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Resumo

A 4rea de ensino, no decorrer de sua trajetéria histdrica, tem se deparado com problemas de diversas ordens,
como por exemplo: a formagio de professores e em decorréncia na formacio dos profissionais da 4drea da satde.
Ao considerar que a formagio docente ainda ¢ caracterizada por um viés conteudista, distante da experimenta-
G40, acarreta consequéncias no campo do ensino, pois os mesmos discentes que outrora obtiveram lacunas em
sua formagio, na atualidade militam no campo da docéncia em multiplos campos do saber reproduzindo tais
praticas descontextualizadas. Para entender a prética docente e como modific-la, alguns estudos consideram a
importincia da perspectiva do professor investigador e as necessidades formativas indispensdveis para a melhoria
do ensino de Ciéncias. Em fungao da abrangéncia destes aspectos, hd necessidade de se aliar os conhecimentos
especificos de variados campos do saber, os aspectos metodoldgicos diversificados e os principios histdricos e
epistemoldgicos da construgio do conhecimento cientifico. Portanto, sabendo das lacunas que envolvem o pro-
cesso de formacio do laboratorista esse artigo tem como objetivo discutir uma proposta de identificacdo clinica
para laboratorista, mais especificamente para o Staphylococcus aureus, na intengio de servir como um material
did4tico para minizar tais impactos no processo de formagio de tais profissionais. O Staphylococcus aureus é
bem conhecido pela sua capacidade para adquirir genes de resisténcia a drogas antimicrobianas. Este patégeno
¢ historicamente associado a infecgoes relacionadas a assisténcia a satde e pode se disseminar rapidamente entre
os individuos sauddveis. Surtos de infecgoes causadas por cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
associados a comunidade (CA-MRSA) tém sido relatados em todo o mundo, incluindo o Brasil, onde existe
atualmente uma epidemia de CA-MRSA. Pensando nesta problemdtica, apresentamos aqui, uma revisao sobre
a utilizagio adequada das metodologias fenotipicas e genotipicas de caracterizagio dos isolados de Staphylococcus
aureus de grande importancia no ambiente hospitalar, assim como a caracterizacio clinica das doengas estafilo-
cdcicas e o tratamento medicamentoso adequado para combater estas infec¢bes de maneira rdpida e de acordo

com as modificagbes por aquisi¢io, por este organismo, de mecanismos de resisténcia.
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Abstract

The area of education, in the course of its historical trajectory, has been facing problems of various orders, such as:
teacher education and as a result of the training of health professionals. When considering that teacher training is still
characterized by a bias content way, away from experimentation, has consequences in the field of education, as these
students who once had gaps in their education, today activists in the field of teaching in many fields of knowledge
playing such practices out of context. 1o understand how the teaching practice and modify it, some studies consider
the importance of the perspective of the researcher and teacher training needs necessary for the improvement of science
teaching. Depending on the scope of these aspects, it is necessary to combine the expertise of various fields of knowledge,
methodological aspects and the diverse historical and epistemological principles of construction of scientific knowledge.
Therefore, knowing the gaps involving the formation process of the laboratory technician this article aims to discuss a
proposal for identifying clinical laboratory technician, specifically for Staphylococcus aureus, intending ro serve as an
educational material for minizar such impacts in the training process of such professionals. Staphylococcus aureus is
well known for its ability to acquire resistance genes antimicrobial drugs. This pathogen is historically associated with
infections related to health care and can spread rapidly among healthy individuals. Outbreaks of infections caused
by strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus associated with community (CA-MRSA) have been reported
worldwide, including Brazil, where there is currently an epidemic of CA-MRSA. Thinking about this issue, we present
here a review of the use of appropriate methodologies phenotypic and genotypic characterization of Staphylococcus au-
reus of great importance in the hospital environment, as well as the clinical characterization of staphylococcal diseases

and appropriate medical treatment to combat these infections so and rapid changes in accordance with the acquisition,

by this organism of resistance mechanisms.

