Dados Internacionais de Catalogacdo-na-publicacao (CIP)

(Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade

Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

B851e

Bride, Lais de Lima, 1991 -

Epidemiologia molecular e caracterizacdo da resisténcia e
viruléncia de amostras de Staphylococcus aureus provenientes
de hospitais da Grande Vit6ria — ES / Lais de Lima Bride — 2015.

116 f. 1 il.

Orientador: Ricardo Pinto Schuenck.

Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias da Saude.

1. Staphylococcus aureus. 2. Viruléncia. 3. Técnicas de
Genotipagem. 4. MRSA. |. Schuenck, Ricardo Pinto.
Il. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias
da Saude. Ill. Titulo.

CDhuU: 61




UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

LAIS DE LIMA BRIDE

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR E CARACTERIZACAO DA RESISTENCIAE
VIRULENCIA DE AMOSTRAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS PROVENIENTES
DE HOSPITAIS DA GRANDE VITORIA -ES

VITORIA

2015



LAIS DE LIMA BRIDE

EPIDEMIOLOGIA MOLECULARE CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA E
VIRULENCIA DE AMOSTRAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS PROVENIENTES
DE HOSPITAIS DA GRANDE VITORIA-ES

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias de Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para a obtencédo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo P. Schuenck

VITORIA

2015



LAIS DE LIMA BRIDE

EPIDEMIOLOGIA MOLECULARE CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA E
VIRULENCIA DE AMOSTRAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS PROVENIENTES
DE HOSPITAIS DA GRANDE VITORIA -ES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-graduacdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias de Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para a obtencao do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Apresentada em 27 de abril de 2015

Prof. Dr. Ricardo Pinto Schuenck

Universidade Federal do Espirito Santo
Orientador

Prof2, Dr2. Flavia Imbroisi Valle Errera
Universidade Federal do Espirito Santo

Profa. Dr2. Méarcia Giambiagi de Marval
Universidade Federal do Rio de Janeiro

VITORIA

2015



DEDICATORIA

Dedico esta obra a Deus e a
espiritualidade maior por me
concederem a vida e me

conduzirem nesta jornada.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, José Leonardo e Diana, meus principais alicerces, por me amar
incondicionalmente e se dedicar a mim da maior e melhor forma possivel em todos
os dias da minha vida. Sendo meu pai minha maior referéncia de carater e

benevoléncia e minha mae meu maior exemplo de fibra e coragem!

Aos meus irméos, Felipe o meu protetor e Daniel 0 meu protegido, por me amar e
me aceitar como sou, além de respeitar e apoiar todas as minhas decisfes, torcendo

pelo meu sucesso e minha felicidade hoje e sempre.

Ao Pedro, meu namorado e verdadeiro companheiro, por todo amor e compreensao
e por nunca ter medido esforcos para me ajudar e me apoiar sempre que

necessario.

Ao meu orientador Prof. Dr. Ricardo P. Schuenck que acreditou na minha
capacidade de realizar este trabalho, me fornecendo grande crescimento profissional
ao se mostrar sempre disposto a me ensinar e me instruir, além de ter se dedicado

verdadeiramente pela qualidade desta obra.

Aos meus colegas do LabCAS e do Resbac, Geraldo, Maralisi, Nayara, Umberto,
Ana Carolina e Mayara, por estarem sempre dispostos a me auxiliar na preparacéo e
realizacdo dos experimentos além de terem se mostrado verdadeiros amigos

dispostos a me ouvir e me ajudar quando necessario.

As técnicas do setor de microbiologia ao serem extremamente solicitas nos
momentos em que precisei de ajuda para a realizacdo do meu trabalho e também

por terem divido comigo tantos risos, conversas e cafezinhos de fim de tarde.

As professoras Ana Paula e Liliana por terem cedido diversas vezes a estrutura

fisica e 0s equipamentos necessarios para a realizacao dos experimentos.

A minha familia e aos meus verdadeiros amigos: muito obrigada por todo carinho,

amizade e torcida pelo meu sucesso!

