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EPIGRAFE

“A grandeza de uma nacéo pode ser julgada pelo modo como seus animais sdo

tratados”

M. Gandhi.



RESUMO

As zoonoses podem representar um grande risco a populacdo humana, sendo assim,
foi realizado um estudo epidemioldgico dos Staphylococcus spp. de animais e pessoas,
circulantes em quatro comunidades carentes do municipio de Campos dos Goytacazes/
RJ, de ambiente hospitalar que atende a duas destas comunidades e avaliar a
resisténcia frente a 13 drogas testadas. Foram coletados suabes estéreis da cavidade
auricular de animais de companhia, sadios ou ndo, e de animais de producdo, suabes
da cavidade oral de aves e suabes da cavidade nasal de residentes nas comunidades
investigadas. Coletaram-se também amostras em pontos criticos do ambiente hospitalar
por meio de suabes. Andlises bioquimicas foram realizadas na identificacdo das
amostras. Os padroes de resisténcia e susceptibilidade a 13 antibacterianos
padronizados para as espécies Gram-positivas foram estudados em meio solido. Para a
identificacdo de cepas de estafilococos produtoras de toxinas de origem hospitalar foi
empregada a metodologia de membrana sobre agar detectada por imunodifusdo em
agar nobre. A prevaléncia de cepas resistentes, sensiveis e intermediarias de cada
comunidade, frente aos antibidticos testados e a divisdo por faixa etaria de individuos
colonizados por isolados coagulase-positiva foram comparadas pelo teste de x> a 5%
de probabilidade. Foram identificados 284 isolados de Staphylococcus spp., entre os
anos de 2006 a 2008 no municipio de Campos dos Goytacazes. Houve prevaléncia de
estafilococos coagulase positiva, S. intermedius e S. aureus nos animais, seres
humanos e no ambiente hospitalar, sendo observado um alto indice de resisténcia para
0s beta-lactamicos penicilina, ampicilina e amoxicilina. A presenca de Staphylococcus
enterotoxigénicos no ambiente hospitalar reflete o grau de periculosidade a que
pacientes estdo submetidos. A multirresisténcia a drogas de isolados de
Staphylococcus spp. sugere um fator de risco as pessoas; e a possibilidade as
zoonoses causadas por bactérias do género Staphylococcus deve ser considerada em

todas as comunidades envolvidas.

Palavras-chave: Zoonose, Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,

resisténcia antimicrobiana, comunidades carentes.



ABSTRACT

Zoonosis may represent a great risk factor for society in general. An epidemiological
survey was performed of Staphylococcus spp. from animals and people, circulating in
four and from hospital environment from poor communities of Campos dos Goytacazes
city, and assessed the bacterial resistance profile toward 13 drugs. Were collected
swabs from cavity headset of pets healthy or not, and ear cavity of farm animals, swabs
of the oral cavity of birds and nasal cavity swabs of human beings living in the poor
communities enrolled. Samples from hospital environment were swabbed at critical
sites. Biochemical analyses and hemolytic pattern of the isolates were performed. The
resistance and susceptibility profiles toward 13 standard antibacterial drugs for Gram-
positive species were investigated in solid media. For the identification of toxigenic
staphylococci from specimens of hospital sites was used the membrane over agar and
immunodiffusion in agar noble methods. The prevalence of resistant, intermediate and
sensitive strains, toward antibiotics by age group of individual colonized by coagulase-
positive strains was compared by x? test 5% probability. The results showed 284 strains
of Staphylococcus spp. with a prevalence of coagulase-positive, S. aureus and S.
intermedius in animals, humans and hospital environment. A consistent rate of
resistance to beta-lactamic drugs penicillin, ampicillin and amoxicillin was observed.
Four strains of toxigenic staphylococci in the hospital sites reflect the potential harm that
patients are submitted. The drug multi resistance profile of Staphylococcus spp. strains
suggests a risk factor for people; and zoonoses caused by staphylococci may be
considered in all communities enrolled.

Key-words: Zoonosis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,

antimicrobial resistance, poor communities.
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1 - INTRODUCAO

Bactérias do género Staphylococcus séo residentes naturais da pele e de
mucosas dos seres humanos e dos animais. No entanto muitas espécies podem se
tornar patdgenos oportunistas causando doencgas graves na pele, em cavidades e em
tecidos moles do corpo. Sado responsaveis por intoxicacdes alimentares que ocorrem
logo apdés a ingestdo das enterotoxinas, pré-formadas nos alimentos como resultado da
multiplicac&o celular de linhagens de Staphylococcus spp. Embora os Staphylococcus
coagulase-negativa estejam recebendo renovada atencdo no que se refere a sua
importancia médica, sdo os Staphylococcus coagulase-positiva, 0s agentes patogénicos
de maior destaque em medicina veterinaria.

Devido ao fator de risco a saude publica, representado pela presenca dos
Staphylococcus spp. nos alimentos, foi estabelecido, em diversos paises, a
obrigatoriedade de sua identificagdo e pesquisa nos alimentos com énfase nos
derivados de leite, como parte das a¢Oes de fiscalizacdo sanitaria dos orgaos publicos
competentes, para evitar a proliferagdo destes agentes causadores de enfermidades.

Os estafilococos podem ser transmitidos diretamente dos animais para 0s seres
humanos. A hipbétese sobre a existéncia de diferencas no grau de colonizacdo de
estafilococos em humanos em funcao do seu grau de contato com animais pode auxiliar
nos estudos e no direcionamento de praticas educativas sobre 0s possiveis riscos
inerentes a tais habitos.

O trabalho teve como objetivo identificar isolados de Staphylococcus spp.
presentes na regido de Campos dos Goytacazes, em quatro comunidades carentes do
municipio e no hospital na proximidade de duas destas comunidades, localizado na
regido periurbana do municipio, Distrito de Travess&o, visando o isolamento destes
agentes, utilizando-se técnicas bioquimicas e o estudo do perfil de sensibilidade aos
antibidticos testados na rotina Laboratorial. O isolamento destas bactérias nas
amostras, coletadas de animais e humanos, sugere a circulacdo destas bactérias no

ambiente de estudo.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. O GENERO Staphylococcus

Segundo o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1986), a familia
Micrococcaceae €é composta por quatro géneros: Planococcus, Micrococcus,
Stomatococcus e Staphylococcus. Estudos genéticos tém indicado que o género
Staphylococcus esta filogeneticamente mais proximo dos géneros Bacillus,
Lactobacillus e Streptococcus do que dos géneros Micrococcus ou Stomatococcus
(BASCOMB e MANAFI, 1998).

Este género bacteriano foi observado pela primeira vez em 1878 por Robert
Koch, sendo em 1879 cultivado em meio liquido por Louis Pasteur (PASTEUR, 1880
apud KEIM, 2005). Em 1881 estas bactérias foram identificadas, por Alexander Ogston,
introduzindo a palavra “Staphylococcus” para designar os microrganismos de um
grande numero de doencas piogénicas. No entanto, foi Anton Julius Friedrich
Rosenbach que, em 1884, estudou os estafilococos, obtendo-os em culturas puras,
adotando o nome no género Staphylococcus proposto inicialmente por Ogston, e foi o
primeiro a fazer uma descricdo taxondmica, dividindo-o, com base na presenca de
pigmento nas colonias, em duas espécies: Staphylococcus pyogenes aureus e
Staphylococcus pyogenes albus (TOPLEY e WILSON, 1976).

A descricao de bactérias do género Staphylococcus (do grego “staphyle” = cacho
de uvas, e “cocos” = gréo) foi realizada por Ogston em 1880, que relatou coccus em
formato de cacho de uva (BAIRD-PARKER, 1990).

O género Staphylococcus é o0 mais importante membro da familia
Staphylococcaceae, atualmente constituido de 38 espécies e 24 subespécies, sendo 0
Staphylococcus aureus subsp. aureus a espécie mais conhecida (GARRITY et al.,
2001), descrita, ubiqgua no ambiente, presente em varios tipos de amostras (ar, poeira,
esgoto, agua), em superficies ambientais, humanas e animais. Apresenta-se na forma
de cocos Gram-positivos, possui metabolismo anaerébio facultativo, sendo produtora de

catalase, com melhor crescimento em temperaturas entre 35 e 37°C e pH entre 6,0 e
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7,0. Seu diametro varia entre 0,5 e 1,5 um, sendo imovel e nédo formador de esporos
(FRANCO e LANDGRAF, 2002; MAIJALA et al., 2003).

As bactérias do género Staphylococcus secretam varias enzimas e toxinas
responsaveis por causar diversas patologias, tanto em humanos quanto em animais.
Segundo Novak (1998), podem ser divididas em infecgcdes e em doencas causadas por
toxinas. As infecgfes podem ser localizadas, como no caso de pustulas, furdnculos e
impetigos, ou processos mais extensos e graves, como infeccdo pds-cirlrgica,
osteomielite, pneumonia, endocardite, meningite, ou disseminadas como bacteremia e
septicemia (FURUYA e LOWY, 2006). As doencas causadas por toxinas também
apresentam amplo espectro de manifestag6es clinicas, como celulite, sindrome da pele
escaldada, sindrome do choque toxico e intoxicacdo alimentar (ARBUTHNOTT et al.,
1990; CORBELLA et al., 1997; RAPINI et al., 2005).

Dentre o género Staphylococcus as espécies e subespécies, que se destacam
com potencial de importancia clinica, destacam-se S. haemolyticus, S. lugdunensis, S.
schleiferi subespécie schleiferi, S. saprophyticus, S. intermedius e S. hyicus.
Staphylococcus aureus € a espécie de maior importancia seguida por Staphylococcus
epidermidis, em isolados de amostras clinicas (BANNERMAN, 2003).

Nas tabelas 1 e 2 visualizam as espécies e subespécies do género

Staphylococcus.

2.2. PROVA DA COAGULASE

Tradicionalmente, os estafilococos séo divididos em duas categorias: coagulase-
negativo e coagulase-positivo. Esta divisdo baseia-se na producdo de coagulase,
enzima capaz de coagular o plasma de coelho e que consiste em um indicador de
patogenicidade entre estafilococos; as espécies coagulase-negativas tém merecido
atencdo especial, devido a emergéncia de cepas resistentes a multiplos antibiéticos
(KONEMAM et al., 2002).

A prova da coagulase é decisiva na identificacdo do S. aureus, e pode ser feita
em lamina ou em microtubo. A maioria das cepas de S. aureus secreta uma coagulase
Unica ou “fator de agregacdo”, na superficie da parede celular. Esse fator reage

diretamente com o fibrinogénio presente no plasma e produz rapida aglutinacdo das



20

células bacterianas. Esta prova pode ser executada com microrganismos provenientes
do crescimento em agar sangue ou outros meios nutritivos ndo seletivos, mas néo deve
ser realizada a partir de meios com elevado conteddo em sais (agar-manitol-salgado),
porque o alto teor em sais, neste caso 7,5%, induz aglutinacdo espontanea das células.
Qualquer cepa negativa em lamina deve ser confirmada com a prova em tubo, pois
existem cepas deficientes em fator de aglutinagcdo e usualmente produzem coagulase
livre (KONEMAN et al., 2001).

Na prova em tubo, a coagulase estafilococica detectada € secretada
extracelularmente e reage com uma substancia presente no plasma denominada de
“fator de reacdo com a coagulase” (FRC), para formar um complexo que, por sua vez,
reage com o fibrinogénio, formando fibrina. As provas que s&o consideradas negativas
apos quatro horas de incubagéo a 35°C, devem ser mantidas em temperatura ambiente
e lidas novamente apds 24 horas, pois estas cepas podem produzir fibrinolisinas por
incubacao prolongada a 35°C, o que causa a dissolu¢do do coagulo, durante o periodo
de incubacdo (KONEMAN et al., 2001).

S&o raras as cepas de S. aureus que podem ser coagulase-negativas e alguns
isolados de origem animal como, por exemplo, S. intermedius, S. hyicus, S. delphini e
S. schleiferi subesp. coagulans que podem ser negativos a prova de coagulase em tubo
(KONEMAN et al., 2001). Esses isolados também produzem DNAses termoestaveis e
podem ser confundidos com S. aureus. Estas cepas podem ser diferenciadas do S.
aureus pela auséncia da producdo de acidos a partir de maltose, lactose, manitol,
sacarose e turanose. A prova da coagulase em tubos ainda € um procedimento de
referéncia na identificacdo do S. aureus (KONEMAN et al., 2001).

2.3. Staphylococcus COAGULASE-NEGATIVO.

Durante as duas ultimas décadas, estafilococos coagulase-negativo (ECN) foram
reconhecidos como importantes agentes de infeccdes humanas e animais (S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus) (GEARY et al., 1997; MURAOKA et al.,
2002). Entre os ECN, S. epidermidis é o organismo mais freqientemente isolado, sendo
responsavel por 50 a 80% das infeccbes (ARCHER et al., 1995). Os tipos de infec¢des

associadas ao S. epidermidis sao bastante variadas e incluem bacteremias, infecgéo de
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valvulas cardiacas, infeccdo de proteses de valvulas cardiacas, osteomielites,
pioartrites, peritonites durante processos de hemodialises ambulatoriais, mediastinites,
prostatites, infeccdo de marca-passos permanentes, cateteres intravasculares, liquido
cefalorraquidiano, uma grande variedade de aparelhos ortopédicos e infec¢des do trato
urinario entre outras (BANNERMAN, 2003).

Estudos, utilizando microscopia eletrbnica e exames imunoldgicos de cepas de
S. epidermidis, isolados de processos infecciosos, tém mostrado que esta bactéria
produz na superficie celular e extracelular, macromoléculas que permitem a adesao do
microrganismo a substratos. A aderéncia de algumas cepas de S. epidermidis a
biomateriais € mediada por um polissacarideo capsular adesivo (PCA) e esta
capacidade pode explicar a relacdo entre a infeccdo por este organismo e a
implantacdo de proteses e utilizagdo de cateteres. A patogénese da infeccao por S.
epidermidis, aparentemente, envolve interacdo especifica com varios componentes do
soro e tecido do hospedeiro. Interagbes com proteinas do tecido conjuntivo do
hospedeiro (fibronectinas e vitronectinas) provavelmente estdo entre 0s passos iniciais
para colonizagdo do tecido e estabelecimento da infeccdo na auséncia de corpos
estranhos — cateteres e similares (BRITO et al., 2007). O mais importante fator de
patogénecidade em S. epidermidis € a formacdo de biofilmes relacionados a
dispositivos médicos (VUONG et al., 2000). Em associacdo com sepse em feridas de
pacientes imunocomprometidos e sepse hospitalar neonatal. Infeccbes neonatais séo
raramente fatais, mas causam morbidade significativa, especialmente entre neonatos
de baixo peso (< 1500 g) (ISAACS, 2003).

