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RESUMO

O mecanismo de resisténcia aos antibiéticos beta-lactamicos em
Staphylococcus spp. estd associado, em parte, a expressdo da
proteina de ligag&o a penicilina, PBP2a (PBP, penicillin binding
protein), cuja caracteristica principal € a ligacao alterada baixa as
penicilinas. Os beta-lactdmicos se ligam as proteinas PBP,
transpeptidades integrais de membrana que participam da fase inicial
de sintese da parede celular, mudando sua conformacéo e
desencadeando um processo, ainda ndo esclarecido, que leva a
morte dos cocos. A proteina PBP2a substitui as PBP que exibem
ligacdo normal as penicilinas, conferindo uma defesa eficiente contra
esses medicamentos. PBP2a é o produto do gene mecA, que é
ausente em cepas susceptiveis a meticilina. O nivel de resisténcia a
meticilina € influenciado por uma proteina citoplasmatica, produto do
gene femA (fem, Factor Essential for Methicillin resistance), que
esta também envolvida na biossintese de parede celular. O objetivo
do presente estudo foi a detec¢do dos genes mecA e femA por meio
da reacdo em cadeia da polimerase, PCR, em estirpes de
Staphylococcus spp. provenientes de recém nascidos admitidos na
Unidade Neonatal do Hospital dos Plantadores de Cana, da cidade
de Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil. Afreqtiéncia de infec¢es
por Staphylococcus coagulase negativos foi 88,6%. A frequiéncia
de resisténcia a oxacilina foi de 79,5%. A freqliéncia do genétipo
mecA+ foi 56,8% (62,8% das estirpes resistentes foram mecA+ e
40% foram mecA+/femA+). Esses dados demonstram uma alta
prevaléncia de infeccdes por Staphylococcus coagulase negativos
resistentes a meticilina em pacientes admitidos na Unidade de
Tratamento Intensivo Neonatal.

Descritores: Diagnostico, Reacdo em Cadeia da Polimerase,
Resisténcia a meticilina, Staphylococcus coagulase negativo.

ABSTRACT

The mechanism of resistance to beta-lactamic antibiotics in Staphy-
lococcus spp. is, in part, associated to the expression of the penicil-
lin-binding protein PBP2a, which main characteristic is the altered
low-affinity for penicillins. The beta-lactamics bind to PBPs, mem-
brane integral transpeptidases that participate in the initial phase of
cell wall synthesis, changing their conformation and inducing a pro-
cess, not clear yet, that leads to death of the bacteria. PBP2a substi-
tutes PBPs that exhibit normal penicillin-binding activities, conferring
an efficient defense against these drugs. PBP2a is the product of the
mecA gene that is absent in methicillin susceptible strains. The level
of methicillin resistance is influenced by a cytoplasmic protein, the
product of the femA (fem, Factor Essential for methicillin resistance)
gene, thatis also involved in the biosynthesis of cell wall. The objec-
tive of the present study was the detection of the mecA and femA
genes by the polymerase chain reaction, PCR, in Staphylococcus
Spp. strains obtained form newborns admitted to Neonatal Intensive
Care Unit of the Hospital dos Plantadores de Cana in the of city
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brazil. The frequency of
infections with coagulase negative Staphylococcus was 88.6%. The
frequency of oxacillin resistance was 79.5%. The frequency of the
mecA+ genotype was 56.8% (62.8% of the resistant strains were
mecA+ and 40% were mecA+/femA+). These data demonstrate a
high prevalence of infections with methicillin resistant coagulase nega-
tive Staphylococcus in the patients admitted to the Neonatal Inten-
sive Care Unit.

Keywords: Diagnosis, Polymerase chain reaction, methicillin
resistance, coagulase negative Staphylococcus.
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INTRODUGCAO

Mecanismo de resisténcia a meticilina: A resisténcia
a meticilina em Staphylococcus aureus e Staphylococcus
coagulase negativos € mediada primeiramente pela
superproducdo de PBP2a, uma proteina de ligacdo a
penicilina (PBP) alterada, adicional as normais PBP1 a
PBP4, porém com afinidade extremamente baixa aos
antibidticos beta-lactamicos.! O gene mecA, determinante
estrutural que codifica a PBP2a, é muito conservado entre
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina.? O gene mecA é ausente nos
isolados de estafilococos suscetiveis.