Ao programa de pos-graduacdo em Biotecnologia eu agradeco imensamente pela
oportunidade.

A CAPES, FAPES e CNPg muito obrigada por tornar este trabalho realidade!



Vi

RESUMO

Staphylococcus aureus € o patdgeno mais frequente em casos de infecgbes
associadas aos cuidados de saude no Brasil e no mundo. Devido a sua grande
capacidade de produzir diferentes fatores de viruléncia, este microrganismo esti
associado a diversos tipos de infeccdes e doencas de gravidades variaveis. O
objetivo deste estudo foi analisar aspectos relacionados a viruléncia, resisténcia aos
antimicrobianos e epidemiologia molecular de 100 amostras de S. aureus
provenientes de cinco hospitais da Grande Vitdria-ES. Através do teste de difuséo a
partir do disco, foi verificado um indice de resisténcia superior a 50% aos farmacos
comumente utilizados na pratica clinica, como: eritromicina, ciprofloxacina e
clindamicina. Através da deteccdo do gene mecA, foram identificadas 41 amostras
de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA) e 59 resistentes (MRSA). Dentre estas
amostras de MRSA, 29 apresentaram o SCCmecll,19 o SCCmeclV e outras 11
foram “nado tipaveis”. Os genes de viruléncia mais prevalentes foram: ebpS (78
amostras) e fnbA (44). O gene que codifica a leucocidina de Panton-Valentine foi
encontrado em 22 amostras. As amostras de MSSA apresentaram,
significativamente, mais genes de viruléncia de adesinas que as amostras de MRSA.
A andlise genotipica através do perfil de fragmentacdo do DNA cromossdmico com
enzima de restricdo das 59 amostras de MRSA revelou a presenca de oito genétipos
distintos, sendo dois prevalentes: gendtipo A (37 amostras), que incluiu todas as
amostras com o SCCmecll e o gendtipo B (15 amostras), composto apenas por
amostras com o SCCmeclV. As amostras albergando o SCCmeclV apresentaram
uma maior diversidade genotipica aos estarem distribuidas em sete genoétipos
distintos, indicando uma possivel origem policlonal das mesmas. O perfil de
viruléncia dos dois gendtipos dominantes mostrou-se especifico, havendo
predominio do gene ebpS no gendtipo A e dos genes fnbB e lukS-F no gendtipo B.
Isto pode refletir a capacidade de determinados genes em se inserirem em linhagens
especificas. Esse pequeno numero de genaotipos circulantes nos hospitais estudados
indica a necessidade de melhorias no sistema de vigilancia e a ado¢do de medidas

eficazes de controle que evitem a disseminacao intra-hospitalar destas linhagens.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Resisténcia. Viruléncia. Genotipagem.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus (S. aureus) is the most common pathogen involved in
healthcare-associated infections in Brazil and world. Because of the large ability to
produce many virulence factors this microorganism is associated with several cases
of infections and diseases with severity variable. The aim of this present study is to
analyze aspects like virulence, antimicrobial resistance and molecular epidemiology
of 100 S. aureus isolates, coming from five hospitals in Grande Vitéria - ES. Using
the disc diffusion method was observed a resistance rate above 50% to
antimicrobials often used in clinical routine like erythromycin, ciprofloxacin and
clindamycin. The gene mecA detection identified 41 methicillin-sensitive
Staphylococcus aureus (MSSA) and 59 methicillin-resistant (MRSA), including 29
MRSA SCCmec type Il, 19 SCCmeclV and 11 non-typeable MRSA strains. The most
prevalent virulence genes in our study were ebpS (78 strains) and fnbA (44 strains).
The gene encoding the Panton-Valentine leukocidin (PVL) was detected in 22
isolates. The MSSA strains showed, significantly, more virulence genes related with
adhesins expression than MRSA strains. The genotypic analysis of the
chromossomic DNA fragmentation profile with restriction enzyme in 59 MRSA strains
reveal the presence of eight different genotypes, being two prevalent: the genotype A
(37 isolates) which includes all SCCmecll strains and the genotype B contains only
SCCmeclV strains. The SCCmeclV isolates showed a greater genotypic diversity,
being distributed in seven different genotypes which indicates possible polyclonal
origin. The virulence profile of the two dominant genotypes was shown to be specific
due to gene ebpS predominance in genotype A and genes fnbB and IukS-F
predominance in genotype B. This can reflect the certain genes capacity to insert in
some specific lineages. The small number of circulating lineages in studied hospitals
indicates the need for improvements in surveillance systems as also in adoption of
effective control measures which prevents the dissemination of these lineages
between hospitals.