1. INTRODUCAO

O Ensino das Ciéncias tem se deparado, no decorrer
de sua trajetoria histdrica, com problemas tanto em seus as-
pectos tedrico-metodoldgicos como na formagio de profes-
sores e em decorréncia na formagao dos profissionais da drea
da satde, pois ao considerar que a formagio dos docentes,
historicamente, perpassou por um viés conteudista, meca-
nico e linear, distante da experimentagio, esses mesmos dis-
centes de outrora, militam hoje no campo da docéncia em
multiplos campos do saber reproduzindo tais préticas peda-
gdgicas. Para entender a prética docente e como modificé-
la, alguns estudos consideram a importancia da perspectiva
do professor investigador e as necessidades formativas indis-
pensdveis para a melhoria do ensino de Ciéncias. Em funcao
da abrangéncia destes aspectos, hd necessidade de se aliar os
conhecimentos especificos de variados campos do saber, os
aspectos metodoldgicos diversificados e os principios his-
toricos e epistemoldgicos da construgio do conhecimento
cientifico (42, 43, 44 e 45). Assim, ciente das lacunas que
envolvem o processo de formagao dos profissionais (meci-
nica, memorizacdo, distante de experimentagdes) da satde,
em especial, dos laboratoristas, esse artigo tem como obje-
tivo discutir uma proposta diddtica na inten¢io de auxiliar
o processo formacio do laboratorista, mais especificamente

para a identificacio do Staphylococcus aureus.

A tentativa da referida proposta ¢ criar um material
diddtico para minizar os impactos provocado pela influén-
cia da Pedagogia Tecnicista presente no processo de forma-
¢do de tais profissionais. Seguindo essa mesma perspectiva,
Mitre et. al. (2008) (46) menciona que: “historicamente, a
formacio dos profissionais de satide tem sido pautada no
uso de metodologias conservadoras (ou tradicionais), sob
forte influéncia do mecanicismo de inspiragio cartesiana-
newtoniana, fragmentado e reducionista” (46).

Para o autor, o pensamento moderno influenciou a dico-
tomia que se configura no processo de ensino burocratizando
o sistema educacional, manifestando-se também por meio das
subdivisdes da universidade em centros e departamentos e dos
cursos em perfodos ou séries e em disciplinas estanques.

Dessa forma, o processo de ensino-aprendizagem,
influenciado pelo paradigma supracitado, desenvolve suas
agoes restritas A reproducio do conhecimento, no qual o
professor se configura apenas como um mero técnico trans-
missor de contetidos, cabendo ao discente, o papel de recep-
tor, uma atitude passiva e reprodutora de conceitos, nomes,
datas, dentre outros. Pensando na possibilidade de mini-
mizar a lacuna que emerge da fragmentacio entre teoria
e prética no processo de ensino-aprendizagem, o artigo se
estruturou a partir da seguinte configuragio: No primeiro
momento, apresentamos as caracteristicas principais do Sta-

p/]ylococcm aureus; na segunda parte do texto procuramos



discutir o processo de Identificagao Fenotipica de Staphylo-
coccus aureus; na terceira parte a Identificagio Genotipica;
na quarta parte as Caracteristicas Epidemiolégicas e Clini-

cas; E por fim, o tratamento medicamentoso.

2. DISSEMINACAO E CARACTERISTICAS MOLE-
CULARES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

S. aureus pode ser intermitente ou permanentemente
presente na microbiota de narinas, pele, garganta e trato
intestinal de alguns individuos. Esta colonizac¢io permite
que esses sujeitos atuem como disseminadores deste micro-
organismo. Além disso, esses individuos estdo em maior ris-
co de infec¢io (5,7,30). Atualmente, acredita-se que 30%
dos seres humanos tém colonizagio nasal assintomdtica por
S.aureus (5,33).

A transmissdo ocorre por contato direto, geralmente
através da pele de uma pessoa colonizada ou infectada com
lesoes abertas. Outras rotas com fomites ¢ maos dos profis-
sionais de satide também sio importantes meios de transmis-
sdo. Mais recentemente, vdrios surtos de Staphylococcus au-
reus resistentes a meticilina (MRSA) tém sido associados com
a presenca de amostras em alimentos de origem animal (31).

A propagagio ¢ facilitada por vérias razoes, incluindo
a migracdo da populagio, profissionais de saide especial-
mente, combinada com métodos ineficazes para controlar
a transmissio de MRSA de pacientes colonizados e infecta-
dos, juntamente com o uso inadequado de antimicrobianos
(6,7,8,9,10,20,21,22,30,33).

