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RESUMO

Staphylococcus aureus é considerado um dos principais patogenos causadores de infecgdes no
ambiente hospitalar. As manifestagdes clinicas vao desde infecgdes traumaticas até septicemias.
Com a introdugéo da meticilina na terapéutica de infecgdes estafilocdcicas, no inicio da década
de 1960, ocorreu um aumento constante de isolados denominados MRSA (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Essa resisténcia ndo se limita a meticilina, pois recentemente isolaram-se
estafilococos resistentes também a vancomicina, at¢ mesmo no Brasil. Com o desenvolvimento de
técnicas moleculares de diagndstico, tornou-se possivel identificar os mecanismos de resisténcia dos
estafilococos aos antibidticos beta-lactimicos, incluindo a meticilina. Houve também uma evolugéo
na terapéutica das estafilococcias com o surgimento de novos antibidticos como a linezolida e a
quinupristina-dalfopristina.

DESCRITORES: Staphylococcus aureus Resisténcia a antimicrobianos.
Antibidticos.
HISTORICO
Apos descobrir a penicilina, Fleming foi também o primeiro a observar
a resisténcia natural de microorganismos aos antibiodticos, descrevendo que

bactérias do grupo coli-tiféide ndo eram inibidas pela penicilina. A causa dessa
resisténcia foi descoberta por Abraham e Chain, que demonstraram em culturas de
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Escherichia coli uma enzima capaz de bloquear a a¢@o da penicilina, denominada
penicilinase pelos pesquisadores (Bush 1989). Na década de 1940, a grande
maioria dos Staphylococcus aureus era sensivel a penicilina. No fim dos anos
50, a espécie Staphylococcus aureus tinha adquirido resisténcia a praticamente
todos os antibidticos de uso parenteral, incluindo a eritromicina e a tetraciclina
(Chambers 1988). A introdug@o das penicilinas resistentes a penicilinases, na
década de 1960, possibilitou um avanco na terapéutica antiestafilococica. Com o
uso das penicilinas semi-sintéticas, como a meticilina empregada no tratamento
de infecgdes estafilococicas, surgiram cepas resistentes a meticilina denominadas
MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus), cujo padrdo de resisténcia se
estende a outros antibidticos beta-lactamicos (Voss et al. 1994). Em 1997, foram
descobertas amostras de S. aureus resistentes aos glicopeptideos denominadas
VRSA (Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus).

MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia aos antimicrobianos em S. aureus pode ser codificada
cromossomicamente ou mediada por plasmidios. Staphylococcus aureus possui trés
mecanismos distintos de resisténcia a meticilina: a) hiperproducao de beta-lactamases;
b) presenca de uma proteina ligadora de penicilina (PBP protein binding penicilin)
alterada denominada PBP 2a; ¢) modificacdes na capacidade de ligagdo das PBPs
(Tomasz et al. 1989). De Lencastre et al. (1991) sugerem que os trés mecanismos
podem estar presentes numa mesma amostra, inclusive interagindo entre si.

Staphylococcus aureus possui cinco PBPs. As PBPs sdo enzimas que
catalisam a etapa terminal da sintese da parede bacteriana e se localizam na
membrana celular da bactéria. As PBP 1, 2 e 3 sdo essenciais e tém alta afinidade
(sitios-alvo) com os antibidticos beta-lactdmicos, unindo-se a esses por ligacdes
covalentes. A resisténcia a meticilina em estafilococos ¢ devida a produc@o de uma
PBP adicional, anomala, denominada PBP 2a, que apresenta baixa afinidade com
os antibioticos beta-lactamicos. Esta proteina alterada ¢ codificada por um gene
cromossomico denominado mecA4, que é responsavel pela resisténcia intrinseca dos
estafilococos meticilina a todos os antibidticos beta-lactamicos (Chambers 1997).

A frequéncia de S. aureus resistente a oxacilina (meticilina) varia conforme
a regido ou o hospital analisado. A titulo de exemplo, na cidade do Rio de Janeiro,
no ano de 1998, a resisténcia a oxacilina foi de 27% entre amostras de S. aureus
isoladas em um hospital (sem servigo de emergéncia), enquanto em outro hospital
(com servico de emergéncia) atingiu 58%. Felizmente, esses microorganismos
ainda mantém boa sensibilidade a oxacilina e as cefalosporinas da primeira geragao
na maioria dos isolados do meio extra-hospitalar no Brasil, o que possibilita o uso
destes antimicrobianos nas infecgdes estafilococicas comunitarias (Oliveira 1999).