O gene mecA esta contido em um elemento genético
movel chamado de cassete mec do cromossomo de
Staphylococcus, SCCmec, que possui também o
elemento de seqliéncia de insercdo 1S431mec e um
cassete Unico de genes da recombinase, ccr, que sdo
responsaveis pela integracéo e excisdo do SCCmec.* A
tipificacdo do SCCmec é essencial para compreender a
epidemiologia molecular dos Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina. Os elementos de SCCmec sdo
classificados atualmente em tipos | a V baseado na
natureza dos complexos do gene mec e ccr.® As cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiriram
e integraram em seu genoma o elemento genético movel,
SCCmec, com tamanho entre 21 e 61Kb e que abriga o
gene mecA e outros determinantes de resisténcia a
antibiéticos.®

SCCmec tipos | e IV possuem apenas o gene mecA como
determinante de resisténcia enquanto os tipos Il e llI
possuem determinantes multiplos de resisténcia aos
antibiéticos ndo beta-lactamicos, o que confere
multirresisténcia a antibidticos, caracteristica comum em
isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
nosocomiais.” As atuais cepas emergentes de
estafilococos possuem os elementos SCCmec tipos IV
ou V que sdo transferidos de maneira mais facil do que os
elementos SCCmec maiores tipos |, II, e 118

A propagacdo dos elementos I, Il e Il ocorre
principalmente pela pressdo seletiva da exposigéo
antibiética/tempo - transferéncia vertical.® Por serem
menores, 0s SCCmec tipos IV e V, possuem uma
vantagem evolucionéria sobre aqueles sendo mais
susceptiveis a propagacdo horizontal entre uma
populagdo bacteriana e sdo tipicamente suscetiveis a
multiplos antibidticos, ndo beta-lactdmicos, em testes
padrdes de susceptibilidade.®

Mesmo sendo um pré-requisito para a resisténcia a
meticilina, 0 gene mecA ndo é o Unico responsavel pelo
nivel ao qual a resisténcia é expressa; sabe-se também
que o nivel de PBP2a ndo esta relacionado diretamente
ao nivel fenotipico de resisténcia.'® Outros fatores
cromossomicamente determinados, tais como 0 operon
femAB, que atua como gene regulador, sdo essenciais
para a expressdo da resisténcia a meticilina em
Staphylococcus aureus.™ A cooperagdo entre esses
determinantes, femA e mecA parece ser necessaria, mas
0 mecanismo ndo é bem compreendido.

O operon cromossémico femAB pertence aos genes
criticos para o metabolismo celular (house-keeping genes)
dos Staphylococcus aureus e é encontrado em todas as
cepas dessa espécie,'? e alelos femAB similares na
organizacéo e na seqiiéncia foram identificados nos
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
haemolyticus.** O operon surgiu por duplicacdo do gene
e codifica para duas proteinas citoplasmicas similares
que sdo produzidas, principalmente, durante a fase
exponencial de crescimento.'* femA e femB estdo
envolvidos na formacdo da cadeia lateral da pentaglicina
que é ligada a L-lisina da haste peptidica do
peptidoglicano. Os peptideos da pentaglicina s@o longos
e flexiveis, e permitem uma elevada ligacéo cruzada entre
0 grupo funcional dos peptideos da Unica cadeia de
peptidoglicano observada em paredes celulares de
Staphylococcus aureus. Enquanto em células sem o gene
femB as pontes cruzadas de triglicina podem ser formadas,
a composicdo da parede celular de mutantes com femAB
pouco transcrito € indicativa que femA é responsavel pela
adicdo dos segundos e terceiros residuos de glicina.®®

A perda do operon femAB causa resisténcia dos cocos ao
efeito bactericida da proteina lisostafina, uma potente
hidrolase de peptidoglicano secretada pelo
Staphylococcus simulans, devido ao encurtamento da
ponte interpeptidica de glicina; adicionalmente, causa a
hipersusceptibilidade a meticilina, apesar da presenca
da proteina PBP2a em Staphylococcus aureus mecA
positivos. Portanto, a inativagdo do operon femAB e 0s
beta-lactdmicos parecem agir de maneira sinérgica.

