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RESUMO

Desde a introdug&o dos antibidticos de uso clinico, as bactérias tém desenvolvido meios de protecio por meio de diferentes
meanismos de resisténcia. Atuamente é cescente a questdo das bactérias multirresistentes em todo o mundo. Esses
problemas 0 mais evidentes em hospitais, nos quais ocorrem surtos de infec@o hospitalar. Nos dias atuais, a maior
preocupacdo no campo da resisténcia bacteriana, em escala mundial, € Saphylococcus aureus resistente & meticili na
(MRSA). O mecanismo hasico daresisténcia € a dteragdo nas proteinas ligadoras de penicili na. Méodos de isolamento de
MRSA por meio de témicas moleallares estéo aqui revisadas.
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INTRODUCAO

A importancia das infecgdes adquiridas nos hospitais estéd bem estabeecida. Elas ocorrem a uma taxa de
5 a 10 por cem admissHes nos Estados Unidos, representando uma importante causa de morte eresultando em
acréscimo significativo ao custo das doencas de base.

Importante € a resisténcia que vem sendo doservada em  Saphylococcus aureus a meticilina que é
cruzada com oxacilina, sendo tais microrganismos conhecidos como meticilina-resistentes (MRSA) ou
oxacili na-resistentes (ORSA).

Méodos moleculares tém substituido s méodaos fenatipicos como forma de confirmar a proximidade
entre cepas envavidas em um surto. DNA plasmidial ou cromossomal também pode ser analisado através de
padrédo de digestdo de endoruclease de restricdo. Enzimas de restricdo reconhecem seqiiéncias especificas de
nucleotideos no DNA e produzem quebras na dupla fita produzindo pequencs fragmentos. Os fragmentos de
varios tamanhcs s80 separadaos utili zando eletroforese en gel baseado nopeso molecular.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Saphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) emergiu como um patégeno naocomial no
inicio da década de 60 (Codley; McNICOL ; BRACKEN, 1965 Kallings, 1962 Lane, 1962.

Técnicas moleculares como fingerprints de DNA gendmico e plasmidia, RFLP de fragmentos
amplificados por PCR e RAPD estdo sendo utili zados na diferenciacéo das cepas de MRSA (Nawas et al., 1998
Kreiswirth et al., 1995.
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Polimorfismos de fragmentos de restri¢éo (RFLP)

Andlise do genoma de microrganismos cortado com enzima de restricdo (RFLP) é uma ferramenta
potencial como método ck identificacdo (Prevost; Jaulhac; Piemort, 1992 Linaet al., 1992.

Uma técnica de caracterizacdo de S. aureus utiliza o polimorfismo do gne coagulase (coa) como um
marcador epidemioldgico (Lawrence d al., 1996. Este mé&odoé realizado com primers, homologcs aregido
conservada do @ne coa, no intuito de amplificar as weqléncias que codficam a regido
C-terminal desta molécula (Schwarzkopf; Karch, 1994 Kobayashi et al., 1995 Hookey; richardson; cookson,
1998 Gohet a., 199; Nada et al., 1996).

A andlise de MRSA através de RFLP pela digestdo com endoruclease Smal e resolucdo das fragmentos
em ge de detroforese de campo pulsado (PFGE) (e-Adhami et al., 199]) estima asimilaridade eitre as cepas e
demonstra que as mesmas podem ser divididas em dais grupos: RFLP tipo | e Il. Estudos epidemiol6gcos
demonstraram que RFLP tipo | era mais comumente encontrado em unidade de terapia intensiva, enquanto que
RFLP tipo Il estava mais distribuido. Os estudos de Carles-Nurit et al. (1992 suportam a hip6tese de que todas
as cepas de MRSA surgiram de um Unico clone e @fatizam a necessdade da utilizacdo de varios méodacs em
conjunto nas investigacdes de surtos de MRSA.

Em um investigacdo filogenética de 16 ancs Givney & al. (1998 estudaram a populacdo de MRSA
utilizando a endoruclease Smal, desenvdveram diferentes padroes de RFLP. O estudo sugeriu 0 aparecimento
de um novoclone de MRSA, entretanto as cepas guardavam o mesmo padréo de fagatipagem.