Desde a década de 1970, estafilococos meticilina resistentes tornaram-se
a principal causa de infec¢des hospitalares no mundo. A vancomicina era o tinico
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antibiotico efetivo contra os mesmos, mas, em 1997, foram descritos Staphylococcus
aureus com resisténcia a vancomicina e a teicoplanina. Tais estafilococos receberam
a sigla VISA (Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina)
e atualmente sdo denominados simplesmente de VRSA (vancomycin resistant
Staphylococcus aureus). Seu mecanismo de resisténcia esta associado auma ativacéo
da sintese da parede celular. Em virtude da produg@o elevada de componentes da
parede celular (residuos de mucopeptideo) que reduzem a quantidade de antibidtico
que chega ao seu local de agdo (membrana citoplasmatica) (Boyle-Vavra et al.,
2001), ocorre hiperproducao das proteinas ligadoras de penicilinas PBP2 ¢ PBP2’,
espessamento da parede celular e aprisionamento das drogas.

Estafilococos com resisténcia aos glicopeptideos foram recentemente
encontrados no Brasil. Registrou-se o isolamento de Staphylococcus aureus
com resisténcia intermediaria 4 vancomicina no Rio de Janeiro, em Sdo Paulo e
Porto Alegre e de estafilococos coagulase negativos resistentes a vancomicina e a
teicoplanina em S&o Paulo (Otilia Santos 1999; Mamizuka e Oliveira 2000).

AVALIACAO LABORATORIAL DA SUSCETIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS

Suscetibilidade aos antibidticos pelo teste de difusdao em discos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos para amostras de
Staphylococcus aureus é realizado em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton
(MH) acrescido de 2% de cloreto de sddio. A suscetibilidade dos estafilococos
¢ verificada com a utilizagdo de antimicrobianos ativos sobre estes germes e sua
escolha depende do sitio da infecgdo por eles causada (Reis 2003).

As placas de agar Mueller-Hinton s3o incubadas a 37° C durante 24 horas.
A leitura € realizada medindo-se os didmetros dos halos de inibi¢do formados ao
redor dos discos; a interpretagdo ¢ feita de acordo com a tabela de halos padronizada
pelo NCCLS (NCCLS 2000). Em geral, o resultado é assim expresso: sensivel,
moderadamente resistente (intermediario) e resistente. No antibiograma bem feito,
¢ possivel relacionar o didmetro do halo de inibi¢do ¢ a CIM ou Concentragdo
Inibitéria Minima (Murray 2000).

E-test

A detecc@o de resisténcia do S. aureus a meticilina (oxacilina), entre outros
antibioticos, pode ser realizada por métodos tradicionais, como a difusdo em disco,
ou pelo uso de equipamentos automatizados que fornegam o valor da concentragdo
inibitoéria minima (CIM) (Frebourg et al. 1998).

Uma nova técnica disponivel para detec¢do da suscetibilidade
antimicrobiana bastante pratica, rapida e que ndo requer equipamentos ¢ o E-test.
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Este recurso consiste em uma fita estreita de material plastico que contém um
gradiente com concentrac¢des crescentes de antibiotico, que é colocada em placas de
Petri contendo 4gar Mueller-Hinton de maneira semelhante ao teste de difusdo em
disco (Ferreira 1996).

A fita de E-test ¢ utilizada na mesma temperatura aplicada aos testes de
difusdo em discos e sua principal vantagem ¢é fornecer o valor da concentragdo
inibitoria minima diretamente (NCCLS 2003).

A utilizagdo do antibiograma pela automagao ¢ também muito freqiiente,
porém necessita de uma observagio clinica mais particularizada quanto ao emprego
das drogas, cuja sele¢do requer o conhecimento da acdo farmaco-cinética dos
antimicrobianos (Reis 2003).

PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

A resisténcia intrinseca dos estafilococos a meticilina/oxacilina resulta de
suas PBPs, presentes na parede celular, as quais passam a ser expressas por um gene
cromossdmico adquirido, mecA, que codifica as PBP2’ ou 2a, cuja afinidade com
os antibidticos beta-lactdmicos ¢ muito baixa. Esta resisténcia dos estafilococos aos
antibidticos beta-lactamicos pode depender de alguns fatores ambientais como pH,
temperatura e osmolaridade (Ryffel et al. 1992).

