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Resumo

RESUMO

Nos ultimos anos, ocorreu um grande aumento na incidéncia de
infeccbes hospital-associadas (nosocomiais). Dentre as espécies bacterianas, ©
Staphylococcus aureus tem merecido uma atencdo especial, tanto pela
importancia da sua disseminacdo, quanto por sua resisténcia a diversos tipos de
antimicrobianos. Por sua vez, o ambiente clinico odontologico possui um alto
indice de contaminagao bacteriana, incluindo o S. aureus, sendo assim, o objetivo
dessa pesquisa foi detectar o polimorfismo genético de Staphylococcus aureus
resistentes a antimicrobianos, obtidos na clinica odontolégica.

Para tanto, foram realizadas 24 coletas. As linhagens foram identificadas
pelo Gram, catalase, coagulase e meio cromogénico. Apods a identificacdo as
mesmas foram submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana, a analise
plasmidial € ao MLEE. Foram identificadas 44 linhagens de S. aureus, desses
80% forarﬁ resistentes ao antibiético ampicilina e todas foram oxacilina sensiveis —
OSSA. Na analise plasmidial foram detectados trés agrupamentos de diferentes
perfis plasmidiais. O estudo do perfii enzimatico mostrou a presenca de
agrupamentos clonais entre os isolados. Os dados obtidos demonstraram a
disseminagéo das linhagens de S. aureus resistentes no ambiente odontoldgico. A
analise plasmidial sugere que essa resisténcia esta relacionada ao cromossomo
(DNA) e a andlise dos perfis enzimaticos revelou o polimorfismo genético de S.

aureus isolados dentro desse ambiente.



Abstract

ABSTRACT

In the last years, an increase occurred in the incidence of hospital-
associated infections. Among the bacterial species, Staphylococcus aureus has
deserved a special attention, so much for the importance of spread, as for
resistance to several antibiotics. For this time, the dental clinical possesses a high
index of bacterial contamination, including the S. aureus. The objective of that
research was to detect the genetic polymorphism of Staphylococcus aureus
resistant, obtained in the dental clinic.

Twenty-four collections were accomplished. The lineages were identified
for Gram, catalase, coagulase and chromogenic medium. After the identification,
the microorganisms were submitted to the test of antibiotic susceptibility, the
plasmidial analysis and to MLEE. They were identified 44 lineages of S. aureus,
80% they were resistant to ampicillin and 100% oxacillin sensitive - OSSA. In the
plasmidial analysis, three clusters were formed of different plasmidial profiles. The
study of the enzymatic profile showed the formation of groupings of clones among
the isolates.

The spread of lineages of S. aureus resistant was observed in the dental
clinic. The analysis plasmidial suggests that that resistance is related to the
chromosome and analysis of the enzymatic profiles detected the genetic

polymorphism of S. aureus isolated inside of that environment.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, o género Staphylococcus € composto por 27 especies,
sendo algumas freqUentemente associadas a uma variedade de infecgles de
carater oportunista, em seres humanos e outros animais. As principais especies
de estafilococos encontrados em humanos séo Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus (JANDA et al., 1994;
TRABULSI et al, 1999). O 8. epidermidis é enconirado primariamente como
residente da pele, tendo um baixo potencial patogénico, assim como o S.
saprophyticus, que faz parte da microbiota normal da pele e regiao periuretral do
homem.

Ao contrario, o S aureus é um patdgeno, que habita
assintomaticamente a superficie da pele, nasofaringe e fossas nasais, podendo
causar graves infecgdes ao entrar no organismo através de solugbes de
continuidade (SNEATH ef al., 1986; ZANON & NEIG, 1987; TRABULSI et al,,
1999). Entre as doencas infecciosas causadas, por esse microrganismo, esta a
septicemia, pneumonia, endocardite, osteomielite, gastrenterites, abscessos,
inclusive aquelas localizadas na regido da cabega e pescogo (NISENGARD &
NEWMAN, 1996).

O S. aureus, nos Wtimos anos, tem se tornado um problema constante
para os hospitais e centros clinicos, pois € um dos maiores agentes causadores
das infecgdes hospitalares, entre varias especies de microrganismes. As linhagens

multirresistentes dessa bactéria séc as que prevalecem nos setores gue envolvem

(V8]



Introdugdo

a area da saude, em particular nos ambientes clinicos e hospitalares (HORIBA et
al.. 1995; VALENCIA ef al., 1997, BERNARDS et al., 1998). Essa resisténcia aos
antimicrobianos & determinada pela presenca de genes cromossdmicos
preexistentes, provenientes de mutagbes cromossémicas e pela presenca de
plasmidios de resisténcia (SKURRAY & FIRTH, 1997).

As principais vias de propagagao desse microrganismo nesses
ambientes sao as maos, as roupas dos profissionais da salde, o ar, os
instrumentos utilizados nas clinicas, a passagem de pessoa para pessoa, e assim
por diante (ZANON & NEIG, 1987; HORIBA ef al., 1995), sendo que alguns fatores
de risco sa@o apontados para a aquisicdo e selecao de linhagens de
Staphylococcus aureus multirresistentes, como por exemplo, o usc extensivo e
freqiente de antibidticos de ampio espectro, hospitalizagdo prolongada, efc
(NICOLLE et al., 1996; GOSPAL RAO, 1998).

A clinica odontolégica €, também, um ambiente onde pode ocorrer com
freqliéncia a infeccdo cruzada pela transmissdo de agentes infecciosos. Varios
estudos tém Iindicado que o Staphylococcus aureus, incluindo o MRSA
{Staphylococcus aureus Meticilina Resistente), pode ser transmitido durante o
tratamento dental (SUZUKI et af., 1997). Torna-se, portanto, importante saber a
relacdo desse microrganismo com o ambiente odontoldgico, desde o isclamento,
caracterizac@o, resisténcia aos antimicrobianos, perfil genéfico e até a sua
prevaléncia nesse tipo de ambiente, ja que a existéncia de varios microrganismos

na clinica odontologica € incontestavel e envolve entre eles o S. aureus.
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Com base na literatura, o objetivo da presente pesquisa foi: realizar o
isolamento e a caracterizacao de linhagens de Staphylococcus aureus obtidos do
ar da clinica odontoldgica durante 12 meses; avaliar a resisténcia dessas
linhagens a diferentes a antibidticos, usados na terapéutica odontoldgica
(ampicilina, a amoxacilina/acido clavulanico, a cefalosporina, a clindamicina, a
eritromicina, a oxacilina, a tefraciclina e vancomicina) e verificar a minima
concentracdo inibitoria (MIC) frente a oxacilina; fazer o isolamento e
caracterizacao plasmidial das linhagens de Staphylococcus aureus, contendo
potencialmente genes de resisténcia a antimicrobianos; e, demonstrar o
polimorfismo genético desses microrganismos, utilizando a técnica de eletroforese

de isoenzimas (Multi Locus Enzymes Electrophoresis - MLEE).



Revisdo de Literatura

2. REVISAO LITERATURA

Staphylococci, juntamente com pneumococci e streptococci, sdo
membros de um grupo de patdégenos Gram positivos invasivos, conhecidos
também como Cocos piogénicos, nos quais causam infecgbes supurativas ou
formadoras de pus em humanos e outros animais. Os staphylococa,
caracteristicamente, nao possuem mobilidade, sdo anaerdbios facultativos,
catalase positivos, microscopicamente sao agrupados em massas irregulares ou
em forma de cachos de uva, podendo ser divididos em patogénicos e
potencialmente patogénicos com base na sintese da enzima coagulase. As
linhagens nao produtoras de coagulase, como o S. epidermidis, sdo nao-
pigmentados e geralmente menos invasivos, porém estdo sendo cada vez mais
associados com sérias infecgdes nosocomiais (PARISI, 1985).

A espécie coagulase positiva classificada como Staphylococcus aureus,
frequentemente produz um pigmento amarelo-alaranjado {cor do ourg) e causa
tanto infeccdes agudas como crdnicas, incluindo pustulas, furinculo, abscessos
em tecidos profundos, enterocolites, bacteremia, osteomielite, pneumonia,
endocardite, meningite, septicemia e artrite (LYON & SKURRAY, 1987, MIYAKE et
al., 1991).

Da decada de 40 até o presente momento, ocorreu um grande aumento
na incidéncia de infeccOes associadas ao ambiente hospitalar, causada por

linhagens de Sfaphylococcus aureus resistentes, algumas apresentando
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resisténcia por mais de 20 compostos antimicrobianos incluindo anti-sépticos e
desinfetantes (LYON & SKURRAY, 1987; PEARCE, ef al., 1999).

Antes dessa década, o prognéstico de um individuo gue apresentasse
uma infeccado estafilocécica grave era extremamente ruim. A introducao da
penicilina no uso da clinica medica, no comego do ano de 1840, guando teve inicio
a chamada era antibidtica, inverteu essa situacéo (PLORDE & SHERRIS, 1974).
Porém o periodo da efetividade universal da terapia antimicrobiana com a
penicilina teve vida curta.

Em poucos anos foram relatadas as primeiras linhagens penicilina
resistente de S. aureus e em 1946 foi estimado que 60% das linhagens isoladas
em hospitais do Reino Unido eram resistentes esse antimicrobiano (LYON &
SKURRAY, 1987). A sucessiva introducdc da streptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol e dos macrolideos, também conseguiram combater com sucesso 0s
microrganismos resistentes (PLORDE & SHERRIS, 1974). Porém as linhagens
aléem de serem resistentes as penicilinas, pela produgdo da f-lactamase
(penicilinase), adquiriram resisténcia a esses novos antibidticos.

A introdugao da penicilina semi-sintética pB-lactamase resistente, como a
meticilina e a oxacilina, levou a diminuigao na prevaléncia dos S. aureus multipios
resistentes durante os anos 60. Essas penicilinas possuem radicais quimicos, nas
suas estruturas moleculares, que as protegem da agao das p-lactamases. (WADA
& WATANABE, 1898). Ja nos anos 70 e meados de 198C, linhagens

muitirresistentes incluindo a meticilina e a oxacilina eram as grandes responsaveis
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pelas infecgdes hospitalares em vérios paises do mundo (LYON & SKURRAY,
1987).

Em muitas instancias, contudo, a persisténcia e a propenséo para a
disseminagao desse microrganismo tornaram-se um problema clinico muito sério,
envolvendo numerosos pacientes de diferentes hospitais. Os microrganismos
envolvidos na propagacao de eventos epidemioldgicos como o S. aureus, tém a
capacidade de neutralizar quase todos 0s antibioticos acessiveis para o
tratamento de infecgbdes severas. O aparecimento de staphylococc
multirresistentes, passados 40 anos, tem sido atribuida inevitavelmente as
caracteristicas genéticas desses microrganismos, que sofreram a pressao seletiva
imposta pela terapia antimicrobiana. A rapida emergéncia da resisténcia pela
introducdo de antibidticos na area clinica, deve a habilidade da populagao
microbiana em adaptar-se agilmente as mudancas de seu ambienie (RICHMOND,
1972).

Quando a resisténcia antimicrobiana foi determinada pela primeira vez,
acreditou-se que somente ocorreu este evento, por causa de uma mutagdo no
DNA ou por selegao dos organismos. Porém, o senso evolucionario pressupds,
que o acumulo de mutagbes cromossdmicas seria insatisfatorio para explicar a
rapida expansao de linhagens de bactérias multirresistentes (LYON & SKURRAY,
1987).