Digestdo com a enzima Smal e posterior separacdo dacs fragmentos por PFGE revelaram seis diferentes
padrdes de RFLP em cepas isoladas de diferentes hospitais do Brasil. Cepas com idéntico padréo foram
encortradas em oito das nowve haspitais investigados, demonstrando ampla disseminagdo de um mesmo clone de
MRSA (Sader et al., 1993.

Témicas de amplificacdo

Através da amplificacdo de determinados genes e subseqgliente andlise genética dos fragmentos, podem
ser obtidas informactes da filogenia e da sistemética microbiana, de uma maneira rapida e diciente (van Belkun
et al., 1998.

Amplificagdo da regido hipervariavel do gene mec mostrou ser Util no estabdecimento da origem de
infeccdo nosocomial (Nishi et al., 1995 Schmitz et al., 1999 por MRSA.

A técnica de PCR foi utilizada para a anpliacdo simultanea dos genes: mecA, femA, e o gene da
termonuclease etracelular e PBP2', Saphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA) e estafil ococos
coagulase-negativos também foram testados e 0 ensaio apresentou ser especifico para MRSA (Cotter et al.,
1997).

Através de estudos realizadas com 0 gene coagulase, pode-se avaliar atualmente que os MRSA isoladas
de ambiente hospitalar sdo geneticamente relacionados, uma vez que apresentam o0 mesmo padrdo de
hibridizag8o, por outro lado, cepas isoladas da comunidade e MSSA apresentam-se relacionadas, porém com
padréo dferente daquele de MRSA hospitalar e este estudo mostra que a andlise de hibridizac&o utilizando um
anico gene como soncda é mencs discriminatorio que a andlise de RFLP do genoma total (e-Adhami; Stewart,
1997).

Andlise de RAPD, também conhecido como PCR com primer arbitrério (AP-PCR), retira o requerimento
de primers escolhidos €m o contecimento do genoma (Welsh; McCldland, 199Q Willians et al., 1990 e a sua
utili zacdo tem fornecido alto nivel de caracterizacdo (Damiani et al., 1996 Saulnier et al., 1997 van Bekum et
al., 1997hH e mostraram que a proteina A e o polimorfismo do gne coa ndo tém pape significativo ra
colonizacdo (van Bekum et al, 1997).

AP-PCR pode ser usada para um primeiro screening para verificacdo da proximidade entre linhagens de
MRSA (van Bekum et a., 1999, as linhagens MRSA com coagulase tipo |V apresentavam sempre 0 mesmo
padréo, sugerindo gue sdo transmitidas nasocomialmente. Por outro lado, as linhagens com coagulase tipo |
apresentaram diferentes padrdes, sugerindo gue ndo sdo transmitidos em infegdo nasocomial. Estudaos realizados
com polimorfismos de fragmento de restrico do gene da coagulase utilizando AP-PCR mostrou que alguns
pacientes poderiam estar infectados com duas cepas diferentes. (Todhe; Maruyama; nara, 1997).



A combinagdo de PFGE com méodo baseado em PCR (amplificacdo da regido espacadora),
polimorfismos de DNA amplificados ao acaso (RAPD), PCR do gene da proteina A forneceram as mehores
resolucdes e levaram a identificacéo de subtipos de MRSA (Schmitz et al., 1998.

A caracterizacdo de MRSA através de RAPD é mais smples, rapida e altamente dicaz na investigacao
epidemiol6gica, aém diso a técnica consome um tempo menor do que a andlise por PFGE (Tambic & al.,
1997).

Témicas de seqlienciamento

A polimorfica regido-x do gene da proteina A (spa) demonstrou ser estavel para caracterizacao
epidemiolégca MRSA (Frenay et a., 1994, embora sga uma ferramenta importante dentro e entre
hospitais (Frenay et al., 19969, a adise do polimorfismo do gne da coagulase tem maior poder
discriminatério (Kobayashi et a, 1995 Hoefnagels-Schuermans et al., 1997).