Ha uma necessidade constante de acesso venoso de longa duragcdo no
tratamento de neonatos criticos. Como o cateter venoso periférico, que € indicado
somente por um curto periodo de tempo, o cateter venoso central é usado
preferencialmente em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (LEE et al., 2000; BRITO
et al., 2007). Segundo os mesmos autores alguns outros determinantes poderiam
contribuir também para a viruléncia de S. epidermidis, estes fatores incluiriam
proteases, delta-toxina, lipases, e componentes bacterianos desconhecidos. As

caracteristicas fisico-quimicas do biofilme conferem as bactérias que o produzem



22

resisténcia aos antimicrobianos, desinfetantes e germicidas (DONLAN e COSTERTON,
2002).

A localizacdo de S. epidermidis nos diferentes sitios anatdmicos pode estar
envolvida em processos patoldgicos no hospedeiro. Analises de amostras provenientes
de regides, como trato respiratorio, trato geniturinério, pele, trato gastrintestinal, ouvido
e olho permitem inferir que estes microrganismos sao comumente encontrados em
amostras clinicas e quando presentes podem estar envolvidos na ocorréncia de
doencas (BANNERMAN, 2003). Outros ECN, como S. saprophyticus, podem causar
cistite aguda ou pielonefrite, principalmente em mulheres jovens. S. haemolyticus
infectam vélvulas cardiacas e causam septicemias e peritonites, além de infec¢des nas
articulacdes, feridas, ossos e orgaos do trato urinario. S. hominis causam endocardites,
peritonites, septicemias e artrites. S. warneri causam osteomielite vertebral, infeccdes
de vélvulas cardiacas e infeccdes do trato urinario; jA S. simulans podem causar
osteomielite cronica e pioartrites (LOW et al., 1992; ARCHER, 1995; BANNERMAN,
2003).

Segundo CUNHA et al. (2002), a importancia, como patégeno dos ECN foi
verificada em criangas prematuras na Unidade Neonatal. As criangas foram submetidas
a dois ou mais procedimentos invasivos, incluindo o uso de cateter, nutricdo parenteral
e ventilacgdo mecanica. A maioria dos recém-nascidos, com infeccdo por ECN,
apresentou fatores predisponentes importantes para a instalagdo do processo
infeccioso, tais como o peso ao nascimento abaixo de 15009, a ndo remogéao de corpo

estranho e a antibioticoterapia prévia.

2.4, Staphylococcus COAGULASE-POSITIVOS

Vérias espécies de Staphylococcus, como S. aureus, produzem coagulase livre e
esta pode ser detectada pelo teste de coagulase em tubo. Entre as espécies estao S.
intermedius, S. hyicus, S. chleiferi subsp. coagulans, S. delphhini (BERGEYS, 1986).
Entretanto, S. aureus é a espécie coagulase-positiva, freqiientemente isolada em
humanos. O S. aureus esta associado a doencas em humanos, é a espécie mais

virulenta e mais conhecida do género e, hoje, atua como o principal patégeno causador
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de infec¢des tanto na comunidade (BANCROFT, 2007) como no ambiente hospitalar
(HOTA et al., 2007).

Os S. aureus podem estar presentes na pele e mucosas de individuos sadios,
entretanto, sob condi¢cdes apropriadas podem ser a causa de infec¢cdes oportunistas.
Segundo Konemam (2002), estas condi¢cdes estdo relacionadas a debilidade do
sistema imunolégico e outras situagfes, incluindo: problemas no mecanismo de
fagocitose; injarias da pele; infeccbes por outros agentes (virus); doencas cronicas;
alcoolismo; administracdo de antimicrobianos como medida profilatica ou terapéutica e
presenca de corpos estranhos no organismo (suturas, dispositivos protéticos).

Nestas circunstancias, S. aureus pode causar uma variedade de processos
infecciosos, desde infeccbes de pele, relativamente, benignas (foliculite, impetigo,
furdnculos) até infec¢des profundas de carater grave. Este microrganismo é isolado,
freqientemente, em incisdes cirargicas, as quais podem funcionar como foco para o
desenvolvimento de infecgdes sistémicas. A ocorréncia de endocardites, osteomielites,
meningite e formacdo de abscessos metastaticos em varios 6rgaos, apos bacteremia
por S. aureus é comumente relatado. Muitas infec¢cdes causadas por esta bactéria
ocorrem como complicacdes de procedimentos invasivos comuns na odontologia
moderna (KONEMAN et al., 1997; LANCELLOTI, 2006).

O principal mecanismo de defesa do hospedeiro em relacdo a uma infeccao
estafilocécica é representado pela fagocitose, pois os estafilococos sdo bactérias
tipicamente extracelulares. Os fatores de viruléncia produzidos por este microrganismo
interferem principalmente neste mecanismo de defesa e promovem aderéncia da
bactéria as células do hospedeiro, possibilitando o processo de colonizacdo (ARCHER,
1998).

A parede celular do S. aureus contém a proteina A, que tem habilidade de ligar-
se a regido FC das moléculas de imunoglobulina G (IgG). A proteina A funciona como
um fator de viruléncia por interferir com a opsonizacdo e desencadeamento da reagao
de hipersensibilidade dos tipos imediata e tardia (GRAZIANO e GRAZIANO, 2000;
BLACK, 2002).

Os proprios constituintes da parede celular de S. aureus (peptidoglicano e acido

teicoico) apresentam atividades biologicas que contribuem para sua viruléncia, além de
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conferirem rigidez a parede celular. Estas atividades incluem habilidade para ativar o
sistema complemento e inibicdo da quimiotaxia de células inflamatorias (MADIGAN et
al., 1997).

2.5. INTOXICACAO ALIMENTAR ESTAFILOCOCICA

Franco e Landgraff (1996) definem as intoxicacdes alimentares como doencas de
origem alimentar causadas pela ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas
pré-elaboradas nestes alimentos. Estas toxinas sdo produzidas durante a proliferagédo
dos microrganismos patogénicos, presentes nos alimentos. Neste grupo, enquadram-se
S. aureus, Clostridium botulinum e Bacillus cereus. Segundo Baird-Parker (1990), desde
1930, tem-se demonstrado que S. aureus sdo comuns e largamente difundidos nas
intoxicacoes alimentares.

As exotoxinas produzidas no interior de algumas bactérias Gram-positivas,
decorrentes da multiplicacdo e metabolismo dos microrganismos, e liberadas na
corrente sanguinea. Classicamente sdo agrupadas em trés tipos, de acordo com seu
modo de agdo: citotoxinas, que destroem as células do hospedeiro ou afetam suas
fungdes; neurotoxinas, que interferem com a transmissao normal de impulsos nervosos;
e enterotoxinas, que afetam as células que revestem o trato gastrointestinal. As
endotoxinas correspondem a porcdo externa da parede celular (lipopolissacarideos)
das bactérias Gram-negativas, que sao liberadas ap6s a morte bacteriana em
decorréncia da lise da parede celular (TORTORA et al., 2002).

Os Staphylococcus spp. sdo importantes causadores de intoxicacbes e
toxinfec¢des alimentares. Em geral, estas intoxicacbes ocorrem devido a ingestdo de
enterotoxinas produzidas por estes agentes nos alimentos (LIM et al., 2004). As
principais fontes causadoras de intoxicacoes relatadas na literatura sdo os alimentos
derivados do leite. Produtos lacteos, bem como outros produtos com elevado teor
protéico, sdo substrato para o crescimento de S. aureus. Esses produtos estdo
envolvidos em intoxicacbes e toxinfeccdes alimentares devido a ocorréncia de
Staphylococcus coagulase-positivos no leite cru, contaminacdo cruzada durante o
processamento do produto e/ ou possivel contaminacdo cruzada apos o processamento
(MEAD et. al., 1999) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Surtos de intoxicagfes alimentares causadas por S. aureus envolvendo leite e
produtos lacteos em diferentes paises. (Extraida de De BUYSER et al., 2001 e ASAO et

al., 2003).
Pais Ano N° de casos Alimentos envolvidos Referencias
Canada 1980 62 Queijo Curd TODD et al. 1981
EUA 1981 16 Queijo ALTEKRUSE et al., 1998
EUA 1985 860 Leite achocolatado EVENSON et al., 1988
Inglaterra 1983 2 Queijo BARRET, 1986
Inglaterra 1988 155 Queijo Stilton MAGUIRE et al., 1991
Franca 1983 20 Queijo de leite de ovelha De BUYSER et al., 1985
Escécia 1984 27 Queijo de leite de ovelha BONE et al., 1985
Escocia 1985 2 Leite de Cabra SHARP, 1989
Israel 1987 3 Leite de Cabra GROSS et al., 1988
Brasil 1994 7 Queijo PEREIRA et al., 1996
Japéo 2000 13.420 Leite em p6 desnatado ASAO et al., 2003

Nos EUA o S. aureus esteve envolvido em 42 surtos de intoxicagdo alimentar,

com 1413 casos notificados e uma morte ocorrida entre 1993 e 1997 (ASAO et al.,
2003). Um dos maiores surtos de intoxicacdo alimentar, causado por Staphylococcus
aureus, envolvendo um produto lacteo, ocorreu em Julho de 2000 no Japdo com
milhares de pessoas envolvidas (ASAO et al., 2003). S. aureus enterotoxigénico é um
dos principais patégenos responsaveis por casos de intoxicagcdo alimentar no mundo
inteiro (DINGES et al., 2000), sendo estimado pelo Center for Disease Control and
Prevention (CDC) de Atlanta, como causa de 185.000 casos de intoxicacado alimentar
1999). Na década de 90,

aproximadamente 1,5 bilhdes de délares foi gasto anualmente nos Estados Unidos por

nos Estados Unidos anualmente (MEAD et al.,

causa das intoxicagOes estafilococicas (SU e WONG, 1997).

Em muitos paises as enterotoxinas estafilococicas constituem o segundo ou
terceiro mais comum agente causal de intoxicacdo alimentar (ATANASSOVA et al.,
2001). Casos de intoxicacao alimentar e prevaléncia de S. aureus em diferentes tipos
de alimentos como frutos do mar, leite e derivados, carne e derivados foram relatados
principalmente nos paises da América, Europa e Asia Oriental (JORGENSEN et al.,
2005).
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2.6. CARATER ZOONOTICO DE BACTERIAS DO GENERO STAPHYLOCOCCUS

Recentemente, a transferéncia de S. aureus resistentes e ndo resistentes para
humanos foi comprovada no meio rural entre criadores de suinos (VAN BELKUM, et al.,
2008) e o termo humanose, referindo-se como a transferéncia de S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA) de humanos para animais de companhia (MORGAN, 2008).

A propria definicdo de zoonoses, como “doencas ou infec¢gbes que se transmitem
naturalmente, entre os animais vertebrados e o homem, ou vice-versa”, ja denota a
possivel e importante participacdo dos animais na manutencao destas doencas (SILVA,
2004).

A transmissado mecanica de organismos patogénicos é observada também dentre
insetos, potenciais fontes de contaminacdo ambiental, especialmente em ambientes
hospitalares, de trabalho e residenciais, conforme observado em baratas (TATFENG et
al., 2005) e formigas. A transmissdo mecanica € verificada em bactérias do género
Staphylococcus (MOREIRA et al., 2005).

Os MRSA foram primeiramente relatados como tendo sido isolados a partir de
animais em 1972 (DEVRIESE et al., 1972) e durante os anos subseqientes houve um
namero limitado de outros relatos. Nos ultimos anos tém ocorrido mais relatos,
envolvendo estas cepas resistentes em animais no Reino Unido. A literatura cientifica
sugere que os seres humanos podem ter sido a fonte das cepas MRSA encontradas em
animais colonizados ou infectados (DAFRA, 2008).

MRSA foi isolado a partir de animais de companhia principalmente, gatos e céaes,
mas também a partir de cavalos e coelhos. Os MRSA isolados, no Reino Unido séo
indistinguiveis entre si e foram isolados de animais de companhia e seres humanos,
gue mantiveram contato com eles, sugerindo que estes representam a mesma estirpe.
N&o se sabe, no entanto, se a prevaléncia de MRSA estd aumentando em animais de
companhia no Reino Unido ou até que ponto os animais podem formar um reservatorio
do organismo que possam constituir um risco para o homem ou para outros animais
(DAFRA, 2008).

A transferéncia de bactérias provenientes dos animais de producdo aos
agricultores tem sido demonstrada, através do contato ou ingestdo. Na comparacao

entre os suinocultores e controles de nao fazendeiros e os agricultores, a taxa de S.



27

aureus em cavidades nasais foi significativamente maior nos suinocultores, quando
comparados a pessoas que nao lidam com os suinos (ARMAND-LEFEVRE et al.,
2005), ou outros animais de producéao (ZECCONI et al., 2006).

O S. intermedius é considerado patogénico e de interesse veterinario (OLIVEIRA,
2000), sendo encontrado na microbiota da pele, cavidade oral e cavidades nasais de
caes, gatos, equinos e visons (KONEMAM et al. 2001). Ainda segundo o0 mesmo autor a
estimativa de colonizacéo de cavidades nasais e orais esta em torno de 20 a 40% em
humanos adultos saudaveis. Segundo Hirooka et al., (1988) e Futagawa-Saito et al.
2004, cepas de S. intermedius isoladas de cdes com piodermatites produziram
enterotoxinas C, D, E e TSST-1.

Cepas de S. intermedius extraidas de alimentos como peixe cozido e pasta de
alho no Estado de Pernambuco mostraram-se enterotoxigénicas, demonstrando assim
gue a contaminacdo ocorreu, possivelmente, durante os estagios de producdo ou
estocagem destes alimentos (CUNHA NETO et al., 2002).

A microbiota normal da orelha externa dos cdes € composta por bactérias do
género Staphylococcus sp. e Streptococcus sp., e por leveduras da espécie Malassezia
pachydermatis (BAXTER, 1976; DICKSON e LOVE, 1983). MATSUDA et al. (1984)
realizaram cultivos com amostras da secrecdo da orelha média e da orelha externa
canina, obtendo cultivo bacteriano em 48% das orelhas médias predominando
Staphylococcus sp. e Escherichia coli e em 46% das orelhas externas predominando
Staphylococcus sp. e leveduras.

