo, o Unico recurso terapéutico para o tratamento de muitas
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infec¢des causadas por ORSA (COHEN, 1992, OLIVEIRA et al, 2001).

Os fatores de patogenicidade associados ao S.aureus sdo adesinas e formacdo de biofilme. Outros fatores
como invasinas (proteases, lipases) e toxinas, também tem sido bastante estudados.

Considerando a habilidade das bactérias produzirem o filme extracelular in vitro, propfe-se uma marca de
patogenicidade associando ser um organismo virulento (ALCARAZ et al, 2003).

Um dos grandes avancos da medicina tem sido o controle de infe¢des através do uso de antibidticos.
Entretanto, ha dois problemas que podem interferir nesta terapia: emergéncia de germes resistentes e
bactérias que residem em biofilmes. Estas Gltimas podem ser mil vezes mais resistentes a antibiéticos do
gue o mesmo organismo crescido de forma plantdnica, sendo ainda parcialmente protegidos da acéo
destruidora dos fagocitos (DAVEY e O'TOOLE, 2000). Infeccdes provocadas por bactérias nestas
comunidades continuam a se propagar mesmo apés o término do tratamento, pois somente células
plantbnicas sdo destruidas (COSTERTON et al., 1999).

2. Objetivos

Avaliar em isolados de Staphylococus aureus, a resisténcia a agentes antimicrobianos e fatores de
patogenicidade.

3. Desenvolvimento

Doze isolados de S. aureus, dos quais, trés foram obtidos de amostras clinicas (Laboratério Clinico) e nove
de portadores assintomaticos (Ambiente Hospitalar) de Piracicaba, designadas por nimeros foram uitilizadas
nesta pesquisa. Estas bactérias, cujas caracteristicas de resisténcia ao antibiético oxacilina ja havia sido
determinada em pesquisa anterior, estavam devidamente estocadas a -20° C em glicerol estéril.

Foram utilizadas as cepas de numeros 7, 8, 18, 35, 36, 49, 64, 68, 108, 115, 116, 135 e cepas padrdes: S.
aureus ATCC 29213 e ATCC 25923.

Os meios de cultura, solugbes e reagentes utilizados nos ensaios foram: Agar Manitol, Mueller-Hinton (agar
e caldo), BHI (caldo), Agar Sangue, Tween 20 Agar, TSB+gelatina, TSB+glicose, Fucsina alcéolica, Tampao
PBS. Foram utilizados discos de antibioticos (CECON) e solugdo de oxacilina (SIGMA).

a) Antibiograma por difusdo em disco (Tabela do NCCLS, 2004).

In6culo de cada bactéria crescido em caldo BHI, padronizado na escala 0,5 McFarland; foi semeado em
placa com agar Mueller-Hinton e discos do antibiético foram colocados sobre a superficie do meio. As placas
foram incubadas por 24 horas a 35°C, observando-se posteriormente o didmetro da zona de inibicéo,
medindo e comparando com a tabela NCCLS M100-S (tabela atualizada anualmente).
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b) Antibiograma por difusdo em agar (Tabela do NCCLS, 2004).

Método usado para detecc¢do de resiténcia a oxacilina através do agar Mueller Hinton suplementado com 4%
de NaCl e 6 m g de oxacilina/mL.

Suspensao direta da colbnia até obtencdo de turvacdo na escala 0,5 de MacFarland., foi semeada no Agar
Screening Oxacilina incubadas por 24 horas completas a 35°C, observando-se a ocorréncia de crescimento,
sendo que qualquer colbnia (> 1) indicou resisténcia.

Apos confirmacgdo destas cepas ORSA, foram testadas quanto a sua Concentracao Inibitéria Minima. Foram
diluidas convenientemente (cerca de 10° bactérias/mL) e inoculadas em tubos contendo caldo MH acrescido
de diferentes concentragbes de oxacilina: 4, 6, 12,16, 24, 32, 48, 64, 96, 128, 192 e 256m g/mL. A
Concentracao Inibitéria Minima para as cepas padrdes € de £ 2m g/mL e o ponto de corte estabelecido pelo
NCCLS/2004 para caracterizar cepa resistente, o MIC de oxacilina é 3 4m g/mL (ROSSI e ANDREAZZI,
2005).