Alguns genes, denominados genes auxiliares ou fatores essenciais gene
fem ( factor essential for methicilin resistance), auxiliam o gene mecA a expressar
um alto nivel de resisténcia aos beta-lactdmicos. Foram identificados muitos desses
genes fem, denominados femA, femB, femC, femD, femE e femF (Vannuffel et
al., 1995). O gene femA ¢é essencial para a expressdo da resisténcia dos MRSA e
parece ser uma caracteristica peculiar de S. aureus, ndo sendo encontrado em outras
espécies de estafilococos. Os genes femA e mecA t€m sido detectados em cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina/oxacilina por meio de técnicas
moleculares como a reagdo de polimerase em cadeia (PCR). Esta técnica apresenta
vantagens em relagdo as outras, pois oferece elevada eficicia e seguranca, além de
ser um método rapido e sensivel (Oliveira et al. 2002). Senna et al. (1996) relataram
que esse método oferece maior eficacia e seguranga quando comparado aos
métodos tradicionais de identificac@o bacteriana empregados na rotina laboratorial.
Além disso, com a PCR ¢ possivel identificar MRSA em 18 horas aproximadamente
(Louie et al. 2002).

Eletroforese em campo pulsado (PFGE)

Outro método utilizado para a genotipagem de estafilococos é o
PFGE (pulsed-field gel electrophoresis). Indicado para estudos com finalidade
epidemiologica (Chang et al. 2000) ¢ particularmente 1til na investigac@o de surtos

hospitalares (Teixeira et al. 1995).
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No PFGE as enzimas de restri¢ao reconhecem sitios pouco freqiientes, o
que resulta em fragmentos de DNA grandes. O niimero de fragmentos varia de um
isolado para outro. A combinagdo desses fatores possibilita a formagdo de padroes
eletroforéticos de facil analise ¢ comparagao (Sader et al. 1994; Bannerman 1995).

O PFGE tem sido considerado um método gold standard para a tipagem de
estafilococos meticilina-resistentes em razdo de seu elevado poder discriminatorio,
sua alta reprodutibilidade e sua boa correlagdo com dados epidemioldgicos (Senna
et al., 2002). Seu uso, no entanto, tem sido limitado por ser uma metodologia
trabalhosa e que requer equipamentos caros (Schmitz et al. 1998).

DROGAS QUE FORAM EMPREGADAS NO TRATAMENTO DE
ESTAFILOCOCCIAS

A amoxicilina, ou penicilina BRL 2333, é uma penicilina semi-sintética,
introduzida em 1970, cujo mecanismo de acdio ¢ semelhante ao da penicilina G.
Entretanto ¢ comum ocorrer resisténcia a amoxicilina causada pela produgdo de
beta-lactamases pelos estafilococos. Com a finalidade de minimizar a agdo das
beta-lactamases, a amoxicilina ¢ disponivel em associagao com o acido clavulanico,
que ¢ um inibidor das beta-lactamases (Nicolas 1997). A associa¢@o da amoxicilina
com o acido-clavulanico ainda ¢ utilizada para o tratamento de infecgdes urinarias,
respiratérias e da pele provocadas por estafilococos produtores de beta-lactamases
(Reed, 1996).

A gentamicina pertencente ao grupo dos aminoglicosideos apresenta
amplo espectro de agdo, que se estende até mesmo contra estafilococos. Entretanto
outros antibiéticos sdo utilizados de maneira mais eficaz para o tratamento de
infeccdes estafilococicas; logo, contra tais bactérias, a gentamicina ndo ¢ empregada
como droga de primeira escolha. Este antibiotico apresenta ago sinérgica com a
oxacilina e a vancomicina, sendo ainda empregado na terapéutica de septicemias e
endocardites estafilococicas (Leclercq 1999).

Drogas atualmente empregadas no tratamento de infecgdes estafilococicas

Pesquisas laboratoriais foram desenvolvidas com o fim de se obter
cefalosporinas que fossem resistentes & inativagao por beta-lactamases, que
apresentassem acdo contra bactérias gram-negativas e que tivessem elevada
poténcia contra os gram-positivos, especialmente contra os estafilococos. A
obtengdo de substancias com estas caracteristicas deu origem as cefalosporinas de
quarta geraco. A cefpiroma € o primeiro representante do grupo (Tavares 2002).

A cefpiroma ¢ bastante ativa contra os cocos gram-positivos, incluindo
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sensiveis e resistentes a penicilina,
entretanto € pouco ativa contra os estafilococos meticilina resistentes. A cefpiroma é
indicada para tratamento de infec¢des urinarias, respiratorias e da pele (Norrby 1993).
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Antibidticos glicopeptideos

Outro grupo de antibioticos utilizado no tratamento de infec¢des
estafilococicas é o dos glicopeptideos, cujos principais representantes sao
a vancomicina e a teicoplanina. Desde seu surgimento, a vancomicina tem
representado a alternativa terapéutica para as infecgdes causadas por estafilococos
produtores de penicilinase ¢ resistentes a oxacilina (Schwalbe et al. 1987).