Desde a sua primeira descricdo por Grimont e Grimont (1986, a ribotipagem tem emergido como o mais
poderoso des méodcs disponivels para investigacdo epidemioldgica; esta baseado em hibridizacdo utili zando
RNA ribossomal (rRNA) como sonda. Segiiéncias de rRNA contém regides conservadas que podem hibridizar
com genes do rRNA de qualquer espécie.

As moléculas de rRNA sdo empregadas para determinar a inter-relagéo filogenética das microrganismos
(Woese, 1987). A grande maioria dos estudos filogenéticos tem-se centrado norRNA 16S e &iste um vasto
conhecimento de seqliéncias comparativas da subunidade menor do rRNA, em cortrapartida, pequeno nimero
de seguiéncias da subunidade rRNA 23S é conhecido. InformagBes obre 0 espaco intergénico rRNA 16S-23Sea
distribuicBo dos genes de tRNA codificados nessa regido sdo igualmente raras (Mendaza et al., 1998. A
seqiéncia conservada da regido espacadora 16S-23S sdo indcadores diretos e etaveis da divergéncia
evolucionaria de cepas de S. aureus (Glrtler; Barrie, 1995.

Os genes do rRNA em bactérias 80 arganizados em operons, dentro dcs quais 0s genes que codificam
para os RNA 16S, 23S e 5S sdo freglientemente separados pea regido espacadara ndo codificante do DNA. A
utili zagcdo oe sonda, mistura de RNA 16S e 23S, resulta na hibridizagéo apenas com fragmentos no fingerprint
cromosomal que contém partes dos genes correspondentes. Por outro lado, a utilizagdo de sondas fragmentos
clonados dos genes de rRNA pode resultar na hibridizagdo com 0s genes correspondentes e a sequéncia
espacadora. Entdo, padrdes de hibridizacdo dferentes podem ser obtidos, dependendo da sonda utili zada
(Saunders et a., 1990.

A maioria das bactérias contém entre 2 a 11 cdpias do gene rRNA por céula (Gottlieb; Rudner, 1985
Srivastava; Schlessnger, 1990. As regifes espacadoras entre os genes rRNA 16S e 23S codficam vérios tRNAs
e tém vérias ®qléncias repetitivas em regibes ndo codficantes do gupo de genes (Bacot; Reeves, 1991).
Embora os genes do tRNA sgam altamente conservados, o comprimento dcs espacadores intergénicos dos
tRNA variam consideravel mente.

A combinacdo de PFGE com a amplificacdo da regido espacadora fornece caracterizaco de cepas diante
de uma infeccdo nasocomial por MRSA (Schmitz et al., 1998.

DISCUSSAO

Sob 0 porto de vista dos puristas, € preferivel analisar 0 gen@ipo dcs microrganismos uma vez que
estas andlises nao recaem na expressso e genes particulares, e ndo estdo, portanto, sujeitos as variagoes
fenatipicas.

O cromossomo microbiano € uma molécula grande efragil, o que requer técnicas especiais de etracéo
para evitar quebras por for¢as mecanicas durante a extragdo. Uma maneira de solucionar o problema do tamanho
do DNA cromossomal é a digestdo com endoruclease de restricdo para formar fragmentos capazes de serem
separados por méodas padrdes de detroforese.

Para os propésitos de identificacdo, € normal se fazer uma simples comparacdo visual de padrdo de
bandas para ver se os fingerprints sdo similares ou diferentes.



A presenca de DNA plasmidial ou bacteriéfagos pode complicar a interpretaco dcs fingerprints. E,
portanto, desgavel primero analisar o DNA ndo dgerido, por detroforese an gel de agarose, para testar a
presenca de qualquer banda alicional ao DNA cromossomal.

Uma dificuldade adicional advém do fato de que técnicas de detroforese convencionais ndo fornecerem
boa resolucdo de fragmentos de DNA maiores de 50kb. As enzimas de restricdo que cortam cromossomaos
bacterianos em fragmentos menores que 50 kb tendem a formar fragmentos de tamanhcs dmilares que
dificultam a separacéo e sua interpretacdo no ¢ de detroforese. Para solucionar este problema desenvdveu-se a
eletroforese de campo pulsado (PFGE) descrito primeiramente por Schwarts e Cantor (1984), moléculas de DNA
maiores de 10 megabases 0 capazes de re-orientar e mover diferencialmente através dos poros do ¢gl de
agarose (Schwartz; Cantor, 1984 Chu; vollrath; davis, 1986.