Até o inicio dos anos 80, o principal patégeno cutaneo isolado a partir de lesdes
piogénicas das espécies caninas era o S. aureus. Entretanto, com base em estudos
taxondmicos, Hajek (1976) descreveu uma nova espécie de estafilococos coagulase-
positivo, que foi designada, S. intermedius, sendo que varios estudos posteriores
confirmaram essa espécie como a mais prevalente em otites e piodermites em cées
(CONCEICAO e FABRIS, 1999). Talvez por esse motivo que alguns autores, como Blue
e Wolley (1977), citam a espécie S. aureus como a mais frequentemente isolada de
cdes com otite externa, visto que na época de seus estudos ndo havia ocorrido a

mudanca na taxonomia bacteriana.
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Sasaki et al. (2005), ao compararem caracteristicas de cepas de estafilococos
comensais com as cepas patogénicas, verificaram que o indice de producdo de
enterotoxinas pelas cepas isoladas a partir de cées doentes era maior, determinando,
dessa forma, a patogenicidade da microbiota composta por S. intermedius toxigénicos,
guando comparado com o poder toxigénico de cepas da bactéria isoladas de animais
saudaveis.

Ao estudar a prevaléncia de bactérias S. intermedius a partir de amostras de
orelhas caninas infeccionadas em Michigan, Estados Unidos, em um periodo de cinco
anos, Petersen et al. (2002) verificaram que 49,4% das amostras resultaram em cultivo
desta bactéria. Yamashita et al. (2005), no Japao, isolaram estafilococos em 48,3% das
amostras da secrec¢do auricular de caes com otite externa, e em 68,3% das amostras
de cdes sem otite, constatando que este € o género mais prevalente em orelhas
caninas. Esses autores observaram que Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans
apresenta-se como Unico agente etioldgico da otite externa em cées, tendo sido isolado
a partir de dois cdes com otite externa e de um cdo aparentemente normal. Na Hungria
foi verificado que S. intermedius foi 0 segundo agente mais isolado em otites em cées
com prevaléncia de 39,22%, segundo Kiss et al (1997).

A existéncia do potencial zoonotico apresentado por cepas de S. intermedius,
estd mais comumente relacionada a injurias invasivas, como mordidas por caes ou
cateteres contaminados. Entretanto, € possivel a infeccdo ndo invasiva de S.
intermedius de um cdo contaminado para um ser humano, conforme observado nos
Estados Unidos (TANNER et al., 2000). No caso relatado por esses autores, 0 paciente
humano apresentava otite externa infecciosa, sendo detectado pelo método da PCR
gue o agente causador era S. intermedius, 0 mesmo patégeno presente na otite externa
do seu céo de estimacdo. Os autores destacam que, pelo fato de bactérias do género
Staphylococcus sp. ndo serem rotineiramente identificadas em sua espécie em muitos
laboratdrios humanos, infere-se que a prevaléncia de infecgdes por S. intermedius em
humanos estaria subestimada. Dessa forma, uma maior importancia do tratamento
eficiente e rapido dos cdes com otite externa, principalmente daqueles em contato

préximo com pessoas com imunodepresséo, muito jovens ou idosos.
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2.7. PERFIL DE RESISTENCIA BACTERIANA A DROGAS

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado um grave
problema nas ultimas décadas, em que, principalmente as bactérias Gram-positivas tém
contribuido de maneira muito significativa para este aumento. Um microrganismo €
resistente a um determinado antimicrobiano, quando ele é capaz de crescer “in vitro” na
concentragcdo que esta droga atinge no sangue. O conceito de resisténcia e
sensibilidade estd intimamente associado a concentracdo que o antibidtico ou
guimioterapico atinge no principal local de sua acdo (TAVARES, 1996).

Fleming, ao descobrir a penicilina em 1929, observou a resisténcia natural de
microrganismos aos antibidticos, descrevendo que estes ndo possuiam mais efeito
sobre bactérias do grupo coli-tifdide e Pseudomonas aeruginosa (Bacillus pyocyaneus)
(FLEMING, 1929). A causa desta resisténcia natural foi, pouco depois, descoberta por
Abraham e Chain, que, em 1940, demonstraram em extratos de E. coli uma enzima
capaz de destruir a acdo da penicilina, a qual denominaram penicilinase. Segundo
Livermore (2000), a difusdo do uso clinico da penicilina trouxe ao conhecimento o fato
de que entre microrganismos sensiveis ao antibidtico havia também exemplares
resistentes, sendo que no final dos anos 40 o farmaco ja ndo era mais eficaz no
tratamento de pacientes com infeccdo estafilococcica e a maioria dos isolados de S.
aureus era resistente devido a producdo de penicilinase. Desde entdo, iniciou-se a
producao de novas geracdes de antimicrobianos e conseqientemente aparecimento de
isolados resistentes.

A resisténcia natural faz parte das caracteristicas bioldégicas dos microrganismos
e pode ser observada em determinadas espécies bacterianas em relacdo a diferentes
antimicrobianos. Esta resisténcia pode existir devido a falta de estrutura alvo ou a
resisténcia a antibidticos especificos. Este tipo de resisténcia € previsivel e tem
importancia clinica menor devido a multiplicidade de substancias quimicas, atualmente,
disponiveis para tratamento de infeccbes bacterianas (MADIGAN et al., 1997). Os
antibioticos ndo parecem ser agentes mutagénicos, portanto, ndo sdo causa direta do
surgimento de resisténcia; eles apenas selecionam 0s microrganismos resistentes que
existem em uma populacdo bacteriana. Entretanto, os antibioticos podem ter a

capacidade de induzir resisténcia em determinadas espécies bacterianas. Este
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fenbmeno é observado no género Staphylococcus, o qual ocorre produ¢do da enzima -
lactamase, induzida pela presenca dos antibitticos 3-lactamicos (TAVARES, 1996).

Com a evolucdo da ciéncia médica promovida pela melhora do diagnéstico das
diversas enfermidades, melhora dos equipamentos médicos e por conseqiiente melhora
dos procedimentos realizados, abriu-se um novo campo para atuacdo da
antibioticoterapia, sendo esta desenvolvida para tratar infeccbes provocadas por
microrganismos emergentes e re-emergentes. Neste sentido, a adaptacdo dos
microrganismos as diferentes drogas antimicrobianas empregadas passa pelos
diferentes mecanismos de resisténcia desenvolvidos e caracterizados, principalmente,
por métodos moleculares. Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos podem ser
gerados por pressao seletiva e uso excessivo de antibidticos, principalmente em
ambientes hospitalares, aumento de pacientes imunocomprometidos, erros no controle
de infeccdo hospitalar, aumento de processos cirlrgicos invasivos e uso indiscriminado
de antibioticos (FILE Jr., 1999).

Outro aspecto importante a ser considerado no aparecimento de resisténcia
entre os microrganismos é o uso de drogas na criacdo de animais destinados a
producdo de alimentos, na profilaxia de doencas, na quimioterapia e como promotores
de crescimento. A droga vancomicina, um glicopeptideo usado na medicina humana e
veterinaria, esta entre os principios ativos com problemas relacionados ao surgimento
de resisténcia natural em determinadas areas, como ocorreu na Austrélia em diferentes
areas de trabalho. A droga foi utilizada na area médica em proporcdes muito inferiores
a utilizada na agricultura, como a avoparcina, outro glicopeptideo utilizado na criacao
animal (WITTE, 1998). Gerando altos graus de resisténcia a esta droga na area
veterinaria.

Nos anos 50 a 70 ocorreu o0 aparecimento de Staphylococcus spp. resistentes a
penicilina, nos anos 60 a 80 verificou-se 0 aparecimento de Staphylococcus spp.

by bY

resistentes a meticilina, em especial S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). No
presente, encontram-se Staphylococcus spp resistentes a meticilina e espera-se o
surgimento de Staphylococcus spp resistentes a vancomicina, tais como S. aureus

(VRSA), isolado no Japéo e nos Estados Unidos, o que ofereceria maior risco para a
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populagdo, a medida que tal resisténcia se torne ainda mais comum como no caso das
cepas MRSA (CDC, 2002).

A resisténcia a antibidticos B-lactamicos € causada pela alteracdo das proteinas
de ligacdo das penicilinas (PBPs), relacionada a baixa afinidade deste antimicrobiano a
estas proteinas, ou pela producdo de enzimas de [-lactamases. No caso de
fluoroquinolonas a resisténcia é causada pela alteracdo da DNA girase; nos
macrolideos a resisténcia é causada pela presenca de enzimas metilantes; e para os
glicopeptideos a resisténcia é causada pela alteracéo de alvo (FILE Jr., 1999).

O antimicrobiano oxacilina € um antibiotico B-lactamico (Penicilina M) sintético (3-
fenil-5-metil-4-isoxazolilpenicilina) muito utilizado na pratica médica para tratamento
hospitalar de infec¢gbes causadas por Staphylococcus spp. (GILBERT et al., 2003). Para
gue os antibidticos B-lactamicos atuem é necessario que estes penetrem na célula
bacteriana, através de sua parede celular, inativando alvos especificos localizados na
superficie interna da parede celular bacteriana. Se este mecanismo néo estiver afetado,
o antibiotico devera ligar-se as Proteinas de Ligacdo das Penicilinas (PBP). Os
antibioticos possuem afinidades variaveis as PBPs, no qual, alteracbes dessas
afinidades ou aquisicdo de PBPs suplementares sem afinidades pelo antibiotico
resultardo em uma resisténcia adquirida via mutacdo transmitida verticalmente as
células descendentes (AMATO NETO et al., 1994).

Quando o antibidtico B-lactamico se liga a um ou mais receptores de penicilina, a
reacdo de transpeptidacdo € inibida e a sintese do peptidioglicano é bloqueada e, na
sequéncia, ocorre a inativacdo das enzimas autoliticas da parede celular. No caso de
Staphylococcus spp. o principal mecanismo de resisténcia para oxacilina € a alteracédo
das PBPs (CHAMBERS, 1997).

A resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp. é heterogénea, conferida
principalmente pelo gene mecA, correlacionado a baixa afinidade deste antimicrobiano
para proteina PBP2a. Um segundo mecanismo de resisténcia, independente do gene
mecA, € o fendtipo denominado “borderline” promovido pela hiperproducédo de [-
lactamases (MARTINEAU et al., 2000). Um terceiro mecanismo de resisténcia descrito
€ a alteracdo de outras PBPs (PETERSEN et al., 2002; PETINAKI et al., 2001).
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No estado do Rio de Janeiro isolados de S. aureus resistentes a varias drogas
foram tipificados molecularmente, provenientes de avestruz e de amostras de leite de
bdfalos, bovinos, caprinos e ovinos, cujo padrdo clonal ao ser comparado com S.
aureus isolados de humano concluiu-se que os mesmos eram especificos de animais.
As cepas circulantes, multirresistentes a drogas, no entanto, nado apresentaram

BN

resisténcia a meticilina, pela auséncia de amplificacdo do gene mecA, sendo
classificadas desta forma como MSSA, ou S. aureus suscetiveis a meticilina, ao
contrario daquelas denominadas cepas resistentes a droga, conhecidas como MRSA
(AIRES-DE-SOUSA et al., 2007).

A meticilina foi introduzida em 1960 (FURUYA e LOWY, 2006) e desde o
primeiro isolamento de MRSA no Reino Unido em 1961 (KIM et al., 2003), e por
meados da década de 70 tinham se tornado endémicos em muitos paises (VOSS e
DOEBBELING, 1995), sendo considerados um problema crescente em saude publica
nos ultimos anos. Os MRSA sao conhecidos agentes patogénicos hospitalares, sendo
responsaveis por mais de 10% das infec¢gbes do sistema circulatério (WISPLINHOFF et
al., 2004; COSGROVE et al., 2003), sendo 50% dos S. aureus isolados em centros de
terapia intensiva (CTI) nos EUA resistentes a meticilina (FURUYA e LOWY, 2006) e em
hospitais na Coréia do Sul, 0 MRSA representa mais de 70% dos isolados de S. aureus
(KIM et al., 2003). De acordo com a literatura, portar S. aureus e MRSA é fator de risco
para o desenvolvimento de infeccbes durante o internamento em UTI, aumentando a
mortalidade desses pacientes (CDC, 2001).

Nos dultimos anos a identificacdo de MRSA em individuos sadios em
comunidades, também conhecido como CA-MRSA, é cada vez mais comum. Os
isolados de CA-MRSA foram primeiramente relatados em individuos jovens saudaveis,
sem problemas de saude e estas cepas tém sido geralmente, sensiveis a antibiéticos
nao-lactamicos (BANCROFT, 2007).

Na maioria das comunidades Norte-Americanas o0s surtos tém envolvido os
Staphylococcus apenas nas infeccbes de pele ou de tecidos moles e pouco tem sido
relatado em infecgbes severas. Poucos departamentos de saude tém sistematicos
programas de vigilancia para a resisténcia antimicrobiana. Da lista de doencas

notificaveis nos EUA, apenas trés sdo observadas especificamente por serem causadas
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por organismos com resisténcia antimicrobiana, sdo estes Streptococcus pneumoniae,
S. aureus Vancomicina intermediaria (VISA) e S. aureus Vancomicina resistentes
(VRSA) (BANCROFT, 2007).

Um estudo no municipio de Campos dos Goytacazes relatou a ocorréncia da
sindrome do choque toxico em uma crianca vitimada por infeccdo por S. aureus
toxigénico e posteriormente tratada, de forma bem sucedida, com vancomicina (DE
SOUZA CAMPOS FERNANDES et al., 2005). Estirpes de Staphylococcus resistentes a
antibioticos sdo isoladas de animais domesticos, entre profissionais e proprietarios que
entram em contato com tais animais (WEESE et al., 2006). A exposicao a estes agentes
patogénicos pode causar enormes prejuizos a saude humana, ao sistema de saude e

aos produtores rurais.