Para a deteccéo dos fatores de patogenicidade foram seguidos o seguinte protocolo:

Para a verificacao da atividade hemolitica, os isolados foram inoculados em Agar Sangue de coelho (5%).

Para a verificagdo da atividade proteolitica, os isolados foram inoculados em Triplice Soy Agar (TSA),
acrescido de gelatina (0,75%).

Para a verificagdo da atividade lipolitica, os isolados foram inoculados em Agar Tween 20.

Para a verificacdo da producdo de biofilme, os isolados foram inoculados em caldo TSB + 0,25¢g deglicose
(20mL no tubo), incubados por 24 horas a 35° C e ap0s isso, foram diluidos em TSB

e colocados ma microplaca para producéo do biofilme.
4. Resultados

Foi realizado com os 12 isolados de S. aureus para determinagéo da resisténcia a oxacilina a técnica do
disco difusdo do antibi6tico oxacilina 1m g e confirmados pela técnica da difusdo em Agar Screening no meio
Agar MH acrescido de 6m g/mL de Oxacilina. Todos os isolados foram resistentes a oxacilina nestas duas
metodologias.

Embora muitas técnicas vém sendo empregadas para selecionar ORSA, a selecdo através de difusdo em
agar ou incorporacdo do antibiético ao meio de cultura, tem mostrado resultados bastante satisfatorios.
KAMPF et al., (1998) ao compararar varias metodologias.

Os doze isolados de S. aureus resistentes a oxacilina selecionados, foram ensaiados para a determinagéo
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da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

O perfil de resiténcia a outros antibiéticos; bem como 0 modelo e a frequéncia de resisténcia de cada uma
dos isolados séo apresentados na Tabela 2.

A bactéria S. aureus capaz de desenvolver mecanismos de resisténcia aos antibiéticos beta-lactamicos,
encontrava na oxacilina e na vancomicina medicamentos adequados para o seu combate. Como mostram as
pesquisas em relacdo aos antimicrobianos, ao final do século XX, esse panorama comegou a ser
modificado, com a demonstracdo e expanséo de estafilococos resistentes ndo s6 a oxacilina, mas também
as mais modernas cefalosporinas, mantendo, ainda, sensibilidade aos glicopeptideos. Mas, ja é sabido que
das 15 cepas existentes em todo o mundo de GISA (S. aureus com resisténcia intermediaria aos
glicopeptideos), cinco foram detectados no Brasil.

O tratamento das infec¢Bes por S. aureus tem se tornado mais dificil por causa das multirresisténcias as
drogas disponiveis (CALDERON, et al, 2001).

BN

Os isolados hospitalares de S. aureus resistentes a oxacilina estudados neste trabalho mostraram ser
altamente resistentes a outros antiestafilocécicos. Dos vinte antibidticos utilizados para o teste de
sensibilidade aos isolados ORSA, quase 50% deles foram resistentes a dezessetes drogas, apresentando
sensibilidade apenas aos glicopeptideos (Vancomicina e Teicoplamina) e o Imipenen. Isso comprova o que
as pesquisas vém mostrando a respeito da necessidade de um controle emergente destas cepas
multirresistente (CALDERON, et al, 2001; OZTOPRAK, et al. 2006).

Medidas preventivas de controle devem ser implantadas e/ou intensificadas no sentido de diminuir a
disseminacéo destas bactérias. HUANG et al. (2000), observaram redugdes significativas na taxa de ORSA
apos implantacao de medidas de controle no hospital.

Na Figura 1(gréfico), sdo apresentados os resultados dos seguintes fatores de Patogenicidade: detecgéo
das atividades hemolitica, lipolitica, proteolitica e producéo de biofilme dos isolados ORSA.

Os isolados 108 e 116 apresentaram positividade para todas as caracterisitcas estudadas, comprovando seu
enorme potencial patogénico como ORSA. Outros como, isolados 36 e 64 apresentaram duas atividades
além da formacéo de biofilme, conforme pode ser observado na Figura 1.

30% e 40% dos isolados apresentaram atividade lipolitica e hemolitica, respectivamente, seguindo-se de
90% com atividades proteoliticas e formacao de biofilme.

Estes resultados mostram que a atividade proteolitica e formacdo de biofilme, podem ser um grande
indicativo de viruléncia dos S. aureus.