Uma pequena importancia foi estabelecida, para o repentino
aparecimento de um microrganismo antibidtico resistente, quando confirmaram a

descoberta de um gene de transferéncia (“transposons”) e pela demonstragéo de
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que essa bactéria poderia adquirir ou possuir um material genético na forma
extracromossomal, chamado de DNA plasmidial. Mas posteriormente se instituiu
que todos esses fatores contribuiram para o sucesso evolucionario da resisténcia
antibidtica pelos microrganismos (SAUNDERS, 1984). Ou seja, facilidade da
disseminacdo de microrganismos que possuem resisténcia antimicrobiana e o
agrupamento de insercbes de transferéncia carregando determinantes de
resisténcia em plasmidios ou no cromossomo, fornece argumentos para a
existéncia de bactérias multirresistentes (COHEN, 1976; SAUNDERS, 1984).

Os determinantes de resisténcia, juntamente com o material genético,
s&o transferidos por diversos mecanismos entre os staphylococci. Eles s&o os
tradicionais processos de transdugao, transformacao, conjugagéo e um processo
chamado de transferéncia por cultura mista ou conjugagdo fago-mediada. Embora
esses mecanismos tenham sido demonstrados em laboratdrio, a contribuicdo
plena que cada processo determina nas frocas de resisténcia, entre o habitat
natural do microrganismo, ainda € incerto (LYON & SKURRAY, 1987).

Essa transferéncia do material genético com os determinantes de
resisténcia, juntamente com outros fatores, levou as linhagens S. aureus isoladas
de ambientes clinicos a serem 90% resistentes ao antibidtico penicilina. Esses
antimicrobianos, chamados de antibidtico p-lactdmicos, produzem um efeito
bactericida por inibicdo da enzima gue sintetiza a parede celular do
microrganismo, pelo catabolismo no estdgio vital da biossintese da parede. Desse

modo, a inibigao é resultado direto da ligacao covalente do antibidtico com uma ou
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mais enzimas penicilinas sensiveis, denominadas de proteinas ligantes da
penicilina (PBPs).

O Staphylococcus aureus possui trés mecanismos de resisténcia aos
antibidticos B-lactamicos, clinicamente significativos. O primeiro é a inativagéo da
penicilina através da hidrolise do anel B-lactamico pela penicilinase ou f-
lactamase. O segundo mecanismo € igualmente efetivo contra penicilinas B-
lactamase sensiveis e resistentes, pois envolve a baixa afinidade a substancia
PBPs, uma vez que o antibidtico dificiimente se ligara a essa proteina. O Ultimo
mecanismo € a tolerdncia desse microrganismo aos efeitos bacterianos dos
antibidticos p-lactamicos. (SABATH, 1982; NETO et al., 2000).

Como os Staphylococcus aureus multirresistentes se tornaram um
problema constante aos hospitais e para a comunidade relacionada com a area da
satde (HORIBA et al., 1995; VALENCIA ef al., 1997; BERNARDS ef al. 1698), &
de grande interesse observar a disseminacg@o desse microrganismo, também na
clinica odontoldgica.

Esse € um ambiente que possui um aito indice de contaminag&o tanto
bacteriana, como fungica e virall. Por sua vez a disseminacio desse
microrganismo no ambiente ontoldgico, também ocorre, pois os profissionais
dessa area estdo expostos direta e continuamente a uma grande variedade de
microrganismos presentes, especialmente, no sangue, na saliva e nas vias aéreas

respiratorias dos pacientes (FERNANDES, 2000).
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Muitos aspectos da pratica odontolédgica contribuem para a transmissao
de S. aureus e outros microrganismos em um ambiente clinico (FIG. 07). As
principais rotas de transmissdo e disseminagéo de microrganismos, entre eles o S.
aureus, €. - 0 contato direto com lesdes infectadas, inoculagdo de sangue ou
saliva contaminados através de inalacdo ou ingestdo dos microrganismos; -
transmissdo indireta através de objetos contaminados; - extravasamenio de
sangue, saliva ou secrecdes contaminadas; - € a aerossolizagdo dos fluidos
biolégicos com transferéncia de microrganismo (AUTIO et al, 1980;
SAMARANAYAKE ef al,, 1995; FERNANDES, 2000), sendo esta aerossolizacao
formada, quando se utilizam instrumentos rotatorios de baixa e alta rotagéo ou

seringas acopladas ao sistema arfagua (ITO ef al., 1998).
FIGURA 01: Cadeia epidemiolégica da infecgao na pratica odontologica
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Estudos relatam que os microrganismos da cavidade bucal e do trato
respiratorio podem ser transportados pelo aerossol e pelos respingos gerados
durante os procedimentos operatorios dentais, podendo contaminar z pele, as

membranas mucosas da cavidade bucal, do sistema respiratério e da conjuntiva
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dos olhos da equipe odontoldgica (MILLER ef al., 1971; EARNEST & LOESCHE,
1991; BENTLEY et al., 1994). Segundo CRAWFORD (1983} muitas infecgdes, que
se originam no consultdrio odontolégico, podem ser causadas por transmisséo de
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Treponema pallidum, Neisseria
gonorrhoeae, Slreptococcus pneumoniae, Hemophillus spp, Mycobacterium
tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, virus respiratorios e hepatite virais. A
viabilidade desses microrganismos dentro do ambiente € de alguns minutos até

semanas (QUAD. 01).

QUADRO 01: Distribuicdo, fonte/procedéncia e viabilidade no ambiente.

Microrganismo Fonte/Procedéncia Viabilidade
Staphylococcus aureus Saliva, pele, exsudato. Cinco dias
Streptococcus pyogenes Saliva, secreches. Dois dias
Mycobacterium tuberculosis Escarro. Duas semanas
Virus Herpes Simples (HVS) Saliva, vesicula. Minutos
Virus Herpes Zoster (VHZ) Saliva, vesicula. Horas
Virus Caxumba Saliva. Horas
Virus Influenza Saliva, secregies. 12 horas
Virus Hepatite A (HVA) Saliva, sangue, urina, Semanas
Virus Hepatite B (HVB) Saliva, sangue. Semanas
Virus AIDS (HIV) Sangue. Minutos
Streptococcus “grupo mutans” Saliva. Horas

Fonte: PIMENTA ef a/., 1995.

Como a contaminagao do ambiente clinico pelo aerossol proveniente do
sistema de refrigeracado desses instrumentos rotatérios € muito grande, a reducgéo

ao maximo da possibilidade de contaminacdo cruzada requer a lavagem das
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maos, o0 uso de luvas, mascaras, protetores oculares, aventais, de campos
cirGrgicos, etc. (WOQOD, 1993; BUGARDT & LEAO, 1997). Além disso, outros
procedimentos s&o realizados para diminuir essa contaminac&o, como a utilizacéo
de barreiras fisicas (diques de borracha) e sugadores de alta poténcia (MILLER et
al., 1971, COCHRAN et al., 1989).

QOcasionalmente, essa contaminacdo pode levar a uma infecgéo. Porém
o desenvolvimento de um processo infeccioso dependera da relacédo que o
microrganismo estabelece com seu hospedeiro. Para combater o processo
infeccioso, normaimente utiliza-se de antimicrobianos, e o resuitado do tratamento,
vai depender da correta identificacéo, tipabilidade do microrganismo e a selecao
da droga mais eficiente (NEIDLE & YAGIELA, 1991).

Devido a importdncia da disseminagdo dos estafilococos
multirresistentes, torna-se necessarioc a caracterizagdo e diferenciagio dos
isolados, além do nivel de espécie de uma determinada cepa. Para caracterizar
esses isolados, diversos tipos de técnicas, tanto fenotipicas como genotipicas, sdo
utilizadas nos laboratérios de microbioiogia.

A tipagem de microrganismos em niveis cada vez mais detalhados tem
aplicagdo em diferentes areas da microbiologia como, por exempio, auxiliar na
investigacgéo de surtos nosocomiais (BINGEN, 1994; JARVIS, 1994), determinacéo
da relagdo filogenética entre organismos (GRIMONT & GRIMONT, 1986) e
estudos da dindmica das infeccdes bacterianas na pratica clinica (LIPUMA ef al,,

1989).
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Entretanto, a escolha de quais técnicas de tipagem em especial utilizar
nem sempre € uma decisao simples, pois elas possuem caracteristicas intrinsecas
proprias e deve-se levar em conta o propoésito da investigacao. MASLOW et al,
1993 caracterizaram métodos de tipagem usando cinco critérios ou propriedades
desejaveis, que sao: tipabilidade, reprodutibilidade, poder discriminatério,
facilidade de interpretacdo e facilidade de uso.

Tipabilidade refere-se a habilidade que a técnica possui em fornecer
resultado preciso e Unico para cada isolado examinado; isolados nao tipaveis sao
aqueles que apresentam resultados nulos ou de dupla interpretacdo. A
reprodutibilidade & a capacidade da técnica produzir o mesmo resultado quando o
isolado é testado repetidamente. Ja o poder discriminatério refere-se a habilidade
gue a técnica apresenta em discernir entre amostras relacionadas e n&o
relacionadas. Essa discriminagcdo € importante, porque alguns sistemas de
tipagem tém a capacidade de posicionar os organismos em alguns grupos
principais, enquanio outros dividem os isolados em alguns pequenos
agrupamentos (“clusters”), freqlientemente subdividindo grupos de isolados que
estao estreitamente ligados em um evento epidemioldgico (TENOVER et al, 1994).
Facilidades de interpretacdo e de uso s&o da mesma maneira ferramentas de
grande importancia para as varias técnicas.

Caracteristicas referentes aos procedimentos técnicos realizados
também devem se avaliadas. Assim, a analise de custo, infra-estrutura de
equipamentos e a dificuidade de execugao efou interpretacdo devem ser levadas

em conta na escolha do metodo a ser empregado. O tempo para a obtengéo dos
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resultados também pode ser um fator importante em determinadas situagbes,
como por exemplo, um surto de infeccao hospitalar em curso com altas taxas de
mortalidade.

A analise de varias bacterias isoladas por métodos fenotipicos e
genotipicos pode ser usada para identificar caracteristicas de espécies
particulares. A divisao de descendéncia dentro de subgrupos definidos € chamada
de tipagem bacteriana. O pré-requisito para todo método de tipagem existente &
gue as linhagens derivadas de um mesmo clone compartiibham as mesmas
caracteristicas em comparacéo com linhagens derivadas de diferentes clones. O
clone bacteriano pode ser considerado como Unico. Quando esse clone bacteriano
se divide, a prole mostra uma composi¢do genetica idéntica. Contudo durante o
processo de multiplicagao diferencas ao nivel do DNA podem ser detectadas, por
exemplo, a troca de um simples par de bases, a dele¢cdo de um gene ou quando
ha uma transformacao com a entrada do DNA de oufra bactéria. Essas mudancgas
sao dependentes do numero de divisdes celulares e a distancia genética entre as
finhagens derivadas de um unico clone, podendo aumentar essa disténcia com o
passar do tempo (BUSCH & NITSCHKO, 1999).

As técnicas de fenotipagem baseiam-se no estudo das caracteristicas
expressas pelos organismos. A expressdo dessas caracteristicas pode n&o ser
estavel e, portanto, mudar ao longo do tempo em funcao de pressdes ambientais
como, por exemplo, aquela representada pelo uso de antimicrobianos. Além disso,
é fruto da regulagio génica e esta pode nao se dar de maneira previsivel, levando

os isolados de uma mesma cepa a apresentarem resultados distintos (MULLIGAN
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& ARBEIT, 1991). Entre essas técnicas podemos citar: - a biotipagem; - o
antibiograma; - a sorotipagem; - a fagotipagem; - analise isoenzimatica ou "Multi
Locus Enzymes Electrophoresis” (MLEE); e, etc.