Os métodas de detroforese convencionais sio baseados na habili dade de um gd separar moléculas, com
base no tamanhqg sob a influéncia de um campo eétrico unidirecional. Em contraste, PFGE utili za sucessvos
campos déricos aternados que forcam as moléculas a mudarem cortinuamente a diregdo de migragdo. A
separacao € baseada, provavelmente no fato que as moléculas maiores mudam de diregdo mais lentamente que as
menores. Entretanto, 0 mecanismo preciso da separacdo ainda ndo € totalmente conhecido, embora sgja objeto de
numerosos estudos (Slater; Nodandi, 1989 Stelwagen; Stellwagen, 1989 Viovy, 1989. Padrdes de PFGE
idénticos obtidos com uma enzima particular néo necessariamente significam que duas cepas sjam idénticas.
Diferencas 8o conclusivas, porém simil aridades ndo o séo.

Estudos indicam que padrdes maltiplos de RFLP em MRSA néo recessariamente representam clones
multiplos derivados de diferentes eventos de transferéncia do gene mec e sugerem a ocorréncia de pequencs
rearranjos no DNA cromossomal durante um surto, embora aPFGE utili zando a endoruclease de restricdo Smal
sga uma ferramenta Gtil na avaliacdo da diseminacdo de um clone, diante de um surto, é recomendavel a
utili zacdo de varios mé&odcs para melhor delinear a fonte ea extensdo do surto; o poder discriminatério e a
reprodutibilidade do REAP o faz um adjunto Gtil nesse contexto. Tais variagbes dentro de um clone sdo
significativos na interpretacdo de um perfil de RFLP durante um surto de infeccdo e enfatiza anecesddade de se
utili zar dois méodas de caracterizagdo das cepas MRSA.

Procedimentos de hibridizacéo

Técnicas de hibridizacdo utilizando sondeas de acidos nucléicos sio utilizados para detecgdo de
microrganismos especificos em uma variedade de amostras. A abordagem mais comum envadve o uso de sonca
de um fragmento de DNA clonado as um oligorucleotideo sintético.

E cada vez mais comum identificar a presenca ou auséncia de uma espécie microbiana em uma amostra
clinica ou ambiental por meo da hibridizacdo com sondbs especificas. Fragmentos de restricdo do DNA
cromosomal separados em gel de agarose podem ser transferidos para membranas de nitrocdulose e
hibridizadas com sondas marcadas que consiste en DNA clonado ch mesma espécie (Tompkins et al., 1986.

Uma aordagem alternativa envave variages polimorficas de fragmentos de restricdo (RFLP) entre
moléculas de DNA relacionados, pode ser utilizada como um mé&odo e comparagdo de moléculas de DNA
cromossomal para propésitos de identificacéo e caracterizagéo.

A complexidade de alguns padres de RFLP torna-os dificeis de fornecer informagdes para fins
epidemiol6gicos. Entretanto, se os padrGes complexos dos fragmentos de restricdo sdo desnaturados e
transferidos por técnicas de blotting do g8 para uma membrana de nitrocdlulose ou de nylon e depois
hibridizado com uma sonda marcada, um padrédo simples pode ser visualizado, que consiste apenas de
fragmentos que geraram uma hibridizag&o positiva com a sonda.

A ribotipagem tem varias vantagens bre outros méodcs. Em particular os genes ribossomais st0
extremamente estaveis. A maioria dos microrganismos possuem multiplas cépias dos operons ribossomais, de
forma que a hibridizagio gera um nimero aceitavel de fragmentos que fornece um resultado positivo. E
importante ressaltar que a habili dade discriminatéria da ribotipagem depende de uma sondh precisa e enzimas de
restri¢éo igualmente adequadas.