As infecgoes causadas por MRSA tém atingido uma
cota global e estdo aumentando em hospitais e na comuni-
dade, inclusive nos paises que anteriormente tinham baixa
prevaléncia de MRSA, expondo uma diversidade significa-
tiva de clones identificados.

Resisténcia a meticilina ¢ conferida pelo gene mec A
que ¢ transportado por um elemento genético mével, co-
nhecido como Cassete Cromossdémico Estafilocécico mec
(SCCmec) que codifica uma proteina de ligagdo a penicili-
na modificada, chamada PBP2a ou PBP2’, que possui uma
baixa afinidade para beta-lactAmicos, incluindo penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos (9,18,19,37,41).

De acordo com publicacoes, até agora, hd 11 alétipos
diferentes de SCCmec, os tipos I a X1, que foram revelados
entre as cepas de MRSA (5,9,18,19,37,41). O SCCmec
apresenta componentes genéticos do complexo gene MEC
e o gene responsdvel pela recombinagio do cassete cromos-
sémico (CCR) (5,9,10,17,19,37,41). Variagoes dentro
desses complexos génicos servem como base primdria para
classificagao dos vdrios tipos de SCCmec (5,19,37,38,41).
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PVL (Leucocidina Panton-Valentine)

A importincia da toxina PVL na viruléncia e epide-
miologia de CA-MRSA ¢ um fato de grande controvérsia
(23,24,29). APVL é uma toxina secretada por S.aureus, com-
posta por duas subunidades chamadas LukS-PV e LukF-PV.
Ela estd relacionada com a formagio de poros na membrana
de leucécitos polimorfonucleares de acolhimento e macréfa-
gos (18,23). A PVL pode ser produzida por estirpes sensiveis
a beta lactAmicos e por algumas estirpes de CA-MRSA (8).

A diversidade de estudos sobre a importincia da toxina
PVL indica que talvez isso possa ser interpretado como uma
exacerbacdo e ndo como a causa da patogénese comum pro-
vacada por CA-MRSA, como pneumonia e ostemielite (29).

As técnicas moleculares para genotipagem de isolados
de S.aureus permitem um estudo mais aprofundado deste
patdgeno, permitindo uma compreensio mais apurada da
propagacio e da evolugio. A técnica de MLST (Multilocus
Sequence Typing), por exemplo, permite que os clones se-
jam classificados em tipos, de acordo com a sequéncia (ST).
Por sua vez, os STs sio agrupados em complexos clonais
(CCO) (15,32,36,37,38,40).

No Brasil, o MRSA ¢ uma das principais causas de in-
fecgoes relacionadas a assisténcia a satde. O clone endémi-
co de MRSA, na maioria dos hospitais de norte a sul, desde
1994, se caracteriza por ser multirresistente, sendo capaz de
produzir biofilme e, na maioria dos casos nio produz toxina
PVL (2,3,11,33). Este clone endémico brasileiro (BEC) ¢
classificado como SCCmec IIIA-ST239 (CC8) e pertence
a0 mesmo complexo clonal de MRSA identificado pela pri-
meira vez no mundo (11,24,27,28,34,35,36). Apesar disso,
estudos relataram um aumento da presenca de nao multir-
resistentes MRSA SCCmec tipo IV, caracteristica de amos-
tras associadas a comunidades em individuos internados em
hospitais, mostrando uma mudanga no perfil molecular de
amostras em hospitais brasileiros.

MRSA ¢ um dos patégenos causadores de endocardi-
te infecciosa no Brasil (13). O primeiro relato de doenca
causada por CA-MRSA no pais ocorreu em 2008, por uma
amostra de SCCmec tipo IV e PVL positivo (12).

3. IDENTIFICACAO FENOTIPICA DE STAPHYLO-
COCCUS AUREUS

A coleta pode ser realizada através de rotacao de swab,
seco e estéril, no vestibulo anterior das duas narinas de cada
paciente. Os swabs coletados sdo semeados em 4gar sangue
ou caldo BHI (infusao de cérebro e coragio), o qual é incu-

bado em estufa a 37°C por 24 horas. Havendo crescimento,
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as coldnias sdo semeadas em dgar manitol salgado (BBL

Mannitol Salt Agar - Becton, Dickinson and Company).