Um painel de reagentes bioguimicos pode ser utilizado para identificar
um determinado microrganismo pela sua reagéo e pose-se classificar os mesmos
ao nivel do género e de espécies (BUSCH & NITSCHKO, 1999). Essa técnica
denomina-se de biotipagem e consiste em uma técnica amplamente utilizada,
também, para fins de taxonomia, pois se baseia no estudo do padrao de atividade
metaboélica de cada organismo, como. - reagdes bioguimicas, caracteristicas
morfologicas das culturas e tolerancia a extremos de temperatura e pH (ARBEIT,
1997). A fermentacgio da glicose, lactose e outros agucares podem, por exempio,
serem detectados através da formacio de gases ou por mudanc¢a de cor de um
indicador de pH, causadas pela produgdo de acidos. Para fins de estudo de
classificacao ao nivel de subespécie, essa técnica nao apresenta resultados
satisfatérios, pois subdividem isolados pertencentes a um mesmo clone em
subgrupos menores com pouca, ou nenhuma, correlacao epidemiolégica, como
apresentado por TENOVER et al. 1994 e por BUSCH & NITSCHKO, 1999,

Ja com a técnica de antibiograma as bactérias podem ser classificadas
de acordo com ¢ seu crescimento ou susceptibilidade a presenca de diferentes
antimicrobianos. Essa técnica constitui uma rotina na pratica clinica a fim de guiar
a escolha do tratamento, mas seu uso para tipagem é sujeito a criticas e reflexfes.
Como a aquisicdo ou perda de resisténcia a uma certa droga pode-se dar de

diferentes maneiras, como por exemplo, mutagcdo do DNA cromossdmico, perda

i6



Revisd@¢ de Literatura

ou aquisicdo de plasmidio ou por alteragdo na regulagdo génica, o poder
discriminatorio e a reprodutibilidade da técnica sao bastante variaveis (MULLIGAN
& ARBEIT, 1991, BUSCH & NITSCHKO, 1999). Somente em casos individuais &
que a susceptibilidade aos antimicrobianos pode ser utilizada como procedimento
de tipagem.

A técnica de fagolipagem se baseia na susceptibilidade das amostras
em estudo a serem analisadas com um painel de bacteritfagos. A comparacao
dos padrées de susceptibilidade e resisténcia a esses fagos permite relacionarem
isolados agrupando-os em cepas (MASLOW ef al., 1993). A tipagem por fagos é
extensivamente utilizada para analisar a epidemiologia de S. aureus, porem essa
técnica nado se mostra muito discriminatéria e possui um uso limitado. A
sorotipagem € uma técnica onde organismos de uma mesma espécie podem
exibir diferencas antigénicas ao nivel de membrana ou parede celular. Estas
podem ser devidas a presen¢a de lipopolissacarideos (LPS), proteinas de
membrana ou fimbrias, por exemplo. Esse método de anélise também nao possui
um bom poder discriminatdrio e esté restrito a certas aplicacbes.

0 estudo das isoenzimas, ou também conhecido, como “Multi Locus
Enzymes Electrophoresis — MLEE” compara 0s microrganismos com base no perfil
obtido por eletroforese de um grupo de enzimas metabdlicas. Tem boa tipabilidade
e permite a analise matematica muito precisa, mais seu baixo poder
discriminatoric limita seu uso em estudos de epidemiologia hospitalar e analise
populacional (ARBEIT, 1997, BUSCH & NITSCHKO, 1999). Esse método de

tipagem foi usado por décadas no campo da genetica populacional e sistematica
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de eucaridticos. Contudo SELANDER, et al., 1986, foram pioneiros na utilizagao
dessa técnica em microrganismos procarioticos, principaimente em estudos com
Escherichia coli, onde surgiu o interesse dos microbiologistas da area médica por
esse método (BOERLIN, 1997).

No MLEE, uma culiura pura do organismo a ser testado tem o seu
crescimento em condi¢des ideais, as células sdo lavadas com uma solugéo
tampao e posteriormente s8o adequadamente lisadas por métodos especificos,
como por exemplo, com tratamento com ultra-som, vortexzacédo com peérolas de
vidro ou congelamentos e descongelamentos repetidos. A fragdo solavel em agua
do lisado € obtida por centrifugacao e as enzimas citoplasmaticas contidas na
solugdo sao separadas pela sua fungdo, pela sua massa molecular, carga elétrica
e pela conformacao eletroforética. A eletroforese e realizada, mais comumente,
em gel de amido ou poliacrilamida e os procedimentos de coloragdo especificos
sao subseqlentemente usados para revelar a atividade metabdlica das enzimas
apos a migracéo eletroforética (SELANDER et al,, 1986; BOERLIN, 1997).

Apos a coloracdo do gel a posigéo de cada banda, que € intrinseca a
cada enzima, € marcada e comparada com os diferentes isolados nos estudos. As
enzimas estudadas usualmente participam do metabolismo basico da célula e séo
menos sujeitas as alteracOes das pressdes seletivas do ambiente. Diferentes
interpretagdes poderdo ser utilizadas por essa tecnica, por exemplo, na verificacdo
de clones de um determinado microrganismo podendo utilizar o MLEE para obter

o grau de relagdo geneética entre os isolados ou populagdes como apresentar

18



Revisdo de Literatura

implicagbes sistematicas e taxonOmicas (SELANDER et al, 1986; BOERLIN,
1997).

A partir dos estudos realizados por SELANDER e colaboradores em
1988, diversos ouiros foram e estdo sendo feitos ulilizando essa técnica para
microrganismos patogenos, entre eles Candida albicans, Escherichia colj
Enterococcus faecalis, Haemophilus parasuis, Vibrio cholerae, Brucelfa spp,
Staphylococcus aureus, Strepfococcus grupo mutans (SELANDER ef al, 1986;
KAPUR et al, 1995, MASLOW et al, 1995, TOMAYKO & MURRAY, 1995;
BLACKALL, ef al., 1997; BELTRAN et al., 1999; ROSA, ef al., 2000; GANDARA et
al., 2001; ROSA, 2001).

Em contraste com os métodos fenotipicos, os métodos genotipicos
analisam diretamente o DNA (BUSCH & NITSCHKO, 1999). As tecnicas de
genotipagem apareceram com o avango da biologia molecular, pois analisam o
material genetico crémossémico ou extracromossdémico dos microrganismos. Se
comparadas com as tecnicas de fenotipagem, apresentam melhor poder
discriminatoério, tipabilidade e reprodutibilidade (OLIVEIRA & RAMOS, 2002), ja
que as caracteristicas sob andlise, presentes no material genético, sdo mais
estaveis que as caracteristicas fenotipicas e estao menos sujeitas a alteragdes por
pressao seletiva do meio ambiente (TENOVER ef al, 1994). Essas técnicas
podem ser realizadas e interpretadas através da analise plasmidial e da analise do
DNA cromossdmico, entre elas estao, o perfil do DNA cromossdmico por enzimas
de restricdo, também denominadas de polimorfismo no comprimento do fragmento

de restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP), reagcadc em
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cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), ribotipagem,
eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field Gel Electrophoresis — PFGE), etc.

A andlise de plasmidios foi a primeira técnica de genotipagem
desenvolvida e utilizada em estudos epidemiologicos (MASLOW, ef al, 1993).
Essa andlise € feita separando o DNA plasmidial da fracdo cromossOmica do
genoma e submetendo-o a provas, que vao desde a eletroforese em gel, que se
encarregara de separar os varios plasmidios porventura existentes com base em
sua massa molecular, carga elétrica e estrutura espacial, até a analise utilizando-
se enzimas de restricdo. Nesse Ultimo caso, o contetido plasmidial € submetido a
digestao através de enzimas que atuam em sitios especificos de clivagem,
gerando um ndmero maior de bandas a serem analisadas apés a eletroforese em
gel de agarose.

Uma limitagdo dos estudos de base plasmidial & o fato de que nem
todos os organismos 0s possuem, acarretando prejuizo para a tipabilidade da
técnica e impossibilitando o seu uso para alguns isolados {TENOVER et al., 1994).
Ainda ha a possibilidade de transmissdo desses fragmentos entre microrganismos
de uma mesma espécie ou interespecie, 0 que pode levar ha uma rapida
disseminagdo de um plasmidio em uma dada instituicdo, onde o poder
discriminatorio pode assim, sofrer interferéncias (ARBEIT, 1997). Mesmo assim,
ainda € uma alternativa para o género Staphylococcus e algumas espécies de

enterobactérias (TENOVER et al,, 1994).
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3. MATERIAL E METODOS

a. Isclamento e Identificagdc de Staphylococcus aureus

As amostras de S. aureus foram coletadas do ar ambiente da clinica
odontoldgica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - FOP/UNICAMP, em
um periodo de 12 meses, sendo que estas coletas foram conduzidas duas vezes
ao més, totalizando 24 amostragens. Determinou-se, conjuntamente, o nimero de
pacientes atendidos em cada periodo da coleta, consultando-se a area de
informatica da instituicao.

A clinica de graduagéo da Faculdade possui 90 equipos odontoldgicos
separados por barreiras fisicas de alvenaria, com uma altura aproximada de
1.40m, sobre as quais foram colocadas doze (12) placas de Petri dispostas por
toda area da clinica, contendo o meio seletivo para Staphylococcus, Agar Manitol
Salgado (AMS) (FIG. 02).

No dia da coleta, elas foram mantidas abertas por 2 horas no periodo
da tarde, durante os trabalhos da clinica integrada e plantao de urgéncia (FIG. 03).
Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 37°C, por 48 horas no
laboratério de Microbiologia e Imunologia do Departamento de Diagndstico Oral da
FOP/UNICAMP. Apos esse periodo, foram selecionadas das placas de cultura,
coldnias que apresentaram um halo amarelo indicativo da fermentagao do manitol

por estafilococos patogénicos (FINEGOLD & BARON, 1989).
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FIGURA 02: Planta esquematica da clinica odontolbgica e disposicio das placas.
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FIGURA 03: Clinica odontolégica com as placas dispostas nos setores determinados

A caracterizacao morfolégica inicial dos isolados dessa espécie foi feita
através da coloragado de Gram, as quais se apresentaram ao microscopio como
células esféricas de cerca de 1um de didmetro, Gram positivas, agrupados em
massas irregulares ou em forma de cachos de uva. Concomitantemente, as
coldnias caracteristicas foram submetidas ao teste da catalase, cbservando-se a

formacao de bolhas, indicativo de uma reacao positiva.
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A confirmacdo da identificacdo e caracterizagdo da espécie
Staphylococcus aureus foi baseada ainda, na utilizagao de meio cromogénico CSA

(CHROMagar Staphylococcus aureus) e pelo teste da coaguiase.

b. Meic Cramogénico — CHROMagar Staphylococcus aureus

As linhagens de Staphylococcus, previamente selecionadas, foram
repicadas em meio de cultura cromogénico CHROMagar Staphylococcus aureus
(CHROMagar - Paris), e incubadas a 37° C por 24 horas. As coldnias de
Staphylococcus aureus demonstraram uma coloragdo malva/roxa, sendo que
outras cores diferentes desta foram identificados como Staphylococcus spp.
(GAILLOT ef al, 2000, MERLINO ef al, 2000). Essas colfnias foram entéo,
inoculadas em Agar Nutriente (NA) e incubadas a 37°C por 24 horas.
Posteriormente ao seu crescimento, foram submetidas ao teste da coagulase

(FIGS. 02 e 03— ANEXOS).

c. Teste da Coagulase

Esse teste detecta a coagulase livre, que & secretada
extracelularmente e que reage com o plasma, atuando sobre a protrombina e o
fibrinogénio, fermando um complexo de fibrina (KONEMAN ef al., 1994; MAZA ef
al., 1999). Para o teste foi ufilizado plasma de coelho liofilizado (Coagu-
Plasma/LABORCLIN - Ltda.), acrescentando ao frasco 3,0mL de solugéo

fisiologica (NaCl 0,85%), homogeneizando suavemente até a completa dissolugao
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do produto. Foi adicionado a um tubo de ensaio 0,5mL do plasma e uma quantia
de colénias do microrganismo homogeneizando a suspensao. O tubo foi incubado
(35°C por 4 -18 horas) e apds esse intervalo detectou-se a formagao de um
coagulo, movimentando-se levemente o tubo. (KONEMAN et al, 1984; MAZA et
al., 1999). As amostras coagulase positivas foram identificadas como S. aureus,

as quais foram mantidas em NA, para uso posterior (FIG. 04 — ANEXOS).

d. Teste da Producac de Beta-lactamase

As B-lactamases s&o enzimas produzidas por algumas bactérias, que
atuam na hidrolise do anel B-lactamico da penicilina transformando-a em acido e
neutralizando seu efeito bactericida. O disco de Cefinase (Becton Dickinson and
Company - USA) é impregnado com uma cefalosporina cromogénica, chamada
nitrocefina. Esse disco sofrera uma mudanca rapida de cor do amarelo para
vermelho quando a ligagdo amida do anel B-lactAmico for hidrolisada pela B-
lactamase.