Embora seja um antibidtico ativo sobre microrganismos gram-positivos,
a vancomicina ¢ especificamente indicada para o tratamento de infecgdes
estafilocdcicas sistémicas em pacientes alérgicos as penicilinas ou para as
infecgdes por estafilococos resistentes a meticilina (MRSA) e, conseqiientemente,
as isoxazolilpenicilinas ¢ as cefalosporinas. Em razdo disso, a vancomicina ¢
indicada para o tratamento de pneumonias, osteomielites, septicemias, endocardites
estafilococicas e meningoencefalites como uma alternativa as penicilinas e as
cefalosporinas (Albanese 2000). As indicagdes da teicoplanina sdo as mesmas da
vancomicina, exceto nas infecgdes meningeas contra as quais a teicoplanina ndo ¢
indicada por ndo atravessar a barreira hematoencefalica (Woode 1996).

Novos antibidticos para o tratamento de estafilococos

As estreptograminas constituem um grupo de antibidticos formados por
uma mistura de duas classes de componentes quimicamente distintos, designados
estreptograminas A e B. Quinupristina-dalfopristina é uma estreptogramina
semi-sintética injetavel, resultante da mistura de quinupristina e dalfopristina (na
propor¢ao 30:70), que, por sua vez, sdo derivados semi-sintéticos de pristinamicina
IA (PIA: estreptogramina B) e pristinamicina IIA (PIIA: estreptogramina A),
segundo Tavares (2002).

Aligacdo desses componentes a subunidade 50S do ribossomo bacteriano
causa inibi¢do da sintese de proteinas. Isoladamente, cada componente apresenta
moderada atividade bacteriostatica, mas a combinac@o demonstra efeito sinergistico
bactericida, que tem sido atribuido a ligacdo sinergistica desses componentes com
seu sitio de agdo localizado no ribossomo (Beyer et al. 1998).

Quinupristina-dalfopristina ¢ ativa contra uma ampla variedade de
microrganismos gram-positivos, incluindo estafilococos meticilina-resistentes e
Enterococcus faecium vancomicina resistentes VRE (Low 1995).

Uma vez que as estreptograminas A e B sdo quimicamente distintas
e tém diferentes sitios de ligacdo, os mecanismos de resisténcia dessas duas
estreptograminas sdo diferentes. Tem sido relatada a existéncia, em estafilococos, de
resisténcia a cada componente das estreptograminas (Lina et al. 1999)

O tipo mais comum de resisténcia a estreptogramina B esta relacionado
com a producdo de metilases ribossomais codificadas pelo gene erm. A resisténcia
resulta na diminuigao da ligagdo da estreptogramina B com o ribossomo bacteriano.
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A atividade sinergistica inibitoria dos dois componentes das estreptograminas &
conservada mesmo quando o RNAr 23S ¢ modificado pela agdo de metilases erm, no
entanto a atividade bactericida resultante da combinagao das duas estreptograminas
¢ alterada. Em contraste com essa situagdo, a resisténcia a estreptogramina A
aparenta suprimir, pelo menos em parte, o sinergismo mostrado pela combinagio
das estreptograminas (Allignet et al., 1996). A resisténcia a estreptogramina A ¢é
geralmente causada por genes que codificam acetiltransferases (vatA4, vatB e vatC) ou
genes que codificam bombas de efluxo (vgad e vgaB) (Allignet et al. 1995, 1997).

Aresisténcia a estreptogramina A ¢ freqlientemente associada a inativacao
da estreptogramina B por liases codificadas pelos genes vgb, o que resulta em um
alto nivel de resisténcia a mistura de estreptograminas (Mukhtar et al. 2001).

A deteccdo de resisténcia em Staphylococcus aureus durante a terapia com
quinupristina-dalfopristina tem sido raramente relatada. Em um caso de falha apds
o tratamento com quinupristina-dalfopristina, a resisténcia se deu em virtude da
aquisi¢do do gene vat (Kehoe et al. 2003).

Outro grupo de novos antibiéticos utilizados para o tratamento de infecgdes
causadas por bactérias gram-positivas € o das oxazolidinonas. As oxazolidinonas sdo
substancias antibacterianas sintéticas e ndo apresentam relagdo com outras classes
de antimicrobianos. Sua estrutura quimica caracteriza-se pela presenga de um anel
oxazolidinona, formado por um anel pentagonal contendo um atomo de nitrogénio
na posi¢do 5 e uma fungdo cetona ligada ao carbono 2. O principal representante
dessa nova classe de antimicrobianos ¢ a linezolida (Tavares, 2002).