Procedimentos de amplificacdo e témicas de seqiienciamento

Os procedimentos de hibridizacdo de acidos nuclécos foram desenvavidos de forma que pudessem ser
utili zados diretamente com fins de identificac8o e caracterizacdo de uma grande variedade de microrganismos,
entretanto, o acido rucléico esta disponivel em quantidades limitadas, antes do cultivo das microrganismos. O
cultivo néo é posdvel para todas as espécies e para dgumas outras € necessario um periodo muito longo para
obtencdo de quantidades suficiente de &cidos nucléicos para deteccao por métodas de hibridizagéo.

A aplicacdo de méodcs de amplificacdo podem solucionar este problema dravés da amplificacdo de
seqiiéncias de DNA ou de RNA de interesse. Varios métodas de caracterizacdo podem entéo ser usados para a
andlise do produto amplificado. O méodo mais smples é a utilizacdo de um gel de detroforese para identificar o
tamanho de produtos. Embora melhor especificidade e sensibilidade possam ser obtidos pda andlise dos
produtos de reacdo por hibridizacdo com sondas especificas. O mé&odo mais informativo, entretanto, envave a
determinacdo da seqiiéncia de nucleotideos da molécula de DNA ou RNA amplificada. A identificacdo dbs
variaghes na seqliéncia de nucleotideos confere a mais precisa identificacéo e caracterizacdo de microrganismos.

A identificacdo de uma sequiéncia especifica do acido rucléico é uma ferramenta de diagndstico valiosa
por causa da dta especificidade desta aordagem. Embora o seqlenciamento sga uma nova aordagem da
identificacdo microbiana, ndo € no presente uma técnica de uso rotineiro. Avancos na tecndoga de
seqiienciamento de genes homdlogas é uma técnica padréo em biologia molecular, especialmente valiosa quando
genes conservados 80 seqlienciados para estabelecer relagdes evoluciondrias e taxondmicas entre diferentes
bactérias.

A reacd0 em cadeia da polimerase (PCR) para anplificagdo de uma sequiéncia especifica foi introduzida
por Saiki et a. (1989, e é uma das mais importantes inovagdes cientificas da década passada, tem sido
combinada com digestdo com endoruclease de restricdo de DNA amplificado para produzir RFLPs para andlise
em gd de agarose ou de poliacrilamida.

CONCLUSOES

Embora os méodas epidemioldgcos tradicionais detenham ainda um papd central no corntrole de
infeccdo haspitalar, analises epidemioldgicas moleculares podem elevar o cortrole da infecgdo. A combinacgéo
de técnicas moleculares como PCR podem auxiliar no dagndstico da fonte de contaminacéo , bem como rastrear
adissminacdo de clones e cortrolar os surtos.

Méodas de seqiienciamento tém sido desenvadvidos tao rapidamente que seqiienciamentos comparativos
de genes homdlogess 90, na aualidade, técnicas padrdes em sistematica molecular e estudos fil ogenéticos.
Genes conservados tém sido seqlienciados para estabelecer a posi¢éo particular de um determinado arganismo
€m um esguema taxondmico.

Estudos realizados com MRSA, através de vérias técnicas moleculares revelaram polimorfismos dentro
do gene mec para @ diferentes cepas, es< resultado suporta ahip6tese de um ancestral comum para todcs os
genes mec dos MRSA isoladas.

Estes méodcs de caracterizacdo quando utilizados apropriadamente e en conjunto com cuidadosa
investigag@o epidemioldgica fornecem uma ebordagem efetiva na pesquisa e cortrole da distribuicdo de MRSA
dentro de um hospital.

ABSTRACT

Since the introduction d antibiotics into clinical use, bacteria have protected themsdves by developing
antibiotic resistance mechanisms. Currently, there are increasing problems worldwide with multiresistant
bacteria. These problems are especially evident within hospitals, where they frequently present as nosocomial
epidemics. Nowadays, the most important nasocomial resistance problems, on a global scale, are caused by
methicilli n-resistant Saphylococcus aureus (MRSA). The basic mechanism of resistance is the alteration in
penicilli n-binding proteins of the organism. The methods for isolation d MRSA by molecular typing
characterization are reviewed in this work.
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