Quando o Staphylococcus aureus produzir essa enzima em quantidade
significante, o disco de cor amarela se transformara em vermelha na regido de
contatoc com ¢ microrganismo. O teste foi realizado colocando os discos sobre
l{dminas para microscopia, umedecidos com H.Q destilada estéril. Com uma aica
de platina, foram coletadas algumas coldnias de S. aureus do NA e espalhadas
sobre os discos. Os resultados foram obtidos e a interpretagdo foi realizada

segundo as instrucdes do fabricante (QUAD. 02) (FIGS. 05 e 06 — ANEXOS).



Material e Métodos

QUADRO 02: Interpretacdo para a producio de B-lactamase

. - Tempo/ =
Microrganismo Resultado reacio Interpretacéo
Resistente para penicilina, ampiciling,
Staphylococcus . carbenicilina. Provave! susceptibilidade para
positivo 1hora - -
aureus cefaloting, oxacilina e penicilinas B-lactamase
resistentes.

e. Avaliagéo da Resisténcia — Antibiograma

Para a avaliagdo da resisténcia aos antibidticos, pelo métedo de difusdo
em discos (BAUER et al, 1968), foram utilizadas culturas jovens de
Staphylococcus aureus, cultivadas em meio BHI caldo (Brain Heart Infusion Broth),
incubadas a 37°C por 2 a 8 horas, e padronizadas com uma turbidez de 0,5 na
escala MacFarland, a qual correspondem a aproximadamente 1,5 x 10® unidades
formadoras de coldnia (UFC/mL). Esta foi ajustada, quando necessario, para
igualar ao padrao da escala por diluicdo, adicionando solugcdo salina ou BHI
(MAZA et al., 1999).

Apo6s a padronizacdo, uma zaragatoa (“swab”) estéril foi mergulhada no
inoculo e espalhado por toda a superficie do Agar Mueller-Hinton (AMH) por
rotac@o. Nesta placa foram aplicados os discos impregnados com os respectivos
antibidticos ampicilina, amoxacilina/ac. clavulanico, cefalotina, clindamicina,
eritromicina, oxacilina, tefraciclina e vancomicina. As placas foram entao,
incubadas por 24 a 48horas e apos esse periodo procedeu-se a mensuracgac do

halo de inibigdo, ao redor do disco (MAZA et al., 1999).
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Para a realizacdo do teste foram utilizadas culturas jovens de S. aureus,
cultivadas em tubos com o meio BHI caldo a 37°C por 2 a 8 horas e padronizadas
para uma turbidez de 0,5 na escala MacFarland (1,5 x 10° UFC/mL). Apéds a
padronizagdo, uma zaragatoa (“swab”) estéril foi merguthada no indculo e
espalhado por toda a superficie do AMH, suplementado com NaCl a 4%, por
rotagao de 60° e apds alguns minutos, sobrepds-se a tira do antibidtico oxacilina.
As placas foram co_iocadas na estufa a 37°C por 24 horas. Passado esse periodo,
procedeu-se a leitura dos resultados seguindo os padrbes estabelecidos no

QUAD. 04 conforme instrugdes do fabricante (FIGS. 10a 12 — ANEXQOS).

QUADRO 04: Padrao para interpretacfo para MIC com o Efest oxacilina.

Antibacteriano | Controle de Qualidade Padréo Interpretativo

Em pg/ml..
Critéric - NCCLS S. aureus ATCC 43300 Resistente Intermediario | Sensivel
Oxacilina 16-64 >04 - =02
Critério - fenotipico Gene mecA +
Oxacilina >04d
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g. Caracterizacdo Plasmidial dos S. aureus

Para a realizagdo do isolamento plasmidial foi utilizado o protocolo
descrito por Giambiagi-de-Marval, 1990. As culturas foram crescidas em 3,0mL de
meio de cultura BHI, incubadas por 18 horas (overnight), a 37°C. As células foram
colhidas apos centrifugacdo a 12.100g por 15 minutos. As mesmas foram lavadas
01 vez em TE (0,01M de Tris; 0,01M de EDTA; pH 8,0). O sedimento celular
(peliet) foi ressuspenso em 4004L de tampao de lise (0,05M de Tris, pH 8,8; 0,04M
de EDTA, pH 7,5; 0,05M de NaCl; sacarose 25% P/V). Foram adicionados 4pL de
lisostafina (Sigma — 1mg/mL de TE). A suspenséo celular foi incubada a 37°C por
1 hora. Decorrido esse periodo, a suspensao foi tratada com 50uL de pronase
(Sigma — 10mg/mL de H,O destilada) e incubada por 10 minutos, a 37°C. Apds
esse tempo foram adicionados 100uL de SDS (10% P/, em HO destilada). A
preparagac foi incubada novamente a 37°C por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 80uL de KCI 4M, a preparacao foi aquecida a 65°C por 5 minutos e
transferido imediatamente para o gelo. Aguardou-se de 15 a 20 minutos e a
preparacao foi centrifugada a 12.100g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
foram coletados e o DNA foi precipitado com dois volumes de etanol gelado
{(aproximadamente 800ul) a -20°C por 18 horas {(ou a -70°C por 1 hora). Apos
esse periodo as preparagdes foram centrifugadas a 12100g por 30 minutos a 4°C.

Uma vez isolado, o DNA plasmidial foi ressuspenso em 50ul de TE e
estocados a 4°C até o seu uso. As fragbes foram submetidas a eletroforese em gel

de agarose a 0,8% por 2 horas (WOODFORD et al., 1994), utilizando 10ulL do
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DNA plasmidial, juntamente com 5ul de tampéo de corrida (stop mix - glicerol
(50%), azui de bromofenol (0,125%) e xileno cianol (0,125%)).

Apods a corrida eletroforética, os géis foram corados com brometo de
etidio durante 30 minutos. Os mesmos tiveram as suas imagens capturadas pelo
sistema de documentacdo de gel ImageMaster VDS (Amersham Pharmacia
Biotech do Brasil — Ltda) e processadas pelo programa SigmaGel (Jandei
Informatics), determinando-se as massas moleculares dos plasmidios através de
procedimentos de regress&o linear, estabelecidos a partir do padrao molecular 7
Kb DNA Extension Ladder (Life Technologies — Lida).

Em posse das massas moleculares, os perfis dos isolados foram
convertidos em matriz de dados binarios, a presenca de banda recebeu o valor 1 e
a auséncia o valor 0. A mesma foi analisada pelo programa estatistico NTSYS
(DHMOON - Applied Biostatistics), utilizando o coeficiente SIMPLE MATCHING, e
o método de agrupamento UPGMA, formando o dendograma de similaridade entre

os perfis plasmidiais.

h. Eletroforese de Isoenzimas ~ MLEE

As linhagens de S. aureus foram cultivadas por 24 horas, em frascos
com 200mL de caldo de BHi, a 37°C em agitador orbital (shaker). Apos esse
periodo de incubacéo as culturas foram centrifugadas a 5000g por 3 minutos e as

células foram lavadas duas vezes com tampao fosfato de potassio 40mM (pH 7,5).



Material e Métodos

Os sedimentos celulares foram fransferidos para tubos criogénicos
(2,0mL), ressuspendidos com 250uL de tampéo fosfato, aos quais foram
adicionadas peérolas de vidro (0,45 - 0,55mm -) em quantidades iguais as das
massas celulares. Os tubos foram dispostos em um disrruptor de células para oito
tubos (Bead Beater — Biospec, Inc.), agitados a 4500rpm por 1 minuto, em
tomadas de 30 segundos, com os tubos sempre mantidos a 0°C. Para obtencao
dos sobrenadantes com as proteinas citoplasmaticas totais os tubos foram
centrifugados a 15000g. Esses foram fransferidos para tubos de microcentrifuga
(1,5mL), mergulhando as tiras de papel de filtro (wicks) Whatman no.3 de
5x12mm, que foram mantidas a ~70 °C, até o momento de uso.

A eletroforese foi processada em suporte de amido (SMITHIES, 1955)
de milho hidrolisado (Penetrose 30 — Refinagbes de Mitho Brasil Ltda) a 13% em
solucao tampéao (Tampéao A) na concentragéo de 1:30, de acordo com SELANDER
(1986). O amido foi dissolvido e cozido sob aquecimento em forno de microondas
e agitacao. O mesmo foi vertido em molde de acrilico de 200x120x10mm
(ALFENAS et al., 1998) até ¢ seu compieto resfriamento.

Foi realizado um corte longitudinal a 25mm de uma das margens do gel
de amido. A menor por¢ao foi afastada e inseriram-se os “wicks” com as amostras
protéicas. Uniram-se as duas partes e todo o conjunto foi levado ao refrigerador.
Os moldes foram colocados sobre cubas contendo o sistema de tampao A
(SELANDER et a/., 1986) e conectados por pontes de tecido (Perfex®) embebidas

em tampao.
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A partir de uma fonte de eletroforese foi utilizada uma d.d.p. de 130volts
“overnight” com o indicador de migracéo (azul de bromofenol) entre 80-100mm em
relacdo a linha de aplicag&o. Ao término da corrida o gel foi fatiado em plano
transversal de modo a formar laminas de aproximadamente 1,5mm de espessura
por intermeédio de réguas sobrepostas e de um fio de nylon (linha para pesca n°
15). Essas fatias foram removidas para cubas de porcelana, recipientes nos quais
foram realizadas as revelacbes enzimaticas (FIG. 13). De acordo com SELANDER
et al., 1986 e ALFENAS ef ai., 1998, os sistemas analisados foram: - catalase
(CAT — EC 1.11.1.6); - alcool desidrogenase (ADH —~ EC 1.1.1.1); - glucose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH — EC 1.1.1.49); - glucose desidrogenase (GDH —
EC 1.1.1.47); - malato desidrogenase (MDH - EC 1.1.1.37); - B-galactose
desidrogenase (GLDH - EC 1.1.1.48); - o,p esterase («,p EST - EC 3.1.1.1); -
manitol-1-fosfato desidrogenase (M1P - EC 1.1.1.14).