Ver Tabela 1.
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A Concentracao Inibitoria Minima para a oxacilina, variou-se nas amostras, onde dos doze isolados, mais de
50 % obtiveram MICs superiores a 256 m g/mL. O NCCLS preconiza breakpoint para oxacilina susceptiveis
com MIC d 2m g/mL e para oxacilina resistentes com MIC e 4m g/mL (ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

Ver Tabela 2.

Ver Figura 1.

5. Considerac¢des Finais

- Os isolados da bactéria S. aureus mostraram um padrdo de resisténcia a oxacilina semelhante aos
relatados mundialmente, o que confirma a sua ampla disseminagdo no ambiente hospitalar. Esses
estafilococos sao resistentes ndo s6 a oxacilina, mas também as mais modernas cefalosporinas, mantendo,
ainda, sensibilidade aos glicopeptideos.

- E necessério um sistema de vigilancia epidemioldgica atuante, a valorizacdo das comissées de controle de
infeccdo hospitalar e laboratério de microbiologia de qualidade, com profissionais especializados e
atualizados.

- Os isolados apresentaram uma relacdo com a multirresiténcia e alguns fatores de patogenicidade como
producao de biofilme e atividade proteolitica.

- Essa relagéo direta entre a formagéo de biofilmes e producédo de fatores de patogenicidade relacionados a
adesdo pelos microrganismos é um processo multifatorial, necessitando considerar também a influéncia de
outras caracteriticas, pertinentes ou ndo a célula bacteriana e que merecem estudos mais aprofundados.

- A deteccdo e o estudo deste patdgeno sdo de extrema importancia, pois proporciona ao Hospital e ao
Comité de Controle de Infeccbes Hospitalares a contribuicdo para eventuais medidas preventivas, com
objetivos de diminuir a disseminacao intra-hospitalar.
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Tahela 1. Deterranagio da Concentragdo Irabitona Ilinima a oxaciling ern solados de

o AUPOUS,
Conceniragio de oxacilina (pgiml.)
Anmwosiras
4 b 12 16 24 1 48 64 %% 128 192 256
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36 + O+ O+ + + + + +  +  + |+ ay
49 +  + O+ + + + + + ;
64 + O+ O+ + + + + + O+ O+ ;
o8 + O+ O+ + + + + + O+ O+ +
108 + + + + + + + + + + wt |
115 + O+ o+ + + + + + O+ - ;
116 + + + + + + + + + + | -
135 + O+ O+ + + + + + O+ +  wt
(+) edrento (-) msenda de oredrendo (2 +)Inaier gue 256pF
Tahela X Model de res sténcia dos solados de 57 cwrews wsistentes 2 coracilina
Bac téria Drogas
T CFO CAZ ATM GHN FM AP 3FT TT <o CLI EIF EI
g CFO CAS ATM GEM FWM AP SFT TT Co CLI EIF CFL NOR AMI TE EN  EI
18 CFO CAS ATM GEM FWM AP SFT TT <o CLI EREIF CFL NOR AMI TE EN  EI
35 CFO CAS ATM GEM FM AP SFT TT Co CLI EIF CFL aAMI TE EN  EI
3o CFO CAS ATM GEM FWM AP SFT TT Co CLI EIF CFL NOR AMI TE EN  EI
49 CFO CAS ATM PN 4P 5FT TI CLI EF CFL AMI TE EN  EI
64 CFO CAS ATM PH 4P SFT TI <o CILI RIF AMI O TE EN  EI
it CFO CAS ATM GEN PN &P SFT TT <o CLI EIF EN  EI
108 CFO CAS ATM PN 4P CFL AMI TE EN
115 CFO CAS ATM GEM FH AP SFT TT Co CLI ERIF CFL NOR AMI TEBE EN  EI
116 CFO CAS ATM GEM FH AP CFL AMI TE EN
135 CFo ATM GEN PN 4F TT CFL

AM - Smicacra; AP - Smpidia, CFL - Cefaltin, CF0 - Cefipdtive; CAT — Ceftamedime; CO -
Clamrdenicol, TT - Tetracklia, GEN - Catamicka, KN - Eaemicra, TB - Tormidra, NOR -
Hafkemcha, EI - Frraniive: FN - Paicilve; RIF - Rifmpiis: CLY - Clrdmicks; ATH —
Aoreqaam ;ST - Su¥amotri, i