Ocorréncia de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina em neonatos: Criangas internadas em
unidades neonatais de tratamento intensivo (UTI
neonatais) apresentam risco elevado de adquirir infecges
por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.® Estas
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cepas sdo responsaveis por 40 a 70% das infec¢Bes por
S. aureus em UTLY Os recém nascidos e 0s pacientes
severamente comprometidos quanto 0s imunodeprimidos
sa0 0s mais susceptiveis devido a apresentarem funcées
imunes diminuidas,’®* e que estdo sujeitos a
procedimentos invasivos que abrem as portas para
patégenos oportunistas causarem infec¢fes primarias.*
Esses pacientes podem permanecer por meses na UTI,
de forma que passam a funcionar como reservatdrio, o
que pode contribuir para o estabelecimento de infeccéo
cruzada.'®

Ocorréncia de estafilococos coagulase negativos
resistentes a meticilina em neonatos: Os
Staphylococcus coagulase negativos sdo 0s
microorganismos mais comumente encontrados
colonizando a pele e as mucosas de recém-nascidos e
representam hoje uma importante causa de infec¢des
nosocomiais, particularmente nas UTI neonatais.? A
septicemia tardia nosocomial neonatal (>72 h apds o
nascimento) por Staphylococcus coagulase negativos
continua a ser uma importante causa de morbidade e
mortalidade entre estes recém-nascidos, correspondendo
a mais de 50% dos casos registrados.?

A frequiente colonizacdo e infeccdo dos pacientes e da
equipe de funcionarios com Staphylococcus coagulase
negativos resistentes a meticilina transformaram-se num
problema sério em muitas partes do mundo por causa
das limitacBes terapéuticas.?? A colonizacdo da pele pode
ser confirmada em mais de 90% das admissbes das UTI
neonatais; estes organismos podem, entdo, cair na
corrente sangiinea durante um procedimento invasivo
causando sepse estafilocécica. Foi demonstrado que
cepas endémicas de Staphylococcus coagulase negativos
podem permanecer em UTI neonatais por muitos anos,
até uma década.?

A emergéncia de resisténcia aos beta-lactamicos
decorrente do uso indiscriminado de antibiéticos,
conduzindo a limitagfes significativas nas op¢des
terapéuticas,* € um dos principais fatores que contribui
para a ocorréncia de graves surtos de bacteremia
envolvendo recém-nascidos prematuros.* A utilizacdo de
métodos mais precisos para deteccdo de cepas
resistentes é muito importante para auxiliar o diagndstico
da doenca ou casos clinicos de infeccdo e, assim, permitir
a escolha do antibiético apropriado.®

OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivo a deteccdo dos

genes mecA e femA por meio da reacdo em cadeia da
polimerase, PCR, a partir de DNA genbmico extraido de
estirpes de Staphylococcus spp. provenientes de recém
nascidos da unidade neonatal do Hospital dos Plantadores
de Cana da cidade de Campos dos Goytacazes, RJ e
classificados como resistentes a meticilina por testes de
antibiograma, visando a determinagdo da prevaléncia de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase
negativos resistentes a meticilina.

MATERIAIS E METODOS

Isolados de Staphylococcus spp: Foram estudadas 44
estirpes, remetidas pelo Laboratdrio de Andlises Clinicas
do Hospital dos Plantadores de Cana de Campos dos
Goytacazes, RJ. As estirpes foram obtidas de criancas
internadas na UTI durante o periodo de Fevereiro-Agosto
2005. Os isolados foram tipificados por testes de
antibiogramas e prova de coagulase como estafilococos
coagulase negativos ou Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina pelo laboratdrio remetente. Como
controle positivo foi utilizada a cepa COL de referéncia
para Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Olney Vieira da Motta,
Laboratorio se Sanidade Animal, Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

Extracdo de DNA Gendmico: Os isolados de
Staphylococcus spp foram crescidos em meio BHI, por
18 horas a 37°C. O cultivo foi centrifugado e o DNA
cromossdmico foi extraido pelo método de TELT.?

Iniciadores: As seqiiéncias dos oligonucleotideos
iniciadores especificos para 0s genes mecA, femA, 16S
rDNA e os tamanhos esperados dos respectivos produtos
de amplificacdo séo listados na Tabela 1. As seqUéncias
dos pares A, B, C e D de iniciadores foram baseadas na
literatura 27, 28 e confirmadas por busca em banco publico
de dados (NCBI >0i2791983:3472-5478 Staphylococcus
aureus mecA; NCBI AB266532. (i:110624450; NCBI
BA000017. gi:47208328; NCBI >gi|57634611:530475-
532029 Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50,
complete genome). Para ratificar as estirpes positivas para
0 gene mecA foi utilizado o par B de iniciadores especificos
para esse gene, utilizando sequiéncias publicadas.27,
Tabela 1. Para afastar a possibilidade de falsos negativos
foram desenhados neste trabalho iniciadores para o gene
ribossémico 16S rDNA.