Apds a revelacdo das bandas de cada enzima, as imagens foram
capturadas por “scanner” (HP — modelo Scandet 4C/T) e analisada pelo programa
SigmaCGel (Jandel informatics), obtendo os valores de mobilidade relativa (Rm)
para cada banda, em funcdo da distancia de migracdo do azul de bromofenol.
Esses perfis foram convertidos em matriz de dados binarios, na qual a presenca
de banda recebeu o valor 1 e a auséncia o valor 0. Essa matriz foi analisada pelo
programa estatistico NTSYS, utilizando-se o coeficiente de similaridade SIMPLE
MATCHING e o metodo de agrupamento UPGMA, originando ¢ dendograma de

similaridade, com o agrupamento de clones bacterianos formados.
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4. RESULTADOS

As amostras de Staphylococcus aureus foram coletadas do ar ambiente
da clinica odontolégica, dentro do periodo de setembro de 2000 a dezembro de
2001, excetuando-se os meses de janeiro, fevereiro e julho de 2001, onde a
clinica odontolégica passou por uma ampla reforma, evitando-se assim, variaveis
que pudessem alterar os dados da presente pesquisa. Cada regido onde foram
dispostas as placas de Petri na clinica foi denominada por letras A a L, incluindo a
letra K.

Apods cada coleta, as amostras foram processadas nos laboratorios de
Microbiologia e Imunologia — FOP/UNICAMP. O nGmero total de coldnias isoladas
nas placas de AMS, nas vinte e quatro coletas, foi de 9775, com uma media de
aproximadamente 407 coldnias por coleta. Desse total, 32% (3149) das coldnias
fermentaram o manitol (manitol-positivas), enquanto que dessas coldnias apenas
1,4 % (44) foram identificadas como S. aureus apds os testes bioquimicos, como

ilustra a TAB. 01.

TABELA 01: Linhagens Coletadas na Clinica Odontoldgica.

Coietas Total — UFC MAS Chromagar
24 9775 3148 44
Média por coleta 4072 131,2 1.8
% - 32,2 1.4

Ll
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Os dados fornecidos pelo setor de informatica da faculdade permitiram
conhecer 0 nimero de pacientes atendidos em cada dia de coleta, uma vez que
0s$ mesmos $a0 cadastrados no banco de dados disponivel na clinica. A média foi
de 128 pacientes atendidos por periodo de trabalhos clinicos.

Depois de realizadas as coletas, todas linhagens que apresentaram um
halo amarelo indicativo da fermentacao do manitol, foram submetidas a coloracéo
de Gram, aco teste da catalase, da coagulase, ao meio cromogénico e ao
antibiograma. Foram identificadas 44 linhagens de Staphylococcus aureus no total
das 24 coletas realizadas. Essas linhagens receberam uma sigla de identificagéo,
indicando onde e quando foram coletadas (QUAD. 07 - ANEXQOS).

Uma vez identificadas, determinou-se a prevaléncia das linhagens de S.
aureus nas diferentes regides da clinica odontologica, durante todas as coletas,
conforme podemos demonstrar: - na data em que foi realizada a primeira coleta,
19/09/2000, foram isoladas quatro cepas em diferentes placas em diferentes
partes da clinica A, D, E, F, como ilustra o QUAD. 05.

Com relagao, ainda, a prevaléncia das amosiras de S. aureus, deniro
da clinica odontoldgica, podemos observar que foi isolado um maior nimero de
linhagens de S. aureus no setor C (15,9%), seguido pelo setor G (13,6%), e pela
area A (11,4%) onde sao realizados os tratamentos odontologicos de emergéncia,
seguido pelo setor K, E e assim por diante, como Hustra o GRAF. 071. Metade dos
isolados (50%) foi coletada dos setores A a E indicando uma maior prevaléncia

nos setores onde se encontram um maior ndmero de equipos odontoldgicos.
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QUADRO 05: Prevaléncia das Linhagens Dentro da Clinica Qdontolégica

l.ocalizacdo das linhagens na Clinica Odontologica

Data

B Cc D E F G H I

19/09/00

24/10/00

31/10/00

21/11/00

28/11/00

05/12/100

12/12/00
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27103/01

03/04/01

17/04/01

15/05/01

29/05/01
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26/06/01
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28/08/01
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2711/01
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GRAFICO 01: Prevaléncia das Linhagens Dentro da Clinica Odontolégica
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Os resuitados, para o teste de producgdo de B-lactamase, mostraram que

80% (35) das linhagens de S. aureus foram p-lactamase positivas e apenas 09

(20%) nao produziram essa enzima, ou seja, p-lactamase negativas (QUAD. 06).

QUADRO 06: Producédo de B-lactamase pelas linhagens de S. aureus

Produgdo de B-lactamase

n° de linhagens de S. aureus

%

8-lactamase positivos

35

80

p-lactamase negativos

0o

20

A interpretacdo da producgdo dessa enzima em comparacac com o

antibiograma evidenciou que 11,3 % das amostras B-lac (~) foram sensiveis a

todos antibidticos testados e 04 (8,7%) das p-lac (~) foram resistentes a

eritromicina. As linhagens p-lac (+) foram resistentes a ampicilina conforme

estabelecido pelo fabricante e comprovado pelo método de difusdo em disco.

QUADRO 07: Producéao de B-lactamase comparando com o Antibiograma

Producéo de p-lactamase

Resisténcia = . %
p-ac positivos g-lac negativos
Sensivel —— 05 11,3
Eritromicina — 04 8,7
Ampicilina 35 —_— 80.0

O padrao de susceptibilidade das 44 linhagens de S. aureus isoladas,

fornecido pelo método de difusdo em disco, em relacdo aos oito antibidticos
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analisados, apds comparacao dos resultados com os valores preconizados pelo

NCCLS, foi estabelecido conforme ilustra o QUAD. 08.

QUADRO 08: Padrao de Susceptibilidade - Antibiograma

S, aureus Amp |AmciCla Eri CH Oxa Tet cfl Vac
01 WCA1909 R 8 s s S S S S
02 WCD1909 R 5 8 S ) S S S
03 WCE1909 S 8 R s 3 S S S
04 WCF1908 R s 3 s S S S S
05 wCB3110 R s R 3 5 ) S S
06 WCD3110 R s R s s S s 8
07 wCB2111 R I s S S S S S
08 WCF2111 R 8 s s 3 ) S S
0¢ WCEDS512 R 8 8 s S S S S
16 wWC10512 R s 3 s 8 3 S S
11 WCKO0512 R 8 3 8 3 S S S
12 WCLO0512 8 8 R S S 3 S S
13 wCCc1212 s 8 8 38 S s S S
14 | WCAO60631 R S R ) S s S S
15 | WCA27031% 8 8 8 8 S s S S
16 | WCC27031 R s S ) s s s S
47 | WCF27031 R 3 R S 8 s S S
48 | WCBO03041 R S s S s S S S
19 | WCCO03041 S S R S s s s s
20 | WCC03041 R ) s 3 S ] S s
21 | WCG03041 R s R ) s S 8 S
22 | WCKO03041 S 3 S 8 5 s 8 S
23 | WCA15051 R S s 3 s s s s
24 | WCE15051 R s S s s s S S
25 | WCK15051 R S S ) s S 8 S
26 | WCA29051 s S s S S S s s
27 WCI29051 R ) s s s s S S
28 | WCG15061 R s ) s S s S S
29 | WCK19061 R S 5 3 8 s S S
30 | WCG260861 R ) S ) ) S S s
3 wWCJ26061 S S S S 3 S S S
32 | WCL26061 R 3 s S S s S s
33 | WCCo7081 R S s s 8 [ s s
34 | WCKO07081 R S s s S R 3 S
35 : WCC09101 R S R 8 8 3 S S
36 | WCD09101 R | 8 S S | 8 s
37 | WCG09101 R S s S S I 3 S
38 wCl09101 S 5 s ) S S S S
39 | wWCI09101I R s S s S s 8 S
40 | WCC19101 R s s s S ! s S
41 | WCG06111 R 8 R S S S s S
42 | WCGee111l R S 8 s s 5 5 )
43 | WCHO6111 R S s s S I s )
44 | WCE27111 R ) S s S | 8 3
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Para o antibidtico ampicilina os resultados mostraram que 80% dos
isolados foram resistentes, em relacdo a erifromicina 25% foram resistentes, e
apenas duas linhagens (4,5%) demonstraram resisténcia intermediaria para a
amoxacilina/acido clavuldnico. Ja para a tefraciclina 2,3% foram resistentes e
13,6% das linhagens apresentaram resisténcia intermediaria. Para os outros
antimicrobianos ensaiados a sensibilidade foi de 100% para os 44 isolados

(QUAD. 09).

QUADRO 09: Resisténcia aos Antimicrobianos

Resisténcia
Antibiético
Sensivel Intermediario Resistente
Ampicilina 09/20 - 35/80
Eritromicina 34175 - 10125
Tetraciclina 371841 06/13.,6 01/2,3
Amoxac/ Ac. Clav 42/95.5 02/4.,5 -

Na avaliacéo da minima concentracao inibitéria (MIC) para a oxaciina,
através do Etest (AB biodisk - Sweden) a interpretagdo seguiu os padrdes
estabelecidos de acordo com as instrugdes do fabricante. Baseados nestes dados
foram obtidos os resultados da minima concentracéo inibitoria e susceptibilidade
para o antibidtico oxacilina das linhagens de S. aureus isolados na clinica
odontologica. Nenhuma linhagem se mostrou resisiente a oxacilina (OSSA —

Staphylococcus aureus Oxacilina Sensivel). O maior valor para o MIC dentre
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essas linhagens foi de 2 ug/ml. e o menor de 0,125 ug/ml com uma média de

0,40 pg/mL, como pode ser observado na TABELA 02.

TABELA 02: Minima Concentracéo Inibitéria (MIC)

Etest
Linhagens MIC {(ng/mlL.} Sensivel /Resistente
WCC27031 2,0 S
WCJ26081; WCI09101 0,125 8
Meédia Total 0,40 -

Apds as andlises dos parametros propostos, foi feito o isolamento e a
caracterizacao plasmidial. A partir da corrida eletroforética, realizada em gel de
agarose, a utilizacao do padrao de massa molecular de 1Kb (1Kb DNA Extension
Ladder - Life Technologies) possibilitando a analise dos géis com o programa
Sigma Gel (Jandel Scientific), nas quais foram determinadas as massas
moleculares dos plasmidios. Os mesmos apresentaram 03 tamanhos distintos: -
4 5Kb: 1,5Kb; e, 1,2Kb respectivamente, conforme ilustra as FIGS. 04 e 05.

Com os perfis plasmidiais foi construida uma matriz de dados binarios e
utilizando o coeficiente de similaridade SIMPLE MATCHING, juntamente com o
método de agrupamento UPGMA, construiu-se o dendograma de similaridade.
Nele pdde-se observar a formacao de 03 agrupamentos, denominados 1, il e I,
que foram obtidos a partir da presenca e da massa molecular dos plasmidios

isolados.
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FIGURA 04: Isolamento Plasmidial das linhagens de Staphylococcus aureus de 01 a 22

P Tt 2 3 4 3 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ey Cromossomo
Plasmidios
% 4,5 4 ,5
> 1.2

FIGURA 05: Isolamento Plasmidial das linhagens de Sfaphylococcus aureus de 23 a 44

P 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
——2> Cromossomo

Plasmidios

1,5
> 1.2

—> 4,5

No agrupamento I foram reunidas 18 linhagens de S. aureus
apresentando o mesmo perfil plasmidial com 02 plasmidios isolados de massa
molecular de 1,5Kb e 1,2Kb. Ja no grupo Il as linhagens 13, 16, 22 e 25
apresentaram 03 plasmidios com respectiva massa molecular de 4,5Kb, 1,5Kb e
1,2Kb. No agrupamento Ilf, ndo foi isolado nenhum plasmidio (FIG. 06 E QUAD.
10). O perfil plasmidial, de todas as linhagens, foi comparado com a resisténcia

(antibiograma), que pode ser observado no QUAD. 11.
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FIGURA 06: Dendograma de Similaridade do Perfil Plasmidial de S. aureus

Dice - UPGMA : |

0 03 0.5 .8 1.