2.7.1. A Importancia da Resisténcia bacteriana a Ox  acilina

A epidemiologia das infeccOes nosocomiais, causadas por S. aureus, passou a
ser bem estudada a partir das décadas de 50 e 60, quando este foi considerado o
agente que predominava no ambiente hospitalar, proporcionando o aumento de casos
de infeccdo (WANG et al., 2002; MONTESINOS et al., 2003). Até o meio da década de
70, cepas de S. aureus resistentes a oxacilina (SARQO) ocorriam esporadicamente e ndo
constituiam problema clinico sério (TAMBIC et al., 1999; SAMY et al., 2003). Mais
recentemente, muitos estudos de vigilancia tém mostrado aumento da prevaléncia de
SARO, entre cepas de S. aureus (SIMOR et al., 2001; SOLA et al., 2002; AIRES DE
SOUZA et al.,, 2003; BANCROFT, 2007; PEREIRA et al., 2009 in press). Estudos
americanos mostraram que esse patdgeno foi a principal causa de infeccdes em
diversas unidades hospitalares, com destaque para um aumento na incidéncia de 2,4%
para 29% entre 1975 a 1991. Segundo Loureiro et al (2000), encontra-se a prevaléncia
de SARO em torno de 40%.

Na Inglaterra, os indices aumentaram de 1,5% para 13,2% entre 1989 e 1995
(MELTER et al.,, 2003). No Brasil, a situacdo ndo € muito diferente. O SARO ¢é
reconhecido como um dos principais causadores de surtos nosocomiais, embora com
grande variagdo em diversos hospitais do pais, em proporgédo de 26,6 a 71% (SADER
et al., 1995; LOUREIRO et al., 2000). A letalidade atribuida as infec¢cdes causadas por
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SARO é da ordem de 4,5 a 50%, (MIRAGAIA et al., 2003). Em estudo no Estado de
Sdo Paulo foi constatada a presenca de isolados MRSA em unidades pediatricas,
porém com um declinio de SARO nos ultimos anos, que segundo os autores pode ser
atribuido ao sistema rotacional de uso de drogas na terapia antibacteriana de doencas
causadas por S. aureus (PEREIRA et al., 2009 in press).

O mecanismo de disseminacdo dos SARO dentro dos hospitais, durante surtos,
ndo estd bem definido (SOLA et al., 2002); sabe-se que a principal forma de
transmissdo ocorre através do staff da area de saude, durante o atendimento direto
prestado aos pacientes, nos diferentes setores. Durante 0s surtos, 0s pacientes
colonizados ou infectados pelo SARO agem como reservatérios e as infeccbes
cruzadas acontecem mediadas pelos médicos, enfermeiros e outros profissionais da
saude que entram em contato com os pacientes (SOLA et al., 2002).

A escolha da oxacilina como tratamento primario, em pacientes hospitalizados, &
sempre recomendada nos casos de infec¢des causadas por Staphylococcus spp., como
endocardite infecciosa, sepse e para pacientes com préteses. Quando do encontro de
Staphylococcus spp coagulase negativos resistentes a oxacilina, a escolha terapéutica
fica muito restrita e neste caso deverd ser utilizado um esquema alternativo, com
especial atencdo a pacientes portadores de proteses; o principal esquema alternativo é
0 uso de vancomicina (GILBERT et al., 2003).

Os ECN representam aproximadamente 75% dos isolados resistentes a
oxacilina. Estes microrganismos sao o0s principais causadores de infeccdes
nosocomiais, principalmente em pacientes imunocomprometidos, neonatos e em
pacientes com préteses internas. Esses microrganismos apresentam o gene mecA que
codifica a proteina PBP2a responsavel pela resisténcia a oxacilina. A andlise da
presenca deste gene serve como diagnostico e ajuda na escolha da melhor terapia
antimicrobiana (YORK et al., 1996).

Para pacientes de risco especifico, como os portadores do virus HIV, os indices
de infeccdo hospitalar variam de 9 a 16%. As infec¢cbes da corrente sangiinea
correspondem a cerca de 35% destas. O agente de maior freqiéncia é S. aureus com
40% sendo, mais de 90% destes isolados MRSA. Os ECN correspondem a 21% dos

isolados. Nestes casos, 0 uso de vancomicina é recomendado para tratamento de
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sepse nosocomial (OLIVEIRA JUNIOR et al., 1999). O uso excessivo de vancomicina
leva a uma pressao seletiva, causando o aumento de isolados resistentes. Os ECN
juntamente com S. aureus sdo as maiores causas de mortalidade e morbidade nos
hospitais estudados na década de 90 (VON EIFF et al., 2000).

2.7.2. Agente Antimicrobiano para Staphylococcus Resistentes a
Vancomicina e Oxacilina.

Daptomicina € o primeiro membro de uma nova classe de agentes
antimicrobianos, os lipopeptideos ciclicos, derivados de Streptomyces roseosporus,
possuindo um largo espectro de acdo (STEENBERGEN et al.,, 2005). Seu modo de
acdo € unico, ligando-se as membranas bacterianas, na presenca dos niveis
fisiologicos de ions de calcio (FUCHS et al.,, 2000, SILVERMAN et al.,, 2003).
Daptomicina tem eficacia, sobretudo contra bactérias Gram-positivas, devido a sua
incapacidade de penetrar na membrana externa de bactérias Gram-negativas
(CARPENTER e CHAMBERS, 2004). Ela esta disponivel no mercado para ser utilizada
pela via intravenosa, apresenta cinética linear e tem acdo bactericida (SILVERMAN et
al., 2003, LAGANAS et al., 2003).

Daptomicina € ativa contra uma ampla gama de microorganismos
multirresistentes para 0s quais existem muito poucas alternativas terapéuticas, tais
como MRSA. Esta droga foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA, em setembro de 2003 para o tratamento das infeccOes de pele severas e,
recentemente, para o tratamento de bacteremia causada por S. aureus (CPI, 2006).

A daptomicina demonstrou forte atividade in vitro, em estudos com estafilococos
e enterococos coletados em centros médicos europeus, no ano de 2005, resultando em
um excelente agente terapéutico para uso em infeccbes graves causadas por

estafilococos resistentes a oxacilina e a vancomicina na Europa (SADER et al., 2007).

2.7.3. Staphylococcus Associados a Comunidades (CA-MRSA)

Os S. aureus meticilina-resistente (MRSA) tém sido isolados e reconhecidos por
décadas como um dos principais causadores de infec¢cdo hospitalar-adquirida ou
associada a area da saude em todo o mundo (OLIVEIRA et al., 2001; STEFANI e
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VARALDO, 2003). Contudo, durante os ultimos 10 anos, a epidemiologia dos MRSA
mudou e infecgbes causadas por este microrganismo tém surgido em comunidades
(KING et al.,, 2006; TRISTAN et al., 2007; BANCROFT, 2007) e entre criadores de
suinos, caracterizando uma tipica situagéo de zoonose (VAN BELKUM et al., 2008).

Os primeiros relatos de infecgcdes por MRSA em comunidades foram descritos
predominantemente em criancas, sem estabelecer fatores de risco para a aquisicao
MRSA e foram definidos como MRSA associados a comunidades (CA-MRSA) (CDC,
1999). A maioria das cepas CA-MRSA partilham um tipo IV de cromossomo
estafilocdcico mec (SCCmec) e que codificam Panton-Valentine Leukocidin (PVL), uma
citotoxina, que provoca destruicdo nos leucqcitos e necrose tecidual (VANDENESCH et
al., 2003; VON EIFF et al., 2004). Cepas de MRSA PVL-positivas pertencentes a um
namero restrito de clones epidémicos sdo independentes das cepas associadas a
hospitais (TRISTAN et al., 2007).

Outra caracteristica do CA-MRSA, ao contrario dos isolados hospitalares, seria
sua susceptibilidade a muitos agentes antimicrobianos. CA-MRSA tendem a causar
infeccdes de pequenos focos que afetam populagbes uUnicas e saudaveis, como as
criangas, jovens e adultos de populacdes de Aborigenes australianos, americanos
nativos, nativos do Alasca (inuite), prisioneiros, militares recrutas, homossexuais, atletas
gue competem em esportes de contato (MOELLERING, 2006).

Atualmente, as infec¢des por CA-MRSA PVL-positivas, parecem ser endémicas
em muitas regides urbanas e causam a maior parte das infeccbes por S. aureus
associados a comunidades nos Estados Unidos (KING et al., 2006), Australia (RILEY et
al. 1995), e em varios paises da Europa (TRISTAN et al., 2007). Em 2002, foi realizado
na Espanha um estudo onde se verificou que 30,5% dos S. aureus isolados foram
MRSA, mas nenhum deles produziu a toxina PVL, no entanto, 70,2% apresentaram a
SCCmec IV. Em um recente estudo sobre prevaléncia de MRSA na Espanha, apenas
um dos isolados foi PVL positivo (CUEVAS et al., 2007). Devido a baixa prevaléncia de
MRSA PVL-positivos observados na Espanha em 2004, foi iniciada uma busca ativa
para verificar a presenca da toxina PVL entre todos MRSA detectados e verificou-se
gue apesar da elevada prevaléncia de MRSA de origem hospitalar 30,5% (CUEVAS et
al., 2004), a prevaléncia de CA-MRSA e PVL-CA-MRSA positivo ainda sao
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consideradas baixas (CERCENADO et al., 2008). Em estudos com diferentes espécies
animais no Brasil, de um total de 30 isolados de S. aureus nenhum amplificou os genes
mecA e pvl, responsaveis pela codificagcdo de resisténcia a meticilina e de PVL,
respectivamente (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007).

Considerando que os MRSA adquiridos em hospital (HA-MRSA) séao alvos de
preocupacdo para pacientes internados desde a década de 60, recentemente, 0s
isolados de MRSA associados a comunidades (CA-MRSA) tém se tornado uma ameaga
(SAIMAN et al.,, 2003; CARLETON et al., 2004). Relatos de disseminacdo dos CA-
MRSA de hospitais para as comunidades foram descritos, onde surtos tém ocorrido
(SAIMAN et al., 2003; DAILEY et al., 2005). Uma vez que trabalhadores da area de
saude estdo na interface entre os hospitais e as comunidades, cuidados devem ser
tomados a longo prazo, pois estas pessoas podem servir como reservatorios, vetores
ou vitimas de transmissdo ou infec¢bes cruzadas de MRSA, tanto no ambiente
hospitalar como fora dele (SAX et al., 2006).

Os cuidados de transmissdo de CA-MRSA para os trabalhadores da area de
saude ainda s&o pouco estudados, segundo Raab et al. (2006). Embora as taxas de
colonizacdo por CA-MRSA parecam ser semelhantes a HA-MRSA, houve uma maior
proporcdo de infeccbes por HA-MRSA, destacando o perigo direto para médicos e
profissionais da area de saude (LINDE et al., 2005). Este achado foi confirmado em
recente estudo de um ambulatério com pacientes HIV positivos, em Baltimore (EUA),
onde cepas idénticas, CA-MRSA, causaram infeccOes a dois trabalhadores, de um total
de 70 da area de saude, que mantiveram contato com os pacientes. O transporte por
via nasal das cepas de MRSA foi observado em apenas trés (2%) dos 138
trabalhadores da area da saude, também nos EUA (JOHNSTON et al., 2006). Em
contrapartida, foi observado o transporte nasal assintomatico de cepas de CA-MRSA,
em seis (5,8%) dos 104 agentes de salde, analisados em uma casa de salde na
Alemanha (RAAB et al., 2006) e confirmando o relato anterior, de pessoas
assintomaticas, em comunidades, como reservatério de CA-MRSA (HARBARTH, 2005).

Um estudo sobre a prevaléncia de S. aureus em trabalhadores da area de saude
forneceu dados sobre o deslocamento destas cepas sensiveis a meticilina (MSSA)
nestes trabalhadores. De um total de 10.589 trabalhadores de saude, 2.508 (23,7%)
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foram encontrados com cepas de MSSA e, em 127 inquéritos, foi observada média de
prevaléncia de MRSA de 4,6% (1.545 de 33.318) em trabalhadores desta area,
colonizados (ALBRICH e HARBARTH, 2008).

2.8. TOXINAS ESTAFILOCOCICAS

As enterotoxinas estafilocécicas (EEs) s@o proteinas extracelulares com baixo
peso molecular (25.000 a 30.000 daltons), hidrossolaveis, cuja composicdo de
aminoacidos, estrutura molecular e atividades farmacolégicas sdo semelhantes entre si,
possuindo, entretanto, propriedades imunoldgicas distintas. Resistem a acdo de
enzimas proteoliticas e esta caracteristica explica a capacidade de permanecerem
ativas apoés sua ingestéo, bem como em certos alimentos, resistindo a agdo de enzimas
produzidas por outros microrganismos e a enzimas do proprio alimento (LOPES, 1990;
MARTIN e MYERS, 1994; SILVA, 1998; NOVAK, 1999).

Uma das caracteristicas das enterotoxinas é a termo-resisténcia, que Ihe confere
a capacidade de resistir a tratamentos térmicos, como a pasteurizacdo e a
ultrapasteurizacdo. A produgcdo de enterotoxinas geralmente esta relacionada com
cepas e/ou espécies de estafilococos que produzem as enzimas coagulase e
termonuclease, entretanto, algumas cepas e/ou espécies que nao produzem coagulase
e/ou termonuclease podem produzir enterotoxinas (JAY, 1992).

Por muitos anos S. aureus foi considerado a Unica espécie do género
Staphylococcus capaz de produzir enterotoxinas, bem como de produzir coagulase.
Posteriormente, outras espécies produtoras de enterotoxinas e de coagulase, tais como
S. hyicus e S. intermedius, foram identificadas e, inclusive, surtos de intoxicacao
alimentar ja foram atribuidos a estas duas espécies (GANDRA, 2003).

As enterotoxinas estafilocécicas e TSST-1, produzidas por S. aureus, sdo parte
da familia das pirotoxinas superantigénicas (PTSAg — Pyrogenic Toxin Superantigens).
As PTSAgs sdo moléculas pequenas, polipeptideos néo glicosilados, com peso
molecular na escala de 20 a 30 kDa (MARRACK e KAPPLER, 1990; DINGES et al.
2000). Cada enterotoxina estafilococica recebe sua denominacdo iniciando-se pela
enterotoxina estafilocécica, (inglés Staphylococcal Enterotoxin), seguida pelas letras em
ordem crescente do alfabeto (SEA, SEB, SEC, SED, SEE etc.) de acordo com suas
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caracteristicas antigénicas (CASMAN, 1960). A enterotoxina F foi substituida, sendo
denominada TSST-1, ou toxina da sindrome do choque toxico-1 (BERGDOLL et al.,
1981).