Figura 1. Placa de Manitol

Tipicas colonias de Staphylococcus aureus sao submetidas ao
teste de Gram, ao teste de catalase ¢ também ao teste de coagu-
lase, para confirmagio desta bactéria (15). O método de difusio
em disco ¢ utilizado para observar a resisténcia 2 meticilina com
o uso da temperatura e do antibidtico correto. A resisténcia é
detectada por difusio em disco de oxacilina com temperatura &
35°C em 4gar Mueller Hinton. Os frascos contendo os discos de
papel, para o teste de sensibilidade, sio armazenados resfriados a
temperatura de 8°C ou menos e retirados da geladeira uma hora
antes da realizacio da técnica, a fim de minimizar a condensacao
quando o ar quente entrar em contato com disco. O indculo
bacteriano serd ajustado em 0.5 de McFarland seguindo as orien-
tagoes da norma global consensual do CLSI (14).

4. IDENTIFICACAO GENOTIPICA
O isolamento do DNA bacteriano é realizado com Kit

QIAamp® DNA mini (QUIAGEN) seguindo protocolo do
produto (25).

Figura 2

9

10

PCR (reagio em cadeia da polimerase) baseia-se na
amplificacio da regiio especifica do DNA. Os produtos de
amplificacdo sio submetidos A eletroforese em gel de agarose,
utilizando-se padrio de tamanho molecular de 100 pb e co-
rados em solucio contendo brometo de etidio, visualizados e
foto-documentados sob luz Ultra Violeta (UV) (9, 39).

Apés o teste molecular para a confirmagio de resistén-
cia a meticilina, todas as amostras de MRSA sio submetidas
a Multiplex-PCR e a duas reagoes uniplex-PCR, para tipa-
gem e subtipagem do cassete SCCrmuec.

Os genes que codificam a PVL (lukS-PV e lukF-PV)
sao co-amplificados em uma reagdo tinica através de reagoes
de PCR como descrito por Lina et al (1999).

As amostras também sio submetidas a Eletroforese em
Gel de Campo Pulsado (PFGE), para caracterizagio do per-
fil do clone circulante. A determinagio do tipo estrutural
do elemento mec é realizada por um sistema de multiplex-
PCR, como descrito por Oliveira e Lencastre (2002), e por
reagdes de PCR adicionais para determinagio de variantes
do SCCrmec 1V, os subtipos IVa e IVb (26).

A combinagio das bandas amplificadas pelo esquema
multiplex definem o tipo de SCCrmec, conforme descrito
por Oliveira & Lencastre (2002).

A figura 2 mostra a PCR para o gene de PVL e os

« »

genes mecA. As amostras foram classificadas como “+” para
caracterizar a presenca dos genes e “-“ para amostras que sio
negativas para estes genes. A imagem mostra uma coloracio
de brometo de etidio de um gel de agarose a 1,5% conten-
do as seguintes amostras: M- marcador do tamanho mole-
cular (100 pb) e amostras PVL+: 1-7; 8-C-(HU25); 9-C+
(WB45); 10 Branco; M- marcador do tamanho molecular
(100 bp); Amostras do Meca+: 11-17; 18-C-(MSSA), 19C

+ (WB 45), 20-Branco.

o

12 13

M

11 141

16 17



5. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS

Na América Latina, estudos pontuais indicam que
MRSA ¢é a principal causa de infecgoes relacionadas a assis-
téncia a sadde, e vem crescendo a prevaléncia desse microrga-
nismo nas infec¢des adquiridas na comunidade (16). A epide-
miologia dos MRSA estd em constante mudanga e o estudo
dos clones circulantes e do perfil de resisténcia antimicrobiana
pode variar consideravelmente conforme a regido. A vigilincia
epidemildgica local é fundamental para dar suporte na escolha
do tratamento empirico de antibidticos, escolha esta baseada
no conhecimento dos patégenos circulantes.

Em decorréncia da ficil transmissdo e adaptagio deste
patdgeno, em adi¢do aos inevitdveis fatores de risco, a erra-
dicacio total das infec¢oes relacionadas a assisténcia a satide
¢ dificultada (24).

A maioria das manifestagoes clinicas relacionadas com
CA-MRSA sao infecgoes de pele e subcutaneo. No entanto, al-
gumas amostras parecem ser particularmente virulentas, sendo
causadoras de infeccoes de tecido degenerativas como fasciite
necrosante, que pode evoluir para forma fulminante, sepse
grave e pneumonia necrosante, condigdes estas que raramente
eram vistas antes da emergéncia de cepas de CA-MRSA (4,5).