3z Agrupamento |

22 Agrupamento I}
e Agrupamento IH

QUADRO 10: Perfil Plasmidial das linhagens de S. aureus

Agrupamento Linhagens % Piasmidios
01, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10,
11, 12, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21,

H 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 38,6 02
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42.43, 44
il 13, 16,22 e 25 9,1 03
| 02 2,3 00
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QUADRO 11: Perfil Plasmidial X Antibiograma

Agrupamento Linhagens Resisténcia - Antibiograma
15, 26, 31, 38 Sensivel
01, 04, 08, 09, 10, 11, 18, 23, Amp
24, 27, 28, 29, 30, 32, 39, 42
03,12, 19 Eri
I 05, 086, 14, 17, 21, 35, 41 Amp/Eri
07 Amp/Amcil)
20 ErifTet
33, 37, 40,43, 44 Ampl/Tet{l)
34 Amp/Tet
36 Amp
13 Sensivel
1 16e 25 Amp
22 Eri
] 02 Amp

A padronizagdo da técnica de eletroforese de isoenzimas (MLEE), foi
realizada empregando-se os extratos celulares de Staphylococcus aureus (ATCC -
29213). Dentre todas as enzimas ensaiadas no processo, foram detectados perfis
eletroforéticos analisaveis para as enzimas catalase, alcool desidrogenase,
glucose-6-fosfato desidrogenase, glucose desidrogenase, malato desidrogenase,
p-galactose desidrogenase, o, § - esterase, manitol-1-fosfato desidrogenase,
sendo que, todas as enzimas acima citadas foram separadas em tampao A de
acordo com os protocolos (ANEXOS). Uma vez padronizada a técnica, obtiveram-
se as solucdes proteicas das 44 linhagens isoladas de Staphylococcus aureus.
Apds a corrida eletroforética, aplicou-se os sistemas de coloragéo especifica
enzimaticos e obtiveram-se os perfis que foram expressos em eletroferogramas

(FIGS. 07 a 12).
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FIGURA 07: Eletroforegrama representativo dos perfis de migracéo das enzimas CAT e ADH para isolados de S. aureus.
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FIGURA 08: Eletroforegrama representativo dos perfis de migracao das enzimas G6PDH e GDH para isolados de S. aureus.
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Figura 09: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragao das enzimas MDH e GLDH para isolados de S. aureus.
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Figura 10: Eletroforegrama representativo dos perfis de migracéo das enzimas o — EST para isolados de S. aureus.
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Figura 11: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragdo das enzimas 3 — EST para isolados de S. aureus.
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Figura 12: Eletroforegrama representativo dos perfis de migra¢ao das enzimas M1P para isolados de S. aureus.
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Através dos eletroforegramas, obtiveram-se os valores de dados

binarios, que por sua vez foram analisados no programa estatistico NTSYS,

empregando-se o coeficiente de similaridade SIMPLE MATCHING e o método de

agrupamento UPGMA, originando o dendograma de similaridade (FIG. 13).

Esse dendograma e representativo da analise dos perfis eletroforéticos

isoenzimaticos (MLEE) do total as amostras isoladas (44 S. aureus) da clinica

odontologica, durante as 24 coletas. Observa-se a formacdo de sete (07)

agrupamentos de mesmo perfil eletroforético, onde se determinaram os clones de

S. aureus. Esses agrupamentos foram denominados de / a Vii. A caracteristica

fenotipica da resisténcia, a data da coleta e os clones formados estéo

relacionados no QUAD. 12.

QUADRO 12: Agrupamento enzimatico e resisténcia aos antimicrobianos

Agrupamento de

tipos eletroforéticos Linhagens ciones Resisténcia Data da Coleta

03 Eri 19/09/2000

I 07 Amp/Ame(l) 21/11/2000
20 Amp/Tet(l) 03/04/2001

i 0gs Amp 05/12/2000
10 Amp 05/12/2000

m 05 Amp/En 34/10/2000
06 Amp/Eri 31/10/2000

v 34 Amp/Tet 07/08/2001
39 Amp 09/10/2001

17 Amp/En 2710312001

AY 18 Amp 03/04/2001
36 Amp/Amc(l)/Tet 09/10/2001

VI as Amp/En 09/10/2001
37 Amp/En 09/10/2001

42 Amp 06/11/2001

Vi 43 Amp/Tet(l) 06/11/2001
44 Amp/Tet(l) 27/11/2001
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FIGURA 13: Dendograma representativo de diferentes tipos genéticos dos isolados da

clinica odontologica durante as coletas.
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5. DISCUSSAO

O Staphylococceus aureus € um microrganismo que pode sobreviver por
longos periodos de tempo no ambiente, mesmo em condi¢cdes nao ideais para o
seu crescimento. Isso, em parte, faz com que essa bactéria seja responsavel por
infecgbes hospitalares e comunitarias, de infecgbes de pele & endocardite
bacteriana e septicemia (TENOVER et af, 1994).

Durante o periodo de amostragem (24 coletas em um periodo de 12
meses), o total de colénias de bactérias que se desenvolveram nas placas de Agar
Manitol Saigado (AMS) foi de 9775 UFC (Unidades Formadoras de Colénia),
demonsirando Um numero elevado de microrganismos no ambiente clinico
odontoldgico, provenientes da aerossolizagdo de particulas e conseqliente
disseminagao desses microrganismos no ar ambiental, como também evidenciado
por MATTOS FILHO et al, 1999, os quais demonstraram a prevaléncia de um alto
numero de microrganismos deniro da clinica odontoidgica, dentre eles espécies
com morfologia de cocos, bacilos e fungos. Segundo LOGOTHETIS ef al. (1988)
particulas aerc-suspensas, principalmente as nac visiveis, permanecem dispersas
no ar por até 30 minutos apds o tratamento odontolégico, podendo, as mesmas,
conter microrganismos que transmitem doencas como a tuberculose, pneumonia,
gripe, hepatite, infecgdes oculares e de pele.

QOutros autores, mais especificamente, comprovaram a disseminagao de

microrganismos como, por exemplo, S. aureus, apés procedimentos de profilaxia



bucal (AUTIO, 1980), procedimentos radiograficos (WHITE & GLAZE, 1978), e
através do uso de canetas de alta rotacao (BENTLEY et al.,1994).

Esses resultados sugerem a necessidade de se desenvolver
mecanismos ou formas de minimizar a dispersdo de particulas no ambiente e
conseqlentemente impedir a permanéncia de microrganismos contaminantes, 0s
quais tem sido recomendados por varios pesquisadores, nesse campo de
atividade ao longo dos anos (RANALI et al,, 1992; WOOD, 1993} envoivendo o
grupo de profissionais que trabalham no ambiente clinico odontolégico (cirurgido-
dentista, THD, ACD, recepcionista, secretaria, entre outros), através de medidas
preventivas de protecao contra as aspersdes provenientes do sistema de alta
rotacdo (utilizacao de mascaras e Oculos especiais protetores), anamnese rigorosa
(quando ha suspeitas de doengas infecto-contagiosas), sistemas de ventilacdo em
consultorios, inclusive com ar condicionado com dispositivo de renovagao de ar,
para promoverem a dispersdo das particulas suspensas, além da existéncia de
mobiliario simples para tornar facil a desinfecgdo das particulas precipitadas,
medidas estas necessarias para reduzir ao maximo a possibilidade de
contaminagao cruzada dentro desse ambiente.

Do total das 9775 coldnias que se desenvolveram no meio AMS, 32,2%
(3149) fermentaram o manitol presente no meio de cultura, demonstrando a
possibilidade de serem identificadas como microrganismos pertencentes ao grupo
dos estafilccocos. Segundo KLUYTMANS e colaboradores (1995) ¢ GAILLOT et af
(2000), o agar manitol salgado (AMS) é um meic seletivo que possibilita fazer um

“screening” ou sele¢do de Staphylococcus aureus em amostras potencialmente
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contaminadas. O AMS tem sido utilizado desde 1945 como um meio seletivo para
o isolamento desses microrganismos, ja que a alta concentragéo de sal (7,5%
NaCl) no meio inibe o crescimento da maioria dos microrganismos, porém € de
grande importancia para os microrganismos do grupo dos staphylococci (KAMPF,
et al, 1998). A adicdo de antimicrobianos tem permitido aos pesquisadores
avaliar, ainda mais a seletividade desse meio de cuitura.

Recentemente alguns estudos {ém utilizado o AMS como meio base
para selecdo de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina. van ENK &
THOMPSON (1992) avaliaram a seletividade do AMS adicionando os
antimicrobianos oxacilina (6mg/L) e polimixina B (10mg/L.) apos a inoculagao de 30
espécies diferentes de bactérias e 5 fungos (leveduras), concluindo que apenas
sete bactérias e um tipo de levedura se desenvolveu apos 24 horas de incubacg3o.

Esses mesmos autores avaliaram, ainda, 936 espécimes da flora do
trato respiratério no OMSA (Agar Manitol Salgado — Oxacilina) observando que
105 especies se desenvolveram no meic fermentando o manitol, identificados
como bacilo Gram-negativo (01), levedura (01), sendo o restante staphylococci
(103). Desses, 29 foram identificados como S. aureus (97% detectado em 48h) e
os demais foram staphylococci coagulase-negativos.

Os dados obtidos na nossa pesquisa, corroborados pela literatura,
confirmam que ainda se faz necessario a utilizacao de outros méfodos para se
confirmar e identificar os S. aureus, pois algumas espécies de microrganismos e
de staphylococci coagulase-negativos ainda se desenvolvem e fermentam o

manitol presente no AMS. Para tanto, pode-se utilizar “kits” comerciais rapidos de

53



Discusséo

teste de coagulase baseados no fator de aglutinagédo (clumping factor), teste
classico da coagulase em tubo (“gold standard test”) ou meios cromogénicos
(CHROMagar Staphylococcus aureus) para a identificacdo do S. auwreus
(KONEMAN et af., 1994; MAZA et al., 1999, MERLINO et a/, 2000)

As 3149 colbénias que se desenvolveram no AMS e fermentaram o
manitol, foram coradas (colora¢ao de Gram) e submetidas ao teste da catalase,
sendo que as que apresentaram caracteristicas de staphylococci, foram ainda
inoculadas no meio de cultura cromogénico (CHROMagar Staphylococcus aureus
- CSA), que possui um alto poder de resolucdo para a identificagdo desses
microrganisimos.

GAILLOT, et al (2000) e MERLINO et al. (2000) determinaram que
esse meio CSA possui uma alta especificidade e sensibilidade na deteccéo de S.
aureus. As coldnias, dessa bactéria, se desenvalvem nesse meio apresentando
uma coloracdo malva, diferentemente das coldnias das outras espécies de
Staphylococcus coagulase-negativos, que se exibem nas cores branca, bege,
verde e azul.