As enterotoxinas sdo classificadas, atualmente, em enterotoxina estafilocécica A
(SEA) (CASMAN, 1960); enterotoxina estafilococica B (SEB) (BERGDOLL et al., 1959);
enterotoxina estafilococica C (SEC) (BERGDOLL et al., 1965); enterotoxina
estafilococica D (SED) (CASMAN et al., 1967); enterotoxina estafilocécica E (SEE)
(BERGDOLL et al.,, 1971), enterotoxina estafilocécica H (SEH) (SU e WONG, 1995),
enterotoxina estafilocécica | (SEI), enterotoxina estafilococica J (SEJ) e enterotoxina
estafilocécica K (SEK) (BALABAN e RASOOLY, 2000), enterotoxina estafilocécica L
(SEL) (ORWIN et al., 2003). Estudos complementares mais recentes descobriram,
SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU (JARRAUD et al., 2001; LETERTRE et al.,
2003; OMOE et al., 2004 e 2005). Cada sorotipo foi designado de acordo com uma
nomenclatura padrdo na qual a enterotoxina descoberta € nomeada com uma letra na
ordem de seu descobrimento (MONDAY e BOHACH, 1999; BALABAN e RASOOLY,
2000).

Estas toxinas sdo proteinas que resistem aos meétodos convencionais de
tratamento do leite, como a pasteurizacdo, e concentracbes minimas presentes nos
alimentos contaminados séo suficientes para desencadear os sintomas clinicos em
individuos mais sensiveis. As toxinas estafilocécicas podem ser codificadas por
profagos, (BETLEY e MEKALANOS, 1985), por plasmideos, (BAYLES e IANDOLO,
1989) ou por ilhas de patogenicidade cromossomais (YARWOOD et al., 2002).

Segundo zschdck et al. (2000) e Balaban e Rasooly (2000), cepas obtidas
através de alimentos contaminados tiveram maior producdo de SEA, ao contrario do
gue ocorre com cepas isoladas de mastite bovina, onde a producédo de SEC prevalece
sobre a producdo das outras enterotoxinas (KENNY et al., 1993; MATSUNAGA et al.,
1993; TAKEUCHI et al., 1998; ZSCHOCK et al., 2004). Sabe-se que 95% de
intoxicacdes alimentares sdo causadas por SEA e SEE (BERGDOLL 1983), enquanto
os sintomas de choque toxico em humanos podem ser causados pelas enterotoxinas A,
B e C, além da TSST-1, provenientes de S. aureus (MONDAY e BOHACH, 1999). A

homologia, acima de 80% (similaridade), entre a enterotoxina A (sea) e a enterotoxina E
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(see) foi demonstrada por semelhanca entre as duas sequéncias, 0 que permite que o
anti-soro anti-sea também detecte cepas see positivas (LEE et al., 1978).

A TSST-1, descrita na década de 80 (BERGDOLL et al., 1981), é responsavel
pela sindrome do choque toxico (TSS) em humanos. Os S. aureus isolados de bovinos
ou ovinos tém algumas caracteristicas em comum com aquela encontrada em humanos
podendo, provocar o TSS. Por essa razao, € de interesse o estudo de animais positivos
para a producgdo desta toxina quando ha convivio destes com seres humanos, sendo 0s
animais apontados como provavel fonte de infeccdes humanas (ZSCHOCK et al.,
2004).

Estas toxinas podem representar riscos a saude publica por estarem presentes
em laticinios (TATINI et al., 1973), além de causar injarias a glandula mamaria das
espécies produtoras de leite (FERENS et al. 1998), levando a perda nos diferentes
setores da cadeia produtiva e criacdo de animais leiteiros (SEKHON et al., 1984). Elas
geram impacto econdmico para os criadores e demais setores diretamente relacionados
a atividade de producao de laticinios, causando grandes problemas aos seres humanos
devido ao seu carater zoondético. Visto que animais de companhia podem transmitir
estas bactérias, de acordo com KRAVETZ e FEDERMAN (2002), mordeduras ou
arranhaduras de felinos domésticos, podem causar infec¢cdes em seres humanos.

Os sintomas da intoxicacdo estafilocécica surgem, em média, cerca de 4 horas
apos ingestdo do alimento contaminado, podendo variar de 1 a 6 horas. Os principais
sintomas sdo nauseas, vomitos, cdlica abdominal, diarréia, sudorese, dor de cabeca e,
algumas vezes, diminuicdo da temperatura corporal. Geralmente duram entre 24 e 48
horas e o indice de mortalidade € muito baixo (TRANTER, 1990; JAY, 1992; FRAZIER e
WESTHOFF, 1993; FRANCO e LANDGRAF, 2002; GANDRA, 2003).

Foi observado que, as alteracbes ambientais, o crescimento econdmico, a crise
social e o advento da AIDS contribuem para a emergéncia de novas doencas e 0
reaparecimento de outras doencas antigas (EPSTEIN, 1995; HAVARD WORKING
GROUP,1995). O Staphylococcus aureus pode levar criangcas e/ou individuos com

problemas imunologicos ao 6bito (EPSTEIN, 1995).
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3 - OBJETIVOS

Objetivos gerais:

Realizar o levantamento epidemiologico dos Staphylococcus spp. de animais e
pessoas circulantes nas comunidades carentes do municipio de Campos dos
Goytacazes, de ambiente hospitalar que atende a duas comunidades, investigar
possiveis fatores de patogenicidade e avaliar o seu grau de resisténcia a drogas, no
periodo de 2006 a 2008.

Objetivos especificos:

- Caracterizar o perfil de resisténcia a 13 agentes antimicrobianos dos isolados
de Staphylococccus de animais;

- Caracterizar o perfil de resisténcia a 13 agentes antimicrobianos dos isolados
de Staphylococccus de humanos;

- Caracterizar o perfil de resisténcia a 13 agentes antimicrobianos dos isolados
ambientais de Staphylococccus hospitalares;

- Avaliar as possiveis cepas produtoras de enterotoxinas (SEA — SEE) e TSST-1,

isoladas de ambiente hospitalar, pelo teste de MSA;
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4 — MATERIAL E METODOS

Este estudo faz parte do Programa Parasitoses do Norte Fluminense, foi aprovado pelo
comité de ética da FioCruz e aprovado institucionalmente entre os laboratérios

envolvidos na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

4.1. LOCALIDADES ESTUDADAS

Foram estudadas quatro comunidades carentes, no municipio de Campos dos
Goytacazes. Comunidade do Matadouro, localizada na regido central do municipio
(adjacéncias da Universidade Estadual do Norte Fluminense - Figura 1), comunidade de
Arraial e Parque Santuério, localizadas no distrito de Travessao, localizadas na regido
periurbana a 25 Km do centro do municipio — Figura 2 e 3) e a comunidade de Lagoa
de Cima, localizada na regido periurbana, as margens da lagoa que nomeia esta
comunidade (35 km do centro do municipio — Figura 4).

A colheita de amostras foi baseada em conveniéncia de coleta, onde foram feitas
guando as pessoas investigadas estavam presentes em seus domicilios, no momento
da visita. A maioria dos animais coletados neste estudo possuia domicilios, mas
passavam a maior parte do tempo na rua, sendo isto, uma dificuldade para a coleta das

amostras.
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Figura 1 - comunidade de Parque Santuario, distrito de Travess&o, Campos dos
Goytacazes/RJ (Fonte: Google Earth, acessado dia 06 de janeiro de 2009).
Coordenadas: 21° 36’ 03.63” S, 41° 18’ 31.39” O — Visao de 30 de Agosto de 2004.

Figura 2 - Comunidae e Araial, dlstnto de Travessao Campos dos
Goytacazes/RJ (Fonte: Google Earth, acessado dia 06 de janeiro de 2009).
Coordenadas: 21° 35’ 56.60” S, 41° 18’ 49.45” O — Visao de 30 de Agosto de 2004.
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Figura 3 — Comunldade Matadouro Reglao central do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ (Fonte: Google Earth, acessado dia 06 de janeiro de 2009).
Coordenadas: 21° 45’ 39.33” S, 41° 17’ 27.70” O — Visao de 30 de Agosto de 2004.

Flgura 4 — Comunldade de Lagoa de Cima, as margensda Iagoa mun|C|p|o de
Campos dos Goytacazes-RJ (Fonte: Google Earth, acessado dia 20 de janeiro de
2009). Coordenadas: 21° 46’ 55.57” S, 41° 31’ 28.69” O
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4.2. COLHEITA DE AMOSTRAS

Foram coletadas 115 amostras através de suabes microbiolégicos estéreis
oriundos de animais de companhia e producdo das quatro comunidades, assim
distribuidas: 30 amostras da comunidade Matadouro, 31 amostras da comunidade
Parque Santuario, 27 amostras da comunidade de Arraial e 27 amostras da
comunidade de Lagoa de Cima. Também foram obtidas amostras provenientes de
seres humanos, com o auxilio de um enfermeiro, sendo 31 amostras da Comunidade
do Parque Santuario, 52 amostras da comunidade Arraial, 40 da comunidade de Lagoa
de Cima e 41 da comunidade de Matadouro, no total 164 amostras humanas,
totalizando 279 amostras (figura 5 A e B). No hospital foram coletadas 37 amostras
ambientais, contabilizando 316 amostras. As pessoas que optaram por participar do
estudo assinaram um termo de consentimento (Anexo 2).

A coleta das amostras foi realizada com auxilio de suabe microbiolégico estéril,
nos animais as amostras foram coletadas da cavidade auricular, sendo que aves da
cavidade oral, o bico. Nos seres humanos as amostras foram coletadas da cavidade

nasal, das quatro comunidades citadas.

B

Campos dos Goytacazes/RJ.
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Préximo as comunidades de Arraial e Parque Santuario foram coletadas
amostras ambientais, com auxilio de suabe estéril em setores dentro do hospital, como
consultérios pediatricos, obstétricos, ambulatorios e recep¢do, que atende as duas

comunidades supracitadas. Nos consultérios foram coletadas amostras da maca de
atendimento, mesa do médico e do chédo, consultorio pediatrico, foram coletadas dos
mesmos lugares acrescentando-se a balanca de pesagem das criancas, ambulatorios
principalmente das macas e na recep¢cao, amostras do balcdo e das cadeiras de

espera dos pacientes. Foi realizada entrevista com os moradores, antes da coleta das
amostras, na qual foram obtidos dados como a idade, sexo e a presenca de animais ou
contato prévio com 0os mesmos (de companhia ou de producdo) na casa ou nha
localidade.

O transporte das amostras do local das coletas ao laboratério foi realizado,

colocando-se os suabes dentro de um isopor com tampa.
4.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Staphylococcus spp.

No laboratério cada suabe foi inoculado primariamente em caldo BHI contendo
7,5% de NaCl (Veteck®) e, posteriormente, em agar sangue (Acumedia, EUA) acrescido
de 5% de sangue estéril desfibrinado de carneiro. Em seguida as placas foram
incubadas durante 24 e 48 horas a 37°C em estufa bacterioldgica. As coldnias foram
observadas quanto a sua morfologia, coloracdo e padrdo de hemdlise. As colbnias

purificadas foram submetidas a analises bioquimicas.

4.4. ANALISE BIOQUIMICA

As bactérias classificadas pela sua morfologia, como cocos Gram-positivos,
através de microscopia 6tica, foram testadas quanto ao teste da catalase (Sigma®),
teste da oxidase (Sigma®), teste de producdo de coagulase (Difco®), fermentacéo
aerdbia de manitol e ribose (Difco®), teste de DNase (Difco®), B-galactosidase (Fluka®),
resisténcia a novobiocina (Laborclin®) e prova de Voges-Proskauer (VP, Merck®) e

atividade hemolitica, para a caracterizacdo do género Staphylococcus spp.
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Apés a obtencédo de colbnias puras, bactérias Gram-positivas foram testadas por
meio de testes de rotina microbiolégica com o uso de meios padronizados para
identificacdo do género e espécie. Em casos de davida na classificacdo pela
metodologia descrita anteriormente, as classificagdes foram confirmadas pelo uso de
kits miniaturizados, Api ID32 Staph, (Biomeriéux, Franca) com leitura automatizada pelo

equipamento MiniApi (Biomeriéux, Francga).

4.4.1. Fermentacao de manitol

A fermentacdo de manitol foi observada em aerobiose, com a inoculacdo das
bactérias em Agar Volgel-Johnson ou tubo contendo manitol (incubadas por 24 horas a
37C). Foram consideradas positivas as colonias que converteram a coloracdo do meio

do vermelho para o amarelo.

4.4.2. Teste de catalase

As colbnias isoladas de agar Volgel-Johnson ou agar sangue foram depositadas
sobre lamina de vidro, em seguida 50uL de peroxido de hidrogénio 10 volumes (Sigma,
EUA) foram colocados sobre as coldnias. O imediato aparecimento de bolhas indicou
teste positivo, ja que a producéo de efervescéncia indica a conversao do H,O, em agua

e oxigénio gasoso

4.4.3. Teste de producédo de coagulase

Amostras das colbnias selecionadas foram transferidas para tubos (12mm x
75mm) contendo 0,5 mL de plasma de coelho adicionado de EDTA, e em seguida
incubados a 37<C. Foi observada a formacdo do coagulo, com cinco leituras (uma,
duas, quatro, oito e 24 horas apoOs incubacdo), durante 24 horas. A formacdo de
coagulo, por inspec¢do visual, foi indicativa de teste positivo. Em cada teste foram
incluidas amostras, como controle positivo (S. aureus - ATCC-25923, American Type

Culture Collection) e como controle negativo (Staphylococcus schleifferi sub schleiferi).
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4.4.4. Teste de oxidase

As colonias isoladas em agar sangue foram depositadas e espalhadas sobre
discos de papel contendo para-aminodimetilanilina, com auxilio de al¢a de platina, para
deteccdo da producdo de oxidase pelos microrganismos. Col6nias de S. aureus foram
oxidase-negativos, portanto, ndo desenvolvem coloragdo violeta, tipica dos
microrganismos oxidase-positivos.

4.4.5. Teste de DNase

Este teste determina a atividade da desoxirribonuclease dos organismos.
Consiste na incubacéo de colbnias puras em agar DNase test (Difco, USA) a 37<C por
24 horas, adicionando-se em seguida acido cloridrico (HCI) a 1,5 N sobre as colonias.
Apoés alguns segundos, procedeu-se a leitura. A formacdo do halo transparente em
torno das coldnias indicou reacao de positividade.