PCR Uniplex para a sequéncia mecA com o par A de
iniciadores A: O DNA extraido foi usado para a
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amplificacdo do gene mecA e as condigbes de
amplificagdo foram 95°C por 5 minutos e 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 55°C por 2,5 minutos e 72°C por 2,5
minutos sequido de 72°C para o alongamento final das
fitas. A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada
utilizando aproximadamente 20-50ng de DNA em tampéo
da PCR 1x; mistura de desoxirribonucleotideos na
concentracéo final de 0,01 mM e 1 mM de cloreto de
magnésio; 25 picomoles de cada iniciador, 0,1 U de Taq
polimerase e agua ultrapura g.s.p com um volume final
de 25 pL.

PCR Uniplex para a seqiiéncia mecA com par B de
iniciadores: O DNA extraido foi usado para a amplificagdo
do gene mecA e as condi¢tes de amplificacio foram 95°C
por 5 minutos e 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54°C por
2,5 minutos e 72°C por 2,5 minutos seguido de 72°C para
o alongamento final das fitas. A reacdo em cadeia da
polimerase foi realizada utilizando aproximadamente 20-
50ng de DNA em tampdo da PCR 1x; mistura de
desoxirribonucleotideos na concentracdo final de 0,01
mM e 1 mM de cloreto de magnésio; 25 picomoles de
cada iniciador, 0,1 U de Taq polimerase e &gua ultrapura
g.s.p 25 L.

PCR Uniplex para a seqtiéncia femA: O DNA extraido foi
usado para a amplificacido do gene femA e as condi¢cdes
de amplificacdo foram 95°C por 5 minutos e 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto
seguido de 72°C para o alongamento final das fitas. A
reacdo em cadeia da polimerase foi realizada utilizando
aproximadamente 20-50ng de DNA em tampéo da PCR
1x; mistura de desoxirribonucleotideos na concentragdo
final de 0,01 mM e 1 mM de cloreto de magnésio; 25
picomoles de cada iniciador, 0,1 U de Taq polimerase e
agua ultrapura g.s.p 25 L.

PCR Biplex para as sequéncias mecA e 16S rDNA: O
DNA extraido foi usado para a amplificagdo do gene
mecA e do gene 16S rDNA e as condigbes de
amplificacdo foram 95°C por 5 minutos e 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto seguido de 72°C para o alongamento final das
fitas. A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada
utilizando 20-50 ng de DNA em tampdo da PCR 1x;
mistura de desoxirribonucleotideos na concentracao final
de 0,01 mM e 2 mM de cloreto de magnésio; 25
picomoles de iniciador para mecA, 10 picomoles de
iniciador para 16SrDNA, 0,1 U de Taq polimerase e agua
ultrapura g.s.p 25 L.

Andlise dos resultados da PCR: Os produtos da PCR foram
separados por eletroforese em gel de Agarose 1%
contendo brometo de etideo. Os géis foram visualizados
em luz Ultra Violeta (UV) e fotodocumentados em
equipamento VDS.

RESULTADOS

Com o intuito de assegurar a fidelidade dos resultados o0s
marcadores mecA e 16S rDNA foram amplificados
concomitantemente. A Figura 1 ilustra os perfis dos
produtos de amplificacdo para esses marcadores. A tabela
2 resume a distribuicdo das freqtiéncias fenotipicas e
genotipicas observadas para as estirpes analisadas neste
estudo. Todas as amostras de DNA estudadas foram
positivas para o marcador 16S rDNA e 56,8% das
amostras foram positivas para 0 marcador mecA. Dentre
estas estirpes, 88% foram resistentes a meticilina/
oxacilina, 96% a penicilina e 84% foram resistentes a
ampicilina. Em relagdo aos outros beta-lactamicos,
(cefalosporinas e carbepenem), 56% apresentaram
resisténcia a cefalotina, 52% a cefoxitina e imipenem,
60% foram resistentes a cefotaxima, 72% a ceftriaxona,
80% a cefalexina e 100% a meropenem.

Para confirmar os resultados positivos do PCR biplex foi
realizada a amplificacdo de validacdo do gene mecA para
as 25 estirpes mecA positivas utilizando o par B de
iniciadores (Tabela 1). A figura 2 ilustra o perfil do produto
de amplificacdo para esse marcador. Todas (100%) as
amostras apresentaram amplificacdo de um fragmento
de 163 pares de bases, correspondente a uma regido
interna do gene mecA.