GAILLOT e colaboradores em 2000 isolaram 310 linhagens de S.
aureus provenientes de 2.000 amostras clinicas, constatando uma sensibilidade
de 955% do CSA em comparacao com 81,9% dos métodos convencionais o
mesmo ocorrendo com CARRICAJO, ef al, 2001 os quais relatam uma
sensibilidade de 98,5% contra 91,8% dos métodos convencionais para 2
identificagdo desse microrganismo, demonstrando a importancia deste teste na

identificacao de estafilococos coagulase positivos, porém € imprescindivel, ainda,
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que as linhagens sejam confirmadas com o teste da coagulase em tubo
(KONEMAN et al., 1994). Depois de realizado o teste da coagulase foi confirmado
44 linhagens de S. aureus, no total das 9775 coldnias previamente coletadas do
ambiente clinico odontolégico.

Com base na identificagdo determinaram-se os locais de prevaléncia
das linhagens dentro da clinica odontoldgica. Foram isolados S. aureus de todos
os setores da clinica, porém aproximadamente 50% desses estiveram presentes
nos setores de A a E, onde se encontra um maior nimero de equipos
odontoldgicos e a area de atendimento de urgéncia. Durante as coletas (24) por
12 meses foram atendidos cerca de 3072 pacientes na clinica odontoldgica, sendo
em meédia 128 pacientes por periodo de coleta. Isso mostra que um maior nimero
de pacienies atendidos e a especificidade do tratamento pode favorecer a
disseminacao de microrganismos patogénicos, como descrito por SANTOS, 2000.

Apos a identificacao dos Staphylococcus aureus, foram feitos os testes
para a caracterizagdo da resisténcia a diversos antimicrobianos, através do teste
da producao de B-lactamase, pelo metodo de difusdo em disco {antibiograma) e
pela minima concentracdo inibitdria (MIC).

O teste da producao de B-lactamase pelo método de disco cromogénico
disponivel comercialimente (Cefinase — Becton Dickinson Microbiology Systems) &
um método rapido que fornece dados sobre a resisténcia dos Staphylococcus
aureus e outros microrganismos como o Haemophilus influenzae e Bacterioides

spp. (COCKERILL, 1999) aos antibioticos B-lactamicos (penicilina G, ampicilina,
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amoxacilina) e a suscetibilidade as penicilinas B-lactamase resistentes (meticilina
e oxacilina) e a cefalosporina (cefalotina).

Os resultados obtidos mostraram que 80% das 44 linhagens foram p-lac
{(+) e de acordo com a interpretacéo fornecida pelio fabricante do tesie, essas
linhagens pB-lactamase positivas s&o resistentes & penicilina e 100% (44) e
deverao apresentar susceptibilidade aos outros antibidticos como a cefalotina e
oxacilina. ZYGMUNT e colaboradores em 1992 investigaram o efeito especifico
dos tipos de B-lactamase sobre a resisténcia estafilococica, frente aos substratos
de penicilina e cefalosporina, mostrando que os tipos A e D exibem maiores
atividades para a nitrocefina, cefazolina e cefapirina e o tipo D apresentou menor
eficiéncia na hidrolise da penicilina G.

A interpretacdo dos dados obtidos para o teste de susceptibilidade pelo
método de difusdo em disco (antibiograma), segundo os valores preconizados
pelo NCCLS, evidenciou que 80% dos 44 isolados de Staphylococcus aureus
foram resistentes a ampicilina.

Esses dados estdo de acordo com as pesquisas de THORNSBERRY
(1995) e BOOTH ef al. (2001), os quais demonstraram que, atualmente, cerca de
90% dos isolados S. aureus de sitios infecciosos s&o resistentes a penicilina,
evidenciando assim que os isolados do ambiente clinico odontologico possuem
resisténcia & penicilina similar aos isolados de hospitais e outros sitios de

infecgdo.
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Ja NA'WAS e colaboradores em 1998, demonstraram que 73,2% de
todos as isolados nasais e relacionados a infecgbes, foram resistentes apenas a
penicilina G e a ampicilina. Esses dados permitem sugerir que nos casos de
infeccoes odontoldgicas causadas por S. aureus deve-se uilizar outros
antibidticos em substituicdo a penicilina.

O perfil de susceptibilidade para os demais antimicrobianos testados
como a eritromicina, a tetraciclina e a amoxacilina/ac. clavulanico apresentaram
valores de resisténcia de 25%, 16% e 4,5% respectivamente, Os demais
antimicrobianos ensaiados demonstraram 100% de susceptibilidade para as 44
linhagens de S. aureus. Dezesseis dessas linhagens (36,3%) foram resistentes a
mais de um tipo de antibidtico podendo ser caracterizadas como multirresistentes.

Todos os isolados foram sensiveis a oxacilina (OSSA — Staphylococcus
aureus Oxacilina Sensivel) que é uma penicilina B-lactamase resistente. Esse fato
pode ser verificado tanto pelo teste de difusdo em disco, quanto pelo método do
Etest (MIC). Sabendo-se que essas linhagens sdo OSSA, o Etest fornece,
também, um critério fenotipico de interpretacédo, sugerindo que as mesmas nao
possuem o gene mecA no DNA cromossomal, gene esse que codifica uma
proteina ligante da penicilina alterada (PPB2a), a qual confere resisténcia as
penicilinas sintéticas como a meticilina e a oxacilina, pela baixa afinidade a esses
antibidticos (OLIVEIRA & RAMOS, 2002).

BOOTH e colaboradores em 2001 sugerem que outros fatores além da

pressgo seletiva de antibidticos, influencia na expansdo de linhagens isoladas
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ocasionalmente e que as mesmas apresentam um perfil de susceplibilidade
variavel em concordancia com os dados obtidos na presente pesquisa.

A andlise plasmidial de amostras isoladas de S. aureus tem sido um
material de estudo importante como um fator determinante envolvendo a
resisténcia antimicrobiana desses microrganismos. Estudos preliminares de
KLOOS e colaboradores em 1981 revelaram que os plasmidios intactos de varias
linhagens dessa espécie diferem muito pouco entre si quando comparados atraves
da sua mobilidade eletroforética.

A analise do DNA plasmidial das linhagens de S. aureus isoladas do
ambiente clinico odontoldgico, separados por eletroforese em gel de agarose com
base em sua massa molecular, mostrou ter pouca diversidade quando
comparados entre si, a semelhanca das pesquisas de KLOOS et al, 1981. A
andlise indicou & presenga de 03 diferentes plasmidios com massa molecular de
aproximadamente 4,5Kb, 1,5Kb e 1,2Kb. O perfil de similaridade plasmidial das 44
linhagens mostrou que 88,6% (39) apresentaram duas bandas plasmidiais, 9,1%
(04) 03 bandas plasmidiais e em 2,3% (1) ndc foram detectados plasmidios.

A resisténcia antimicrobiana do Staphylococcus aureus pode ser
codificada tanto por determinantes de resisténcia inseridos no cromossomo como
aqueles carreados por um ou mais plasmidios comumente encontrados nas
espécies clinicas. BERG, ef al, 1998, identificaram varios plasmidios nos
staphylococci, demonstrando que aqueles de massa molecular menor que 5kb,

geralmente s&0 cripticos ou possuem apenas um (nico gene de resisténcia.
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De acordo com LYON e colaboradores, em 19883, a classe de
plasmidios mais isolados (70%) em 150 linhagens foi o de 1,5Kb e em relagéo a
cura plasmidial, ndo foi demonstrada relagdo aparente com o antibiograma.
Também esse mesmo autor isolou outro plasmidio de 4,5Kb de tamanho no qual
codificava resisténcia apenas ac cloranfenicol. Nesta pesquisa, em 97,6% das
linhagens foram isolados plasmidios de aproximadamente 1,5Kb e em 9,1% de
4,5Kb de tamanho.

A falta de um plasmidio de maior tamanho, onde possivelmente se
enconire um ou mais genes de resisténcia, a pouca uniformidade do perfil de
susceptibilidade e a falta de um evento que caracterize um surto epideriologico,
sugere que 0s isolados de S. aureus obtidos na clinica odontolégica sdo dotados
de determinantes de resisténcia associados ao cromossomo.

Ja os plasmidios de maior massa molecular, de acordo com BERG, et
al. (1998), comumente possuem determinantes genéticos de multirresisténcia.
Esses determinantes podem abranger a resisténcia a penicilina, meticiling,
eritromicina, tetraciclina, estreptomicina, neomicina, clindamicina, sulfonamidas e
varios ions de metais pesados (LACEY, 1975).

A importancia da tipagem de Staphylococcus aureus linhagem por
linhagem das outras espécies bacterianas por razdes epidemioldgicas €
geralmente apreciada, contudo a escolha de uma técnica de tipagem é dificil tanto
pelos aspectos tedricos quanto pelas limitagdes técnicas (SCHLICHTING, ef al,,
1993). A disseminagdo de mesmos clones de isolados de Staphylococcus aureus

clinicos e outros patdégenos em ambientes e em diferentes sitios podem ocorrer
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com fregliéncia. A diferenciagao das linhagens nos laboratorios microbioldgicos &
realizada por diversas técnicas e entre elas utiliza-se a analise isoenzimatica ou
MLEE.

BOERLIM, em 1997, concluiu, em sua revisdo de literatura, que na
populagdo clonal, o MLEE permite a identificagdo de tipos eletroforéticos (ET -
clones) ou grupos geneticamente restritos nos quais podem ser associados com
caracteristicas particulares. Esses clones podem, subseqientemente, serem
estudados com maiores detalhes em relagdo a sua natureza em particular, a sua
historia e a epidemiologia.

Segundo BOOTH, 2001, varios autores utilizam essa iécnica para
caracterizar ciones e fazer a analise do polimorfismo genético da populagao de
Staphylococcus aureus.

MUSSER e SELANDER em 1990, aplicando a técnica de MLEE
analisou 2.077 amostras clinicas e ambientais de Staphylococcus aureus e 81%
dos isolados foram divididos em 5 tipos eletroforéticos (ET — electrophoretic
types), ou seja, 05 agrupamentos clonais, onde um ET era meticilina resistente e
outro ET era de linhagens produtoras da toxina da sindrome do choque téxico
(TSST-1). Ja ROSDAHL et ai., 1994, em seus estudos comparativos entre duas
técnicas de tipagem, constataram que a analise da epidemiologia molecular de 95
isolados de Staphylococcus aureus mostrou-se indistinguivel tanto pelo PFGE
quanto pelo MLEE, indicando que as linhagens possuiam a mesma origem clonal.

A analise dos perfis enzimaticos (MLEE) foi feita a partir dos perfis

isoenzimaticos, construindo o dendograma de similaridade e agrupando os
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isolados de mesmos tipos eletroforéticos ~ Ets. Dos 33 ETs evidenciados, 78%
(22) sao constituidos de apenas uma linhagem, demonstrando a diversidade
genética das linhagens isoladas no ambiente odontolégico Os clones de S. aureus
foram agrupados em 7 ETs diferentes, onde mais de um isolado apresenfou os
mesmos perfis isoenzimaticos dentro de cada agrupamento com 100% de
similaridade para as enzimas ensaiadas.

O agrupamento 1 é formado pelas linhagens denominadas de 03, 07, 20
que foram coletadas no interior da clinica em dias diferentes. O mesmo ocorreu
com os agrupamentos IV (34, 39), V (17,18 e 36), sugerindo assim que houve a
disseminacdo dentro da clinica odontolégica de clones bacterianos de
Staphylococcus aureus em periodos de tempo diferentes de coleta.

Os agrupamentos Il (09, 10) e Hl (05, 06) foram isolados no mesmo dia
da coleta, porem em diferentes placas localizadas em diferentes setores da
clinica, sugerindo que essas linhagens clones se disseminaram durante os
atendimentos odontolégicos nos respectivos dias de coletas. Ja o agrupamento VII
& formado por clones gque se disseminaram no dia da coleta pela clinica
odontolégica (isolado 42 e 43) e a mesma linhagem foi isolada na coleta
subsegliente.