As infecgoes estafilocécicas variam de localizadas, geral-
mente superficiais, até profundas, com elevada gravidade (8).

As infecgbes superficiais, como por exemplo, acnes,
furdnculos e infecgoes de feridas, em geral decorrem da
invasio dos tecidos cutineo e/ou subcutineo por bactérias
presentes na pele ou mucosas. J4 as profundas, salvo algu-
mas excegdes, sdo freqiientemente decorrentes de bactere-
mias originadas nos focos de infeccoes superficiais, como ¢
o caso de sepse, com elevada mortalidade (21). A pneumo-
nia é um quadro de infecgio profunda que estd geralmente
associado ao uso de ventilagio mecanica (1).

H4 ainda quadros téxicos, como a sindrome do cho-
que téxico, a doenca de Ritter (sindrome da pele escaldada),
o impetigo bolhoso e a intoxicagao alimentar (2).

Em decorréncia da ficil transmissao e adaptagao deste
patdgeno, em adi¢do aos inevitdveis fatores de risco, a erra-
dicacdo total das infecgoes relacionadas A assisténcia a satde

¢ dificultada (12).

6. TRATAMENTO MEDICAMENTOSO

As infecgoes causadas por cepas resistentes geralmente
ocorrem em ondas epidémicas que sio iniciadas por um ou
poucos clones bem sucedidos. A resisténcia do Staphylococ-
cus aureus aos antibidticos pode ser visualizada em vérios
estdgios, porém hd quatro principais: o primeiro estd entre

as décadas de 40 a 60, o segundo entre os anos 60 a 80, ji o
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terceiro estdgio ocorreu na década de 80 e o quarto vai desta

tltima até os tempos atuais, conforme a figura 3 (5).
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Figura 3 - As principais etapas de resisténcia aos antimicrobianos.
Fonte : Chambers & Deleo; Waves of resistance: Staphylococcus aureus in the

antibiotic era; 2009)

Em 1942, dois anos apés a introducio da penicilina na
pratica clinica, a resisténcia a droga j4 havia sido detectada
em hospitais e no inicio da década de 50 jd era um problema
notdvel em comunidades numa escala global (9).

Para o tratamento do S. aureus sensivel & meticilina, a
terapia de escolha para os pacientes que se encontram clinica-
mente estdveis ¢ uma cefalosporina de primeira geragio (ce-
falexina ou cefadroxil). Para os individuos que estio instdveis
clinicamente, com indicagio de terapia antimicrobiana in-
travenosa, indica-se a oxacilina. Neste pacientes com terapia
inicial intravenosa que evoluem com melhora clinica progres-
siva, pode-se prescrever a terapia seqiiencial com cefalospori-
na de primeira geragio a fim de se completar o tratamento. A
duragio da terapia dependerd do foco infeccioso, devendo ser
realizada por um periodo minimo de 10 dias nas infecgoes de
pele (usualmente se utiliza de 10 a 14 dias).

No tratamento do CA-MRSA em pacientes clinica-
mente estdveis, as opgdes terapéuticas sio o sulfametoxazol-
trimetoprim e a clindamicina. Nos individuos com quadro
clinico grave, a terapia antimicrobiana de escolha é a van-
comicina (22).

Na abordagem terapéutica das infeccoes relacionadas
a MRSA de origem hospitalar, o firmaco de escolha ¢ a
vancomicina. Uma outra op¢io de terapia ¢ a linezolida,
indicada para os casos de intolerdncia e/ou resisténcia a van-

comicina (22).

7. CONSIDERACOES FINAIS

O uso indiscriminado de antibiéticos é um fator im-

portante que contribui para o surgimento de novas cepas



resistentes de S. aureus. A correta identificacio de MRSA ¢é

essencial para garantir o tratamento adequado dos pacien-

tes. Além disso, existe uma necessidade para manter a vigi-

lancia e permitir a identificagio de alteragoes no perfil de

resisténcia de clones a partir de uma regiao, permitindo a

atualizacio do conhecimento da epidemiologia de MRSA

e medidas mais apropriadamente orientadas para controlar

a sua difusio.
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