A presenca do gene femA confere um elevado nivel de
resisténcia a beta-lactdmicos em estirpes mecA+. Para
determinar a freqiéncia deste genotipo, femA+ e mecA+,
nas estirpes sob estudo, foi realizada a amplificacdo da
seqiéncia relativa ao gene femA nas 25 estirpes mecA+.
Como ilustrado na Figura 3, 40% das estirpes mecA+
apresentaram o marcador femA (Tabela 2). Dessas, 100%
foram resistentes a meticilina, oxacilina e penicilina e 78%
foram resistentes a ampicilina. Em relacéo aos outros beta-
lactdmicos, (cefalosporinas e carbepenem), 44% foram
resistentes a imipenem, 56% apresentaram resisténcia a
cefalotina, cefoxitina e cefotaxima, 78% a ceftriaxona, 89%
a cefalexina e 100% a meropenem.
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Figura 1. Visualizagdo dos produtos de amplificagdo especificos para os genes mecA e 16S rDNA. Gel de agarose 1% tratado com
brometo de etideo. M: marcador de DNA 1 Kb Plus DNA ladder, amostras de DNA das estirpes (raias) 1: 438, 2: 439, 3: 445, 4: 446, 5:
452, 6: 458, 7: 469, 8: 483, 9: 500, 10: 501, 11: 502, 12: 513, 13: 520, 14: 521, 15: 524, 16: 526, 17: 527, 18: 558, 19: 582, 20: 588 e 21:
598. As setas indicam os fragmentos de DNA correspondentes ao gene mecA (533 pares de bases, bp) e ao gene 16S rDNA (178 bp).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

=153 bp

Figura 2. Visualizacdo dos produtos de amplificagéo especificos para validacéo da sequéncia mecA (par B de iniciadores). Gel de agarose
1% tratado com brometo de etideo. M: marcador de DNA 1 Kb Plus DNA ladder, amostras de DNA das estirpes (raias) 1: controle negativo
(&gua), 2: 300, 3: 306, 4: 310, 5: 318, 6: 405, 7: 426, 8: 438, 9: 439, 10: 445, 11: 446, 12: 483, 13: 500, 14: 469 15: (cepa COL, controle
positivo). Aseta indica o fragmento de 163 bp correspondente ao gene mecA.

Figura 3. Visualizacdo da amplificacdo especifica do gene femA. Gel de agarose 1,3% tratado com brometo de etideo. M: marcador de DNA 1
Kb Plus DNA ladder; amostras de DNA das estirpes mecA positivas (raias) 1-13. O fragmento de 132 bp corresponde a amplificagdo do gene
femA.
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Tabela 1. Caracteristicas dos iniciadores usados neste estudo.

Par  Iniciadores Sequiéncia (5’ 3) Amplicon (pb)
A mecA 1 AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 533
mecA 2 AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC
B mecA 1 ACTGCTATCCACCCTCAAAC 163
mecA 2 CTGGTGAAGTTGTAATCTGG
C femA 1 AAAAAGCACATAACAAGCG 132
femA 2 GATAAAGAAGAAACCAGCAG
D 16STDNA1 CAGCTCGTGTCGTGAGATGT 178

16SrDNA 2 GTCCATTGTAGCACGTGTGTA

Tabela 2. Freqiéncias fenotipicas e genotipicas observadas no presente estudo.

Gendtipo mecA+ mecA+/femA+  mecA-ffemA+ 16S rDNA
n (%) n (%) n (%) n (%)
Iniciadores (pareados) A+D B+D A+C A+C D
25 (56,8) 25 (56,8) 10 (40) 2(10,5,2) 44 (100)
Fenotipo de resisténcia % % % %
Oxacilina 88 100 100 79,5
Penicilina 9% 100 100 90,9
Ampicilina 84 78 100 75,0
Cefalexina 80 89 100 63,6
Meropenem 100 100 100 100
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DISCUSSIO

A analise dos dados relativos aos antibiogramas indicou
que 79,5% das estirpes estudadas eram resistentes a
oxacilina e, por conseqiiéncia, a meticilina. A analise das
amplificacbes por PCR do gene mecA indica que 62,8%
das estirpes fenotipicamente resistentes a meticilina
possuiam o gene de resisténcia especifica a esse
antibiético.