Tais resultados mostram que mesmo utilizando-se das precaugdes ja
previamenie estabelecidas de bioseguranga, a formacdo de particulas pode
disseminar microrganismos de mesma origem (ciones), para diferentes lugares da
clinica odontoldgica em um mesmo dia de trabalho e também se pode ainda isolar

a mesma linhagem em dias diferentes. Esse fato pode ser ocasionado tanto pela
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manutenc@o dessas linhagens no ambiente odontoldgico, quanto ser transmitido
pelo mesmo foco de contaminacdo, por exemplio, um paciente carreador nasal de
Staphylococcus aureus.

Uma dificuldade adicional no estudo da epidemiologia dos S. aureus,
particularmente na andlise da sua rota de transmissao e disseminagdo, € ©
conhecimento de que em grupos - aparentemente sem contato algum - serem
detectados Staphylococcus aureus de mesma origem genética (SCHLICHTING et
al., 1993). A ocorréncia de linhagens idénticas em diversas regides geograficas
parece ser uma caracteristica intrinseca do Staphylococcus aureus.

Devido a importadncia do Staphylococcus aureus, como um
microrganismo patogeno, tanto para a area de salde quanto para a comunidade,
os dados disponiveis na literatura até o momento, incluindo nossas observagdes,
apontam uma necessidade de se conhecer mais sobre a contaminagdo e
disseminagao desse microrganismo dentro da clinica odontoidgica, a fim de se
estabelecer as rotas de transmissao — através do uso de técnicas moleculares —
além da determinacgao das relactes filogenéticas entre esses, visando preencher
as lacunas existentes a cerca do Staphylococcus aureus, principaimente a

dindmica das infecgbes bacterianas na pratica odontoldgica.
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6. CONCLUSAO

o N

Os dados obtidos na presente pesquisa permitem concluir que:

O Staphylococcus aureus esta presente em baixo numero, como

contaminantes, nas amostras obtidas do ambiente clinico odontolbgico.

O uso do meio seletivo (AMS) e do meio cromogénico (CSA) permite o
isolamento e a identificacdo dessa espécie em amostras contaminadas por

uma grande variedade de microrganismos.

A maior parte das linhagens (80%) isoladas sdo produtoras de B-lactamase e
resistentes a ampicilina. Algumas delas s&o, também, multirresistentes a

eritromicina, tetraciclina e amoxacilinafac. clavulanico.

As amostras de S. aureus isoladas do ar da clinica odontoldgica séo

Staphylococeus aureus Oxacilina Sensivel (OSSA)

O perfil plasmidial dos 44 isolados de S. aureus possuem pouca diversidade
em relacdo a sua massa molecular. Essas amostras revelam plasmidios de

baixa massa molecular.

A analise comparativa dos perfis isoenzimaticos, por MLEE permite detectar
clones de Staphylococcus aureus e avaliar a sua disseminacdo dentro do

ambiente clinico odontolégico.

A andlise por MLEE permite determinar um carater epidemiologico desses

isolados.
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8. ANEXOS

QUADROS :

QUADRO 01: Resultados dos Testes de Identificacdo das Linhagens de S. aureus

Linhagem Gram Chromagar Catalase Coagulase Data
iy WCA1909 + maiva + + 19/09/2000
02 wCD1908 + malva + + 18/08/2000
03 WCE1209 + maiva + + 18/09/2000
D4 WCF1909 + malva - + 18/09/2000
05 WCB3110 + malva + + 31/10/2000
06 WwCD3110 + malva + * 31/10/2000
o7 wCB211+1 - malva + + 211172000
08 WCF2141 + malva + + 2111172000
4:2] WCE0512 + malva + + 05/12/2000
10 WCIies12 + malva + + 05/12/2000
11 WCKO0512 + malva + + 05/12/2000
12 WCL0512 + malva + + 051272000
13 wWCC1212 + malva + + 121272000
14 WCAD6031 + malva + + 060372001
18 WCA27031 + malva + * 2703120014
16 WCC27031 + malva + + 277032001
17 WCF2T031 + malva + + 270372001
18 WCB03041 + maiva + + 03/04/2001
18 WCC03041 + malva + * 030472001
20 WCCo30411 + malva -+ + {3/04/2001
21 WCG03041 + maiva + + 03/04/2001
22 WCKD3041 + malva + + G3/04/2001
23 WCA15051 + malva + + 150512001
24 WCE15051 + malva + + 15/05/2001
25 WCK15051 + malva + + 15/05/2001
26 WCA29051 + malva + + 28/05/2001
27 WCI29051 + malva + + 25/05/2001
28 WCGE18061 + malva + + 19/06/2001
29 WCK 158061 + malva + + 19/06/2001
30 WCG26061 + malva + + 18/06/2001
3 WCJ26061 + malva + + 26/06/2001
32 WCL26061 + malva + + 26/06/2001
33 WCC07031 + malva + + 67/08/2001
34 WCKD7081 + malva + + Q70812001
35 weeosiot + malva + + 09/10/2081
38 WCH0g101 + malva + + 09/10/2001
37 WCG0g101 + malva + - 09/10/2001
38 WCigsio1 + malva + + 08/10:2001
39 WCi08101! + maiva + + 08/10/2001
40 WCC19101 + malva + + 1911072001
41 WCG06111 + malva + + 06/11/2001
42 WCG061411 + malva + + 06/11/2001
43 WCH06111 + malva + + 06/11/2001
44 WCE27111 + malva + + 27111/2001
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FIGURAS:

FIGURA 01: fermentacdo  FIGURA 02: CHROMagar FIGURA 03: Diversidade de
das coldnias (manitol como com S. aureus {cor malva) e cores relacionada com os
fonte de carboidrato). os faisos positivos (FP). Staphylococcus spp.

FIGURA 04: codgulo FIGURA 05: Disco de FIGURA 06: Linhagem $-lac
formado (inferior), positivo Cefinase — BBL (teste de negativa  (esquerda) e
para a espécie S. aureus. producao de p-lactamase). positiva (direita.).

FIGURA 07: Oito diferentes FIGURA 08: Formagdo dos  FIGURA 09: Mensuracio do
antibidticos ufilizados no halos de inibicAo pela halo de inibicdo apos o
teste (CECON-Ltda). difusao dos antibidticos. crescimento do 8. aureus.
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FIGURA 10: Tira do Etest FIGURA 11: Halo esférico FIGURA 12: Linhagem
com oxaciling, sendo  formado pelo disco € a  apresenta um MIC de
aplicada no AMH NaCl 4%. elipse formada pelo MIC. 1.5ua/mL para oxacilina.
catalase

alcool desidrogenase

o,p esterase

glucose desidrogenase

malato desidrogenase

galactose desidrogenase

manitol-1-fosfato desidrogenase

glucose-6-fosfato desidrogenase

FIGURA 13: Aparéncia dos geéis, apos a reago de coloragio das diferentes enzimas
testadas. As bandas fornecem o perfil das linhagens isoladas, permitindo a analise
numerica.
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PROTOCOLOS:

a. Alcool Desidrogenase (ADH) EC 1.1.1.1.

Tris HCI 200mM pH 8,0 oo 41,5mL
ok 1= 16 Lo DUUTT U SO S U PSSR 3,0mL
ISOPIOPANOL. ..o e 2,0mL
N A o e 2,0mL
T T 8 2800 ettt e et ase e 1,0mL
IS 100 vttt ettt 500ul

b. Catalase (CAT) EC 1.11.16.7

Fosfato de $6dio 100mM pH 8,5 (A)...ooviiiiiiieeeee e 50,0mL
lodeto de Potassio 1,5% (B) ..o 50,0mL
Peroxido de Hidrogénio HO, 0,03% (C)..oi e, 50,0mL

* Colocar A por 30 minutos a 0°C. Descartar A e colocar B por 2 minutos. Descartar
B e lavar o gel com H;0. Colocar C.

c. o - Esterase («-EST) EC 3.1.1.1.

Fosfatode SOdio 50mMM pH 6,0 ... 48 5mL
FastBlue RR......... et e e e ettt aatba e et nsansnnns 25,0mg
c-nafitil acetato (15mg/1.5mi de acetona)............................... 1.5mL
d. B-Esterase (B-EST) EC 3.1.1.1.

Fosfatode So6dio SOMM PH 6,0 ..o 48,5mlL
Fast Blue RR o e 25,0mg
3-nafitil acetato (15mg/1,.5mi de acetona)............................ 1,5mL
e. Galactose Desidrogenase (GLDH) EC 1.1.1.48.

Tris HCI100OMM PH 8.4 e 47.5mL
T |- Yo (o1 - PSRN SRR 450,0mg
N A D e o e et e a e e ee e r e e eraraienes 1,0mL
VT 1, 25% oot 1,0mL
PG T2 ittt ittt et e e e nn s 500ul
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f. Glicose Desidrogenase (GDH) EC 1.1.1.47.

Tris HCI 200mM pH 8,0 e 47.5mL
D-GIUCOSE ..ot et eennnt e 500mg
N A D Tttt ettt ettt ettt ettt e e e et e e s 1,0mL
T T 1,20 ettt ein e 1,0mL
PIVIS 100 e e eeee ettt ettt ey, 500ul
g. Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) EC 1.1.1.49.
Tris HCI 200mMM pH 8,0 ..o 41,5mL
MgCl 100MM L. PO 1,0mL
Glicose 6-fosfato dissddica..........ccooiiii 100mg
NADP 198 ettt 1,0mL
T T 1,250 oottt 1,0mL
PIMS 105 ot teeiei et eesis e ettt e e et e e e e e e e 500pL
h. Malato Desidrogenase (MDH) EC 1.1.1.37.
Tris HCI 200mM PH 8,0 .o 40.5mL
Acido MEHCO 2M PH 8,0 ™ .o 6.0mL
NAD 0. ettt ettt e e 2,0mL
T T 2500 et eie ettt 1,0mi
PIMS 00 -oeeee ettt ettt 500uL

* acido malico 26,8g; NaOH 16g; H,O destilada g.s.p. 100,0mL.
i. Manitol 1-Fosfato Desidrogenase (M1P) EC 1.1.1.17.
Tris HCI 200mM pH 8,0 .o vre 48 5mL
Manitol 1408 a0 ..o 5,0mg
NAD 1% - ettt 2,0mL
VT T 12500 ittt 1,0mL.
P 10 ettt et 500uL
j. Tampao Fosfato de Potassio 40mM pH 7,5*
KHaP O . o et 5,449
HoOdestilada ..o g.s.p. 1000mL

* gjustar o pH com NaOH
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I. Tampao Fosfato de Sodio *

Solugao A: NaHPO4 HO ..o 27.6g
HaOdestilada ..., g.s.p. 1000mL
Solugdo B: Na;HPO, THO ..o 53,69
HoOdestilada ... e, ...q.s.p. 1000mL
* Misturar partes iguais das solugbes, diluir conforme a molaridade e acertar o pH segundo a
reacao.

m. Tampao Tris-HCI *

HoO destilada ..o, g.s.p 1000mL

* Diluir conforme a molaridade e acertar o pH com HCI segundo a reagao.

n. Tampao ApH 8,0 *

51 O SRR P USSR SR VRN 83,20g
Acido Citrico Monoidratado. ..., 33,09g
HoO deSHIAGA ....vovovo e 1000mL

*Eletrodo solugdo 1:1de H:O
*Gel solucdo 1:29 de H:0
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