O mecanismo de aggo da linezolida consiste em inibir a sintese protéica
ao ligar-se a subunidade 50S do ribossomo, deformando o RNA transportador e
inibindo sua ligacdo ao ribossomo. Dessa forma, impede o inicio da formagio do
complexo peptidico. A linezolida ndo apresenta resisténcia cruzada com outros
agentes antimicrobianos existentes (Dresser et al. 1998).

Alinezolida apresenta amplo espectro de atividade contra microorganismos
gram-positivos. Evidencia a¢8o bacteriostatica contra os estafilococos e enterococos
e bactericida para os estreptococos. Age inclusive contra Staphylococcus aureus
meticilina resistentes MRSA e Enterococcus faecium vancomicina resistentes VRE
(Plouffe 2000).

CONCLUSOES

Staphylococcus aureus é considerado um dos principais patdgenos
causadores de um grande nimero de manifestagdes clinicas que compreendem:
infecgdes em ferimentos, pneumonias, endocardites e até septicemias. Com a
introduc@o da meticilina na terapéutica dessas infecgdes, ocorreu um aumento
constante de cepas MRSA, especialmente em hospitais, 0o que se tornou um
problema sério no mundo inteiro (Lowy 1998).
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Varias técnicas foram desenvolvidas com o objetivo de determinar,
com maior precisdo, a suscetibilidade do agente etiologico. Hoje sdo utilizadas
metodologias preconizadas pelo NCCLS para a determinagdo da resisténcia em
amostras de estafilococos, entre as quais o antibiograma. Atualmente todos os
antibiogramas pelo método de difusdo dos discos devem obedecer as normas do
NCCLS. Ha também as técnicas moleculares que permitem determinar a causa da
resisténcia de determinadas cepas de estafilococos aos antibidticos beta-lactamicos
(presenca do gene mecA). A metodologia utilizada ¢ a PCR (reagdo de polimerase
em cadeia) que permite detectar a presenca desse gene (Tokue et al. 2001).

Houve uma consideravel evolugdo na terapéutica dos estafilococos com o
surgimento de novos antibidticos como a linezolida e a quinupristina-dalfopristina.
Eles apresentam potente atividade contra estafilococos meticilina-resistentes e
também contra enterococos vancomicina resistentes (Livermore 2000).

O surgimento dos antimicrobianos produziu no passado uma acentuada
reducdo na mortalidade por inimeras doengas infecciosas. A administragdo dos
antibioticos a populagdo humana e seu uso com outras finalidades favoreceram e
ainda favorecem a selegio de microrganismos resistentes, assim muitos antibioticos
perderam e ainda perdem sua eficacia. Esse fato era observado somente em
hospitais, mas agora também pode ser detectado na comunidade.

Torna-se necessario, entdo, um controle da disseminacdo da resisténcia
bacteriana que pode ser realizado de varias maneiras: uso de altas concentragdes do
antibidtico para superar o0 mecanismo de inativacdo que o microorganismo dispde;
rodizio no uso de antibidticos em hospitais; uso da associa¢do de antibidticos;
desenvolvimento de novos antimicrobianos que ndo sofram a¢do dos mecanismos
de resisténcia dos microorganismos e restricdo ao uso dos antibidticos, isto ¢é, os
antibidticos devem ser limitados a casos para os quais a indicag@o clinica seja
precisa.

ABSTRACT

Review about the gradual acquisition of Staphylococcus aureus resistance to
antimicrobians

Staphylococcus aureus is considered one of the most important pathogens
responsible for hospital infections. The clinical manifestations vary from traumatic
infections to sepsis. The therapeutical introduction of methicillin for the treatment
of staphylococcal infections, in the sixties, caused a constant increase of strains
denominated MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus). This resistance
is not limited to methicillin, recently staphyilococci resistant also to vancomycin
were isolated, including in Brazil. The development of molecular techniques
of diagnosis made it possible to identify the mechanisms of resistance of the
staphyilococci to the beta-lactamic antibiotics including methicillin. There was also
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a therapeutic evolution of the staphylococcal infections with the introduction of new
antibiotics such as linezolid and the quinupristin-dalfopristin.

KEYWORDS: Staphylococcus aureus. Antimicrobial resistance. Antibiotics.
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