4.4.6. Atividade hemolitica

Para a realizacdo do teste foram seguidas, as recomendac¢cdes de KONEMAM et
al. (2001) e MURRAY et al. (1999). Preparou-se placas de Petri contendo agar sangue
de carneiro 5 %, que foram demarcadas na parte externa inferior, de maneira a dividir a
placa em quatro espagos iguais onde, em cada espaco, estriava-se aproximadamente
1cm da cepa a ser testada. Apds, as placas foram submetidas a incubacédo a 37<C por
24 a 48 horas e a verificacdo do resultado foi realizada através de observacao visual de
zonas claras (hemolise) ao redor do crescimento (resultado positivo) ou da auséncia

dessas, sem alteracdo do meio (resultado negativo).

4.4.7. Prova de Voges-Proskauer (VP)

Utiliza-se o caldo VM/VP. A acetoina é convertida a diacetila na presenca de
oxigénio atmosférico e hidréxido de potassio a 40%, sendo que o a-naftol atua como
catalisador para produzir um complexo de cor vermelha. A acetoina € um subproduto
inativo proveniente de uma das vias de degradacao fermentativa da glicose, produzida
pro alguns grupos bacterianos. Agita-se a reacdo permitindo descanso em temperatura
ambiente durante cinco a 15 minutos. O aparecimento de coloragdo avermelhada indica

reacao positiva.
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4.4.8. B-galactosidase

Apresentada na forma de discos ONPG (Discos de [ —Galactosidase). Utilizada
para detectar a presenca de [-galactosidase, enzima encontrada em organismos
fermentadores de lactose. A utilizacdo de lactose depende de duas enzimas: (-
galactosidase permease, a qual catalisa transporte de lactose na célula, e B-
galactosidase que quebre lactose em galactose e glicose. A B-galactosidase lactose
ndo é especifica e pode agir sobre galactosideos simples, incluindo o substrato

presente nos discos de ONPG.

4.4.9. Resisténcia a novobiocina
Apresentada na forma de discos de papel impregnados com novobiocina para o
uso na diferenciacdo entre estafilococos. A prova da novobiocina permite distinguir

cepas de S. saprophyticus de outros Staphylococcus coagulase negativos.

4.4.10. Fermentacao de ribose

A fermentacdo de ribose foi observada em aerobiose, com a inoculacdo das
bactérias em tubo contendo ribose (incubadas por 24 horas a 37C). Foram
consideradas positivas as colonias que converteram a coloragdo do meio do

avermelhado para o amarelo.

4.5. ANTIBIOGRAMA

As bactérias isoladas foram testadas quanto a sua resisténcia e susceptibilidade
a 13 antibacterianos padronizados para espécies Gram-positivas. Para tal, foi utilizada
a técnica de difusdo em agar Miller Hinton, segundo as especificacbes do NCCLS
(2003), e o perfil de cada bactéria foi avaliado de acordo com o halo formado frente a
cada antibittico, medido com auxilio de um paquimetro. Os discos impregnados com
antibiéticos (Sensifar®) continham as seguintes drogas para bactérias Gram-positivas:
amoxicilina (AMO, 10pg), clindamicina (CLI, 2ug), cefalotina (CFL, 30ug), penicilina G
(PEN, 10UV), oxacilina (OXA, 1ug), tetraciclina (TET, 30ug), ampicilina (AMP, 10ug),
eritromicina (ERI, 15ug), sulfazotrim (SUL, 25ug), gentamicina (GEN, 10ug), cefoxitina
(CFO, 30ug), vancomicina (VAN, 30ug) e enrofloxacina (ENO, 5ug);
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4.6. TESTE DE PRODUCAO DE TOXINAS

Para a identificacdo de cepas de estafilococos produtoras de toxinas foi
empregada a metodologia de membrana sobre agar detectada por imunodifusdo em
agar nobre (Difco®) segundo a metodologia utilizada previamente (PEREIRA et al.,

1994). Somente isolados de origem hospitalar foram testados, nesta metodologia.

4.6.1. Membrana Sobre Agar (MSA)

Aliquotas (0,1 mL) de cada cultivo bacteriano foram distribuidas
homogeneamente sobre membranas de dialise (que retém moléculas entre 12.000 a
14.000 Da (Sigma® EUA), colocadas e espalhadas sobre a superficie de placas de Petri
(10 cm de didametro) contendo agar BHA. Em seguida (as placas) foram incubadas a
37T por 24 horas. Durante a incubacdo formaram-se massas de células bacterianas
sobre a superficie da membrana rica em toxinas. Esta massa contendo bactérias e
toxinas foi lavada com 3,0 mL de tamp&o PBS (NaCl; KCl; Na?’HPO* KH*PO*, pH 7,4) e
transferida para tubos de polipropileno (Corning®, EUA). As bactérias foram removidas
por centrifugagdo a 2.800 G por 10 minutos, sob temperatura de 4C. Os
sobrenadantes foram transferidos para tubos de polipropileno e congelados a — 20 ° C
(ROBBINS et al.,1974). Padrdes de toxinas e anti-toxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE e
TSST-1, cedidas pela Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED, foram utilizados para
caracterizacdo das toxinas obtidas, na imunodifusédo de toxinas em agar. A enterotoxina
E (SEE) pode ser detectada, mas néo diferenciada, por anticorpos anti-SEA, devido a
sua homologia de até 80% (LEE et al., 1978).

4.6.2. Imunodifus&o de Toxinas em Agar Nobre

A deteccdo de toxinas foi realizada pelo método de Ouchterlony, utilizaram
sobrenadantes obtidos a partir de cultivo de Membrana Sobre Agar (MSA).

Foram utilizadas placas (Falcon®, EUA) com 5 cm de diametro e contendo 3,5
mL de agar “Noble” (Difco®, EUA) a 1,2% em PBS pH 7,4 adicionada de 200 pL de
thimerosal (Sigma®, EUA) na concentracdo de 1:1000. Foram abertos dois pocos de 6,7

mm e 5 pocgos de 8,3 mm de didmetro no agar e aspirados, conforme molde FRI (Food
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Research Institute, WI, EUA). Foram colocados nos quatro pocos laterais (8,3 mm), 50
ML dos sobrenadantes testados. A antitoxina padrdo (50 pL), foi colocada no poco
central (8,3 mm) de cada placa, a toxina padrdo correspondente (25 pL na
concentracdo 4 pg/mL) foi colocada nos dois pogos menores. Apés incubacdo a
37C/24h em camara umida, foram considerados como positivos 0s testes que
apresentaram a formacgédo de uma linha de precipitacdo entre a antitoxina padréo e a
amostra testada, indicando a presenca da respectiva toxina nos sobrenadantes
testados. Foram testadas as enterotoxinas A, B, C, D e E padrdo e TSST-1 padréo e as
antitoxinas correspondentes padrdo (Figura — 6), todas cedidas pela FUNED. Foram
testadas apenas as amostras coletadas do ambiente hospitalar.

Os resultados positivos obtidos, tiveram seus géis corados com azul brilhante de
Coomassie R-250, apos etapa de 72 horas em solucédo de 0,9% NaCl (p / v) com trocas
diarias da solucéo salina, para remocéao de proteinas ndo precipitadas presentes no gel,
e em seguida descorados com solucao descorante de acido acético ou metanol (SU e
WONG, 1995).

. — —» 50 pL dos sobrenadantes a

serem testados
‘ » 50 uL de antissoro padrao

‘ I » 25 L toxina padréo

Figura 6 — Esquema do método de Ouchterlony (imunodifusdo), para deteccdo de

toxinas estafilococicas.
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4.7. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise estatistica descritiva das principais variaveis. A prevaléncia
de cepas resistentes, sensiveis e intermediarias e a divisao por faixa etaria de isolados
Staphylococcus coagulase positiva foram comparadas pelo teste de x*> a 5% de

probabilidade de cada comunidade.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 284 isolados de Staphylococcus spp., sendo 95 amostras
isoladas de animais, 164 amostras de seres humanos e 25 amostras do ambiente
hospitalar, entre os anos de 2006 a 2008 no municipio de Campos dos Goytacazes.
Nos animais foram isoladas cepas de Staphylococcus spp., 26 isolados na comunidade
de Matadouro, 26 na comunidade de Parque Santuario, 21 na comunidade de Arraial e
22 na comunidade de Lagoa de Cima. Nas amostras humanas 100% dos suabes
coletados foram isolados cepas de Staphylococcus spp. No ambiente hospitalar foi
verificado o isolamento de 25 amostras de Staphylococcus spp. nos setores

investigados.

5.1. IDENTIFICACOES DAS CEPAS

Foram utilizados para a identificacdo dos isolados de stahylococcus spp.
meétodos bioquimicos e quando se fez necessério, foi utilizado o kit Mini api. Métodos de
identificacdo por kits padronizados tém sido usados por diferentes autores. Foi visto a
identificacdo fenotipica de 232 amostras de Staphylococcus spp., utilizada para
separacdo de S. schleiferi subsp. coagulans de outras 20 espécies do género isolados
de cées, entre elas S. intermedius e S. aureus, comparando-se o0s resultados
bioquimicos com a metodologia molecular por PCR. Os autores mostraram que 0S
isolados de S. aureus e S. intermedius apresentaram resultados muito proximos por
ambas as técnicas (JOUSSON et al., 2007). André et al. (2008) ao avaliarem o perfil de
contaminacdo de amostras de queijos por Staphylococcus spp., separaram 12 espécies
do género, a partir de 68 amostras analisadas pelo kit miniApi. Amostras ambientais
isoladas a partir de formigas que freqlientavam hospitais em Campos dos Goytacazes
foram classificadas pela mesma metodologia, separando oito espécies do género,
porém sem isolamento de S. intermedius, e todas apresentando perfis variados de
resisténcia a drogas (MOREIRA et al., 2005).

Neste trabalho, os isolados de cocos coagulase positiva, catalase positiva,
oxidase negativa e hemoliticos, foram submetidos aos testes observados na figura 6 a

fim de classifica-los como S. aureus ou S. intermedius. Com o0 intuito de realizar uma
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classificacédo exata dos isolados de estafilococos, foi utilizado o kit miniApi ID32 STAPH
para isolados que deixaram duvida na identificacdo ou ndo foi conseguida a
identificacdo pelos testes bioquimicos utilizados neste trabalho. De acordo com o
manual de identificagdo deste kit, para separacdo entre S. aureus e S. intermedius 0s
testes para B-galactosidase e ribose, a propor¢cao de positividade seria de 1% para as
cepas de S. aureus e 99% para S. intermedius, respectivamente. No mesmo manual foi
observada a identificagdo destes microrganismos para o manitol a relacdo de 94% de
positividade para S. aureus e 47% de positividade para S. intermedius. A combinagao
de uma série de testes bioquimicos sugere a identificacdo apropriada dos isolados de
Staphylococcus spp.

O esquema (figura 7) ilustra a metodologia utilizada para separacéo de isolados
de Staphylococcus coagulase-positivos identificados neste trabalho, pela metodologia
de testes bioquimicos e quando ndo se saia um resultado satisfatorio era utilizado o Kit
padronizado mini Api.

IDENTIFICAQAO MORFOLOGICA IDENTIFICAQAO MORFOLOGICA
Teste de Gram-positivo Teste de Gram-positivo
Cocos com B-hemdlise, colonia Cocos com a ou B-hemdlise,
grande, opaca, amarela ou colénia grande, opaca,

branca, cremosa. acinzentada.
IDENTIFICACAO BIOQUIMICA IDENTIFICACAO BIOQUIMICA
Teste da Catalase e Oxidase Teste da Catalase e Oxidase
(+) Estafilococos (+) Estafilococos
Coagulase (+), DNAse (+), Manitol(+), Coagulase (+), DNAse (+), Manitol (-/+),
VP(+), B-galactosidase (-), ribose (-) VP(-), B-galactosidase (+), ribose (+)
Positivos = S. aureus Positivos = S. intermedius

Figura 7 — Método de identificagdo de S. aureus e S. intermedius isolados de animais,
do ambiente e de seres humanos, pelo uso de provas bioquimicas.
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No Brasil, alguns autores observaram que a prevaléncia de Staphylococcus spp.
em animais pode representar riscos para 0s seus proprietarios por serem portadores de
isolados resisténcia a drogas, entre eles felinos (LILENBAUM, et al., 1998) e a
transmisséo vertical de cepas de S. intermedius dos animais para seus proprietarios
(VAN DUIJKEREN, et al., 2004; VAN DUIJKEREN, et al., 2008). A prevaléncia de S.
intermedius em amostras de cades portadores de infec¢cdes do conduto auditivo em
Michigan, Estados Unidos, foi de aproximadamente 50%, segundo Petersen et al.
(2002). No Japéo, Yamashita et al. (2005), isolaram 48,3% de cepas estafilococicas de
amostras da secrecdo auricular de cdes com otite externa, além de animais ndo
portadores da doenca (68,3%), sugerindo que este género € 0 mais prevalente em
conduto auditivo de cées. Além de S. intermedius, os autores observaram que
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans apresenta-se como agente etioldgico de
otite externa em cées normais. A prevaléncia de 39,22% foi observada na Hungria onde
S. intermedius foi 0 segundo agente mais isolado em otites em cées (KISS et al., 1997).
Na regido alvo deste estudo também foram isolados Staphylococcus spp de animais
apresentando otites (XIMENES et al., 2007). O S. intermedius ja foi isolado de um caso
de endocardite infecciosa em um paciente portador do virus HIV (LLORCA et al., 1992).

Os riscos de transmissao das bactérias do género Staphylococcus tém sido alvo
de discussdes entre diferentes autores. Morgan (2008) discute a necessidade de
estratégias para o controle de possiveis transmissées de MRSA entre animais de
diferentes categorias, entre elas os de companhia e humanos € uma necessidade na
sociedade com o crescente numero de animais que convivem nos lares. O termo
“humanose” € aplicado pela autora devido a possibilidade da transmissdo destas
bactérias de humanos para os animais, enfatizando que o termo zoonose, muitas vezes
pode estar superestimado. Guardabassi et al. (2004), demonstram a transmissao de S.
intermedius multirresistentes de cées, portadores de piodermite estafilococica, para
seus proprietarios e também discutem a possibilidade de transmissdo de genes de
resisténcia entre cepas patogénicas do género que afetam humanos.

As cepas estafilococicas isoladas dos animais nas comunidades estudadas, no

municipio de Campos dos Goytacazes/RJ, em sua maioria, foram isoladas de animais
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de companhia, principalmente cées, seguidos de gatos e também de alguns animais de

producao como bovinos, aves e animais de tracdo como equinos (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero de isolados de Staphylococcus spp. das espécies de animais
investigadas nas quatro comunidades estudadas em Campos dos Goytacazes, RJ.