A técnica da PCR pode ser considerada de maior
sensibilidade e especificidade para identificacdo de cepas
resistentes a meticilina, uma vez que esta requer
quantidades minimas de DNA alvo.!? 2":22 Embora a
presenca do gene mecA, obrigatoriamente, nédo indique
que a cepa seja de fato resistente ao antibiotico, o que
pode ser conseqiiéncia de, por exemplo, mutagdes no
elemento SCCmec, a diferenga nas freqliéncias
estabelecidas pelos dois métodos (PCR e antibiograma)
é significativa (37,1% das cepas resistentes a meticilina
foram negativas por PCR). Essa diferenca ndo pode ser
devido a ocorréncia de falsos negativos pela técnica da
PCR, uma vez que 100% das amostras de DNA utilizadas
foram positivas para o gene 16S rDNA, utilizado como
gene alvo para controle interno. O DNA extraido das cepas
foi utilizado para a amplificagdo duplex para os genes
mecA e 16S rDNA, e as estirpes positivas para o duplex
foram confirmadas posteriormente por meio da reacéo
de amplificacdo por PCR utilizando o segundo par de
iniciadores para 0 gene mecA. Nossos resultados nos
levam a crer que a discrepancia entre os diagnosticos
feitos por antibiograma e por PCR resida na metodologia
utilizada nos antibiogramas.

Dentre as estirpes positivas para 0 gene mecA (25 no total)
22 (88%) apresentaram, pelo antibiograma, resisténcia a
meticilina. Considerando a PCR o método mais sensivel,®
esses dados significam que as 3 estirpes mecA+/oxacilina
susceptiveis poderiam estar associadas com ocorréncia
de casos clinicos de resisténcia ou apresentar mutagdes
na sequéncia mecA.

De acordo com a classificacdo laboratorial, baseada em
provas de coagulase, 88,6% das estirpes eram coagulase
negativas. Resultado similar foi encontrado na literatura,?
que aponta uma predominancia de mais de 70% de
Staphylococcus coagulase negativos em ambientes
neonatais. Esses dados demonstram a alta prevaléncia
de Staphylococcus coagulase negativos na UTI neonatal,
assim como, um elevado indice de resisténcia a meticilina
(89% dos isolados de Staphylococcus coagulase
negativos), alertando sobre os riscos de disseminagédo de

cepas inerentemente resistentes a meticilina, porém com
fenotipo coagulase negativo. 212

A amplificacdo do gene femA, relacionado com o nivel de
resisténcia a meticilina, em 40% dos isolados mecA
positivos é de preocupante relevancia epidemioldgica.
Esses dados significam que uma boa parte das estirpes
mecA circulantes possuiriam niveis elevados de tolerancia
a meticilina. Para constatacdo de tal inferéncia é
necessaria a determinacdo da concentracdo minima
inibitoria nesses isolados.

Uma anélise mais profunda das estirpes relacionadas e
do seu leque de resisténcia deve ser realizada. Tal analise
conduziria a uma terapia anti-estafilocécica mais eficiente
para o controle e prevencdo das doencas causadas por
€SSes microrganismos, assim como, serviria de guia para
0 uso de antibidticos que possam solucionar o problema
sem induzir resisténcia nas cepas envolvidas com a
patologia.

CONCLUSOES

As infeccBes por estafilococos resistentes a meticilina,
nessa unidade neonatal, sdo causadas predominan-
temente por Staphylococcus coagulase negativos,
enquanto aproximadamente 10% sdo atribuidas a
Staphylococcus aureus.

A frequéncia de estirpes que possuem o gene
determinante de resisténcia a meticilina mecA é alta, e a
ocorréncia do gene femA nessas estipes indica uma
prevaléncia de niveis elevados de resisténcia a meticilina
nos isolados de pacientes admitidos na unidade neonatal.

Considerando a PCR como teste padrdo ouro de deteccao
de marcadores moleculares de resisténcia, a discrepancia
observada nas freqliéncias fenotipica e genotipica (apenas
62,8% das estirpes fenotipicamente resistentes a
meticilina foram mecA+) sugere que a freqiiéncia de
isolados resistentes a meticilina estaria superestimada.
O presente estudo aponta que os diagnésticos feitos por
antibiograma ndo sdo os ideais para uma precisa
identificacdo dos agentes patogénicos que assolam 0s
recém-nascidos da UTI neonatal do Hospital.
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