Animais Numero de amostras (%)
Caes 64
(67, 37%)
Gatos 13
(13,68%)
Equinos 07
(7,37%)
Aves 08
(8,42%)
Bovinos 03
(3,16%)

A relacdo dos isolados de Staphylococcus spp. coletados dos animais nas quatro

comunidades pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3 — Amostras de Staphylococcus spp. isoladas de animais nas quatro
comunidades estudadas no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Comunidades/ Matadouro Parque Arraial Lagoa de Total
Microrganismo Santudrio Cima
S. intermedius 17 10 9 11 47
(65,4%) (38,5%) (43,0%) (50%)
S. aureus - - 3 4 7
(14,3%) (18,19%)
S. saprophyticus - 2 - - 2
(7,7%)
S. xylosus 2 2 1 - 5
(7,7%) (7,7%) (4,7%)
S. chromogenes 2 - 3 - 5
(7,7%) (14,3%)
S. haemolyticus 1 1 - - 2
(3,8%) (3,8%)
S. waneri - 3 1 1 5
(11,5%) (4,7%) (4,54%)
S. simulans - 1 1 1 3
(3,8%) (4,7%) (4,54%)
S. epidermidis - 2 - 1 3
(7,7%) (4,54%)
Staphylococcus spp. 4 5 3 4 16
(15,4%) (19,3%) (14,3%) (18,19%)

Total 26 26 21 22 95
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Foi percebida a maior presenca de Staphylococcus coagulase positiva, S.
intermedius e S. aureus, nos animais das comunidades visitadas, porém, curiosamente,
em Parque Santuario e Matadouro ndo se identificou isolados de S. aureus nas
amostras coletadas dos animais. A maior concentracéo de S. intermedius foi observada
na comunidade Matadouro, localizada nas adjacéncias da Universidade Estadual do
Norte Fluminense e os animais na sua maioria Sa0 animais que vivem na rua e mantém
contato com muitas pessoas e outros animais, oferecendo possiveis riscos de
disseminacdo deste microrganismo de carater zoonaotico nestes locais, segundo Tanner
et al (2000). Tal hipotese foi confirmada, pois o perfil de infeccdo pela bactéria foi
observado em animais soltos nas ruas. Como era esperado, constatou-se tal pratica
(animais soltos) em todas as comunidades visitadas, excepcionalmente, em algumas
casas 0s animais (cdes e gatos) ndo tinham contato com a rua, sendo criados em
quintais ou dentro de casa. Esta diferenca foi observada, pois cées criados soltos
apresentaram maior presenca de S. intermedius e S. aureus contabilizando um total de
67% de Staphylococcus coagulase positiva para animais soltos e 32,37% para animais
criados em quintais (presos).

Na comunidade do Matadouro foi realizada uma coleta de amostra de uma
pessoa de 27 anos com hanseniase diagnosticada e em tratamento, cujo isolado S.
aureus mostrou-se multirrresistente (ampicilina, eritromicina, tetraciclina, amoxiclina e
penicilina); ressalta-se que a moradora € mae de duas filhas, as quais ndo quiseram
participar do estudo.

Nas quatro comunidades estudadas foram isoladas amostras de S. aureus e S.
intermedius, verificando-se uma maior concentragcdo destes microrganismos ha

comunidade de Arraial em Travessao (Tabela — 4).
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Tabela 4 - Isolados de estafilococos identificados nos seres humanos nas quatro
comunidades estudadas no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Comunidades/ Matadouro Parque Arraial Lagoa de Total
Microrganismo Santuario Cima
S. intermedius 4 4 12 9 29
(9,75%) (12,9%) (23,07%) (22,5%)
S. aureus 11 7 14 9 41
(26,8%) (22,59%) (26,92%) (22,5%)
S. hyicus - - 1 - 1
(1,92%)
S. xylosus 1 2 2 1 (2,5%) 6
(2,43%) (6,45%) (3,84%)
S. chromogenes 1 - 1 - 2
(2,43%) (1,92%)
S. haemolyticus - - 4 2 6
(7,70%) (5,0%)
S. epidermidis 3 3 4 3 13
(7,38%) (9,68%) (7,70%) (7,5%)
Staphylococcus spp. 10 2 - 5 17
(24,4%) (6,45%) (12,5%)
S. hominis 8 8 6 8 30
(19,51%) (25,8%) (11,54%) (20,0%)
S. lentus 1 1 3 1 6
(2,43%) (3,23%) (5,78%) (2,5%)
S. lugdunensis - - 1 - 1
(1,92%)
S. saprophyticus 2 4 4 2 12
(4,87%) (12,9%) (7,69%) (5,0%)
Total 41 31 52 40 164

5.2 DISTRIBUICAO DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA POR FAIXA
ETARIA DE SERES HUMANOS.

Tabela 5 — Distribuicdo de S. aureus e S. intermedius, por faixa etaria de individuos
investigados, na comunidade de Parque Santuario — Travessao, distrito de Campos
dos Goytacazes/RJ.

Faixa etéaria/ 1al2anos 15 a 49 anos 50 a 70 anos
Microrganismo
S. aureus 1 4 2
(14,28) (57,15) (28,57)
S. intermedius - 3 1
(75%) (25%)

Total — 11 amostras 1 7 3
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Tabela 6 — Distribuicdo de S. aureus, S. intermedius e S. hyicus, por faixa etaria na
comunidade de Arraial— Travesséo, distrito de Campos dos Goytacazes/RJ.

Faixa etéaria/ 1al2anos 15 a 49 anos 50 a 70 anos
Microrganismo
S. aureus 1 10 3
(7,15%) (71,42%) (21,43%)
S. intermedius 1 10 1
(8,33%) (83,34%) (8,33%)
S.hyicus - 1 -
(100%)
Total — 27 amostras 2 21 4

Tabela 7 — Distribuicdo de S. aureus e S. intermedius, por faixa etaria na comunidade
Matadouro, regido central do municipio de Campos dos Goytacazes/RJ.

Faixa etéria/ 1al2anos 15 a 49 anos 50 a 70 anos
Microrganismo
S. aureus 7 2 2
(63,64%) (18,18%) (18,18%)
S. intermedius 2 2 -
(50%) (50%)
Total — 15 amostras 9 4 2

Tabela 8 — Distribuicdo de S. aureus e S. intermedius, por faixa etaria na comunidade de
Lagoa de Cima, distrito de Campos dos Goytacazes/RJ.

Faixa etaria/ lal2anos 15 a 49 anos 50 a 70 anos
Microrganismo
S. aureus 1 6 2
(11,11%) (66,67%) (22,22%)
S. intermedius 2 3 4
(22,22%) (33,33%) (44,44%)
Total — 18 amostras 3 9 6

Verificou-se a maior presenca de Staphylococcus coagulase-positiva na faixa
etaria intermediaria de 15 a 49 anos (Tabelas 5 — 8), sugerindo-se que os individuos
das comunidades estudadas e situados na faixa etaria produtiva possuem maior fator
de risco de contrair infecgbes causadas por Staphylococcus. A pratica de tatuagens em
comunidades carentes pode sugerir risco, levando em conta os locais inapropriados,
pratica comum em comunidades carentes. Segundo CDC (2006), os CA-MRSA foram
isolados em clinicas de tatuagens, ndo registradas, em comunidades nos estados de
Ohio, Kentucky e Vermont. Os surtos foram identificados por profissionais do controle
de infeccdo hospitalar e relatados aos servicos de saude locais em seis comunidades
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nos estados supracitados. A idade dos pacientes acometidos variou entre 15 e 42 anos,

sendo a maioria do sexo masculino (73%).
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Figura 8 — Avaliagdo de Staphylococcus spp. coagulases positivas e negativas pela
faixa etaria das amostras das pessoas das 04 comunidades coletadas.

A figura 8 demonstra a avaliacdo de Staphylococcus coagulase positiva
comparada entre as faixas etarias e a média geral das quatro comunidades estudadas.
As proporcoes de Staphylococcus coagulase positiva nas amostras de faixa etaria de
jovens (01-12 anos) e nos adultos (15-49 anos) diferem estatisticamente em nivel de
significancia de 5% (p. 0,05) da média geral (colunas 01 a 70 anos) e no grupo dos
idosos. Sendo a faixa etaria jovem considerada maior e a faixa etaria adulta
considerada menor, a faixa etaria dos idosos nao diferiu estatisticamente da meédia
geral.

A regido Norte Fluminense, onde se insere o municipio de Campos dos
Goytacazes e municipios satélites, se enquadrada em patamares socioeconémicos
considerados criticos, segundo os indicadores fornecidos pelo governo do Estado do

Rio de Janeiro, em estudo dos 6rgdos envolvidos nas diferentes areas afins (FAPERJ,
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2003). Os dados obtidos neste trabalho, cujas coletas foram realizadas em
comunidades carentes do municipio de Campos dos Goytacazes, podem sugerir 0 alto
risco a que as criancas estdo expostas tendo em vista o padréo nutricional em que
estas podem se encontrar. Na comunidade de Matadouro observa-se um perfil muito
elevado de Staphylococcus coagulase positiva na faixa etaria de 1 - 12 anos, sugerindo
um maior fator de risco que as criancas nesta faixa etaria estdo expostas. O intervalo
mais abrangente, a faixa etaria de 15 a 49 anos apresentou o maior indice quando
comparadas todas as comunidades estudadas. Além disso, a confirmacdo de
resisténcia bacteriana em amostras coloca estas criancas sob possivel fator de risco. A
susceptibilidade as doencas decorrente do estado nutricional € um apanagio na
medicina e a pesquisa do grau de desnutricdo protéico-energética em criancas na faixa
etaria critica de 6 anos de idade e pertencentes a populacbes de alto risco de
mortalidade, sdo alvo de estudo (ANJOS et al., 1999; REICHENHEIM e HARPHAM,
1990).

Uma crianca, de 7 anos de idade, exposta a infeccdo estafilococica e alvo de
sindrome do choque toxico, que correu alto risco de morte, representante de uma
comunidade carente de Campos dos Goytacazes (DE SOUZA CAMPOS FERNANDES
et al.,, 2005), pode ser um dos exemplos da rotina de riscos a que cidadaos estao
expostos.

A necessidade de controle do uso adequado de antimicrobianos no Brasil é
discutida, cujo problema principal € a resisténcia dos microrganimsos aos
antimicrobianos, atribuindo-se o problema a todos os envolvidos no processo de
tratamentos contra infec¢bes, desde médicos e pacientes, passando pelo comércio de
medicamentos e falta de alternativas as drogas disponiveis no mercado
(WANNMACHER, 2004).

O padrdo de resisténcia a drogas dos isolados coagulase positiva de origem
humana identificados neste trabalho estdo demonstrados nas figuras 10, 12, 14 e 16 e
os de origem animal tém o seu perfil de resisténcia demonstrado nas figuras 17 a 20.
Nas figuras 9, 11, 13 e 15 observou-se o perfil de resisténcia dos Staphylococcus spp.
onde pode-se perceber maior resisténcia aos derivados B-lactamicos, principalmente,

penicilina e ampicilina.
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5.3. PERFIL DE RESISTENCIA A DROGAS DE ISOLADOS DE STAPHYLOCOCCUS
SPP. PROVENIENTES DOS SERES HUMANOS NAS COMUNIDADES ESTUDADAS
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Figura 9 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de seres
humanos na comunidade de Arraial.
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Figura 10 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus coagulase
positiva de seres humanos na comunidade de Arraial.
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Figura 11 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
seres humanos na comunidade de Lagoa de Cima.
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Figura 12 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus coagulase
positiva de seres humanos na comunidade de Lagoa de Cima.
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Figura 13 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
seres humanos na comunidade de Parque Santuario.
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Figura 14 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus coagulase
positiva de seres humanos na comunidade de Parque Santuario.
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Figura 15 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
seres humanos na comunidade Matadouro.
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Figura 16 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus coagulase
positiva de seres humanos na comunidade Matadouro.
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Tendo em vista o grau socioecondmico da regido alvo do estudo, os resultados
observados podem refletir o padrdo higiénico-sanitario dos animais, individuos e
ambientes investigados. A presenca de bactérias de carater zoonético corrobora com
os dados observados nesta pesquisa, onde as caracteristicas socioeconémicas locais,
tais como a renda familiar, sdo de conhecimento publico. Na comunidade de Travessao,
6 a 7% dos chefes de familia recebem acima de 5 salarios, 45 a 50% abaixo de 1
salario e aproximadamente 45% entre 1 e 5 salarios. Na cidade de Campos dos
Goytacazes, onde se localiza a comunidade Matadouro, 20 a 25% recebem acima de 5
salarios, 30 a 35% abaixo de 1 salario, aproximadamente 40% a 45% entre 1 e 5
salarios, ressaltando que a comunidade Matadouro é uma area de favelizacdo dentro
da regido de maior poder aquisitivo do municipio. Ja no distrito de Ibitioca, localidade de
Lagoa de Cima, 2 a 3% dos chefes de familia recebem acima de 5 salarios, 50 a 55%
abaixo de 1 salario e aproximadamente 45% entre 1 e 5 salarios (PREFEITURA
MUNICIPAL DE CAMPOS DOS GOYTACAZES, 2005).

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi de certa forma variavel nas
comunidades estudadas. Nas comunidades de Arraial e Parque Santuério, no distrito de
Travessado, foi observada sensibilidade de 100% as drogas como a vancomicina,
oxacilina e enrofloxacina, cefoxitina (na comunidade de Arraial) e cefalotina (em Parque
Santuario). Excetuando-se as cefalosporinas, os demais B-lactamicos aparecem com
um alto grau de resisténcia como no caso da penicilina, ampicilina, amoxicilina e com
menor resisténcia aos isolados a eritromicina, tetraciclina, clindamicina, gentamicina e
sulfa+trimetoprim. Estas duas comunidades se encontram localizadas no interior do
municipio, com propriedades adjacentes destinadas a criagdo de animais, nas

proximidades da area rural da cidade.

Segundo AFA (1997), a resisténcia aos antibiéticos é observada na pecudria, em
gue agentes antibacterianos s&o utilizados, quase que indiscriminadamente, para a
profilaxia, quimioterapia, e para promover o crescimento. Os animais que recebem
antibioticos nos alimentos para aumentar ganho de peso, conseguem até 5% de peso a
mais do que animais que ndo recebem antibioticos. A propor¢édo de uso de drogas com

a finalidade de aumento de performance animal € superior aquela observada na terapia
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de doencas pela medicina humana. Na Dinamarca, em 1994, 24 kg de vancomicina
foram utilizados para terapias humanas, enquanto que 24.000 kg da droga semelhante
avoparcina foram utilizados na alimentagcédo animal. De 1992 a 1996, Portugal importou
uma média de 582 kg de vancomicina por ano para fins médicos e 62.642 kg de
avoparcina por ano para a pecuaria. Vancomicina e avoparcina tém o mesmo modo de
acdo, podendo uma conferir resisténcia a outra (WITTE, 1998). Na comunidade
Matadouro observou-se um perfil significativo de resisténcia frente aos [(3-lactamicos,
penicilina, ampicilina e amoxicilina, além do perfil de resisténcia ao macrolideo
eritromicina. O perfil de sensibilidade de 100% foi verificado para vancomicina,

enrofloxacina e oxacilina.

Na comunidade de Lagoa de Cima, foi verificado um perfil de resisténcia a
drogas peculiar, quando comparado as demais comunidades, com trés isolados de S.
aureus que apresentaram resisténcia a oxacilina e um isolado de Staphylococcus
coagulase-negativa resistente a enrofloxacina. Embora neste trabalho a investigacédo
molecular dos isolados resistentes a oxacilina ndo tenha sido realizada, o fato de trés
destes terem apresentado resisténcia a droga merece uma maior preocupacao por se
tratar de amostra coletada em comunidade da regido. Estas trés amostras também
apresentaram resisténcia a outras drogas (penicilina e ampicilina) e foram isoladas de
adultos de familias diferentes dentro da mesma comunidade, possivelmente tratando-se
de um clone circulante na regido geogréfica em questdo. E plausivel a participacdo de
animais de estimacdo na circulacdo destes microrganismos resistentes em Lagoa de
Cima, porém maiores investigacdes sdo necessarias na origem destes portadores, tais
como graus de parentesco e social. O trabalho de Moellering (2006) relata que uma das
caracteristicas de isolados CA-MRSA ¢é o seu perfil de susceptibilidade a outras drogas,
0 que, geralmente, ndo ocorre com aqueles isolados de hospitais (HA-MRSA). Os
isolados de Lagoa de Cima também foram sensiveis a outras drogas, sendo resistentes
a apenas trés drogas e sensiveis as outras dez drogas restantes usadas neste estudo.

O elevado perfil de resisténcia aos [-lactamicos (penicilina, ampicilina e
amoxicilina) foi observado em todas as comunidades estudadas, o que também foi

observado por Olowe et al. (2007) ao estudar a susceptibilidade a antimicrobianos em



68

Osogbo na Nigéria, onde observaram um perfil de resisténcia a penicilina de 85,7%.
As figuras 9 a 16 ilustram os dados de resisténcia dos isolados bacterianos
encontrados, em seres humanos, em cada uma das comunidades investigadas.
Pode-se observar em todas as comunidades um perfil bacteriano de resisténcia
aos derivados B-lactamicos, principalmente & penicilina e ampicilina e observa-se
também que a vancomicina, oxacilina e a enrofloxacina mantiveram 100% de
sensibilidade ao serem testadas frente a estes isolados de Staphylococccus

provenientes de seres humanos, nas comunidades estudadas.

5.4. PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE ISOLADOS DE ANIMAIS NAS
COMUNIDADES ESTUDADAS.
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Figura 17 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
animais na comunidade de Arraial.
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Figura 18 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
animais na comunidade de Lagoa de Cima.
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Figura 19 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
animais na comunidade de Parque Santuario.
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Figura 20 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
animais na comunidade Matadouro.

As figuras 17 a 20 ilustram os dados de resisténcia dos isolados bacterianos
encontrados, em animais, em cada uma das comunidades investigadas.

O perfil de sensibilidade as drogas testadas para os isolados de animais permite
inferir que nas comunidades as drogas com maior grau de sensibilidade pelos
microrganismos foram vancomicina, enrofloxacina e oxacilina. Peculiaridades quanto a
suscetibilidade dentro das comunidades foram observadas, pois 100% dos
microrganismos foram sensiveis a cefalotina nas comunidades de Arraial, Parque
Santuario e Matadouro. Os microrganismos mostraram 100% de sensibilidade a
cefoxitina nas comunidades Parque Santuario e de Lagoa de Cima. A droga
gentamicina atuou em 100% dos isolados nas comunidades Parque Santuério e
Matadouro e clindamicina na comunidade de Parque Santuario.

Bactérias do género Staphylococcus isoladas apresentaram resisténcia contra
varias drogas, cujos resultados puderam ser comparados aos de outros autores que
descrevem a transmisséo destes agentes entre animais e seus proprietarios (WEESE et
al., 2006; VAN DUIJKEREN, et al., 2008). De acordo com o perfil das bactérias frente
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aos diversos antibidticos pode-se inferir que ha probabilidade de riscos para as
comunidades estudadas neste trabalho.

Varios autores relatam a relacdo entre os antibidticos usados em animais e o
aparecimento de resisténcias em estirpes bacterianas de importancia em afeccdes
humanas e em animais (WITTE, 1998; TORRES e ZARAZAGA, 2002; MACEDO et al.,
2007; POETA e RODRIGUES, 2008).

De todas as amostras estafilococicas testadas o perfil de resisténcia frente a
penicilina foi o mais prevalente, seguido de ampicilina e amoxicilina. O perfil de
resisténcia observado frente a estas trés drogas pouco diferenciou daquele observado
em outras pesquisas envolvendo animais com doenca subclinica ou resultantes de
colonizacdo, que mostram o grau de resisténcia de S. aureus em animais de producao
(AIRES-DE-SOUSA et al., 2007). Na regido alvo de estudo deste trabalho investigacdes
com humanos portadores de infec¢des estafilocdcicas mostraram a presenca de S.
aureus como causa de sindrome do choque téxico em uma crian¢a de uma comunidade
carente de Campos dos Goytacazes, RJ (DE SOUZA CAMPOS FERNANDES et al.,
2005). Motta et al. (2000) também na mesma regido geografica alvo deste estudo,
investigaram isolados humanos do género Staphylococcus e identificaram S. aureus
resistentes a meticilina. O que foi observado em pacientes em uma unidade neonatal de
tratamento intensivo, na mesma regido, segundo Moussallem et al. (2007), por meio da
técnica da PCR, pela deteccdo do gene mecA.

Quando a comparacao foi feita entre isolados estafilococicos de animais
domésticos portadores de otites e piodermites, observaram-se diferenca no grau de
resisténcia, com perfil diferenciado entre as espécies bacterianas investigadas,
principalmente frente aos 3-lactamicos penicilina, ampicilina e amoxicilina (XIMENES et
al.,, 2007). No presente estudo, amostras de animais de diferentes espécies e
clinicamente sadios interferiram no compito do nivel de deteccdo e ocorréncia de
resisténcia bacteriana, consequentemente aumentando o grau de sensibilidade as
drogas, provavelmente por se tratarem de isolados provenientes de animais com baixa
intervencdo veterinaria. As drogas mais eficazes contra as cepas isoladas em animais
foram a vancomicina, oxacilina e enrofloxacina (100% de sensibilidade). Tais resultados

sdo proporcionalmente compativeis, com aqueles observados com cepas de S. aureus
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isolados em outras espécies animais na regido estudada (AIRES-DE-SOUSA et al.,
2007).

A resisténcia frente a penicilina em amostras de S. aureus e Staphylococcus
coagulase-negativos isolados de leite de vacas com mastite foi superior ao observado
nas amostras de origem animal, isoladas neste estudo, embora a regido alvo esteja
inserida naquela dos estudos com rebanhos bovinos que avaliaram S. aureus
multirresistentes (VIEIRA-DA-MOTTA et al., 2000).

Este trabalho foi realizado com o intuito de colher dados sobre a situagdo dos
fatores de riscos em que cidadaos que vivem em locais considerados de alta
vulnerabilidade social estdo expostos no convivio pelos animais, sejam eles de

estimacédo ou ndo, que podem carregar microrganismos potencialmente zoonoticos.

5.5. PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE Staphyloccus spp. ISOLADOS
DO HOSPITAL DE TRAVESSAO.

[] intermediario
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Figura 21 — Perfil de sensibilidade a drogas de isolados de Staphylococcus spp. de
amostras ambientais.
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No hospital investigado foram encontradas amostras de S. aureus e
Staphylococcus coagulase negativas, sendo observado o perfil de resisténcia a drogas
pela técnica de antibiograma. Entre as drogas de maior resisténcia estdo os beta-
lactamicos penicilina, ampicilina, amoxicilina, cefoxitina e cefalotina, entre outros (figura
21). Embora néo tenha sido diagnosticado nenhum isolado resistente a oxacilina, seria
importante a pesquisa posterior com meétodos moleculares para 0 gene mecA, de
resisténcia a meticilina. Araj et al. (1999) e Shorman et al. (2008) demonstraram
isolados atipicos de Staphylococcus spp. e S. aureus resistentes a meticilina e a outras
drogas pelo método de difusdo de disco em agar, que ndo amplificaram o gene mecA
tipico para isolados MRSA. Portanto, € possivel que os isolados multirresistentes a
drogas encontrados no ambiente hospitalar das comunidades carentes de Campos dos
Goytacazes assistidas por este hospital, possam estar entre estas categorias de
bactérias. Por estar localizado em uma das comunidades carentes investigadas neste
trabalho, o hospital de Travessdo apresenta caracteristicas que podem representar a
realidade das infeccbes mais frequentes da populacéo local. As classes sociais menos
favorecidas foram investigadas no estudo de Hota et al. (2007), em pacientes de um
hospital publico de Chicago, constatando a circulacdo do clone CA-MRSA epidémico,
também conhecido como USA300. O uso indiscriminado de antibidticos por parte da
populacdo e a sua prescricdo inadequada acarretam risco de surgimento de bactérias
resistentes, independente da espécie envolvida (WANNMACHER, 2004).

5.6. ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS EM S. aureus E S. intermedius.

O teste de producédo de toxinas foi positivo para quatro amostras, sendo duas
amostras positivas para SEA; uma para SEC e uma amostra foi positiva para as toxinas
estafilocécicas — SEA, SEB, SEC, SED e TSST-1. O isolamento de S. aureus (75%) e
S. intermedius (25%) toxigénicos no ambiente hospitalar torna-se um fato de grande
relevancia levando-se em conta o publico que frequienta os diferentes ambientes dentro
e fora do hospital nas comunidades assistidas por aquela unidade hospitalar,
especialmente o risco de infeccdo com cepas altamente resistentes constatado por
varios autores. Considerando outra populacdo de risco do municipio estudado, os

portadores de HIV, estes resultados com isolados toxigénicos, reforcam a necessidade
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de controle nos ambientes hospitalares. Sabe-se que pacientes HIV positivos estdo sob
risco elevado de morte, em caso de infeccdo por S. aureus (TEIXEIRA et al., 1996). No
municipio de Campos dos Goytacazes no ano de 2004 foi realizado um total d 4.373
exames para HIV, sua positividade foi em torno de 205 (5,71%), incluindo 14 criangas e
16 mulheres gravidas que foram consideradas HIV positivo (PREFEITURA MUNICIPAL
DE CAMPOS DOS GOYTACAZES, 2005). Ressaltam-se os dados de pesquisas sobre
estas toxinas em rebanhos de bovinos, caprinos e bubalinos na regido, onde estas
toxinas foram detectadas e que, portanto, podem sugerir riscos a saude publica por
estarem presentes ndao apenas no leite in natura, mas também em laticinios (VIEIRA-
DA-MOTTA et al., 2000; MARIANO et al., 2007, BONNA et al., 2007).
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6 — CONCLUSOES

As zoonoses por bactérias do género Staphylococcus podem ocorrer nas comunidades
estudadas.

A multirresisténcia a drogas de isolados de Staphylococcus spp.  foi
caracterizada, 0 que sugere um risco as pessoas nas comunidades estudadas;

Staphylococcus intermedius foi isolado em maior propor¢cdo de animais soltos
nas ruas, se constituindo em um risco para as comunidades.

Os moradores das comunidades visitadas nao sdo esclarecidos sobre o grau de
rsco a que estdo expostos ao criarem os animais sem condi¢gbes higiénicas e sem
métodos de prevencao.

As drogas Vancomicina e Enrofloxacina demonstraram a maior atividade frente
aos isolados de Staphylococcus testados de origem animal, humana e ambiente

hospitalar.
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Anexo 1 — Tabelas (A e B) com as espécies e subespécies de Staphylococcus,
respectivamente, segundo Bannerman (2003).

Tabela A — Espécies de Staphylococcus spp.

S. aureus S. epidermidis  S. capitis S. caprae S. vitulinus

S. chromogenes S. lugdunensis S. auricularis S. cohnii S. equorum

S. saprophyticus S. kloosii S. gallinarum S. muscae S. felis

S.piscifermentans  S. intermedius S. delphini S. hycus S. hominis

S. saccharolyticus  S. sciuri S. pasteuri S. succinus  S. condimenti

S. haemolyticus S. arlettae S.carnosus  S. lentus S. fleurettii

S. warneri S. xylosus S.simulans  S. schleiferi ~ S. lutrae

Tabela B — Subespécies de Staphylococcus spp.

S. aureus S. aureus S. capitis S. capitis

subespécie aureus subespécie subespécie capitis  subespécie
anaerobius urealyticus

S. cohnii  S. cohnii  S. schleiferi S. schleiferi

subespécie cohnii  subespécie subespécie subespécie
urealyticus schleiferi coagulans

S. hominis S. hominis S.  saprophyticus S.  saprophyticus

subespécie subespécie subespécie bovis subespécie

hominis novobiosepticus saprophyticus

S.carnosus S. carnosus S. sciuri  S. sciuri

subespécie subespécie utilis subespécie sciuri subespécie

carnosus carnaticus

S. sciuri

subespécie

rodentium
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Anexo 2 — Ficha de autorizacéo para participacao no projeto.

OO A0 DE JANEIRD
‘e; _E a Universidade Estadual do Morte Fluminensa Darcy Ribein

Atestado de Doaciio de Amosiras Microbiologicas de Cavidade Nasal

Projeto Staphylococcus spp.

Declaro para os devidos fins que eu,

]

morador da comunidade de do Municipio de Campos dos

Goytacazes/RJ.

Estou ciente do projeto sobre bactérias e desejo participar doando uma amostra, através
de um suabe da cavidade nasal para colaborar com o projeto a ser realizado pelo Laboratério de
Sanidade Animal, setor de Microbiologia no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

Campos, / /2008.
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