Key-words: Staphylococcus aureus. Resistance. Virulence. Genotyping.
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1 INTRODUCAO

1.1 O género Staphylococcus

Staphylococcus € um género bacteriano composto por cocos Gram-positivos cuja
nomenclatura advém do grego staphylé — em portugués “cachos de uvas” — devido
ao estado agrupado em que sdo visualizados microscopicamente, mas também
podem ser verificados na forma isolada ou dispostos em pares e trios. As col6nias
crescidas em meio de cultura sélido medem, geralmente, de 1 a 2 mm de diametro,
apresentam formato arredondado, textura cremosa e coloracdo variavel entre cinza
a amarelo-ouro (BANNERMAN & PEACOCK, 2007), como pode ser observado
Figura 1.

Centers for Disease Control and Brsysntion

coc

Figura 1. Staphylococcus aureus em trés situacdes distintas. A: semeadura em agar
sangue. Fonte: Lais Bride, Laboratério de Biologia Molecular e Resisténcia Bacteriana; B:
coloracdo de Gram visualizada em microscopia Optica. Fonte: Wistreich, 2011; C: células
observadas por microscopia eletrénica de varredura. Fonte: www.cdc.gov, 2015.

As espécies deste género sdo iméveis, medem entre 0,5 e 1,0 um, podendo ser
aerdbias ou anaerdbias facultativas, possuem capacidade de crescer em meios de
cultura contendo até 10% de cloreto de sddio e temperatura variavel entre 18 a
40°C, sendo 30 a 37 °C a temperatura Gtima para crescimento (MURRAY et al.,
2004). Essas caracteristicas permitem que essas espeécies colonizem facilmente

diferentes locais, como a agua, o solo, alimentos e também animais, especialmente



os mamiferos, destacando-se o ser humano, cujas regiées comumente colonizadas

sao: epiderme e membrana mucosa (GORBACH, 1996).

Composto, atualmente, por 51 espécies e 27 subespécies (LPSN, 2015) o género
Staphylococcus pode ser dividido em dois grandes grupos baseados na producao da
enzima coagulase: Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus
coagulase negativa (SCN). A enzima coagulase atua na conversao do fibrinogénio
sanguineo em fibrina, assim, permite que os SCP coagulem o plasma sanguineo do
hospedeiro (OTTO, 2010).

O grupo dos SCN corresponde a maioria das espécies do género e fazem parte da
microbiota comensal da pele e da mucosa dos humanos. Nestes sitios, as principais
espécies encontradas sao: S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S.
warneri, S. hominis, S. lugdunensis entre outras espécies que também s&o
comumente associadas a infec¢cdes humanas (CHANG et al., 2003; ROSS et al.,
2005; SINGHAL et al., 2006). Dentre todas as espécies do grupo SCN, os S.
epidermidis e S. haemolyticus sdo os agentes mais frequentes em infec¢des,
especialmente septicemia (CASEY et al.,, 2007; BRITO et al. 2014). Um estudo
realizado por BRITO et al. (2007) em culturas de sangue em uma unidade de terapia
intensiva (UTI) neonatal do Hospital Universitario de Uberlandia demonstrou que 0s
SCN corresponderam a 68,8% dos casos, sendo que 97,7% destes SCN foram S.

epidermidis e 2,3% S. haemolyticus.

Um estudo realizado por ALMEIDA et al. (2014) que investigou 125 casos de
infeccbes em um hospital puablico no Rio Grande do Norte revelou que
Staphylococcus spp. correspondia a maioria (68%) dos casos, ao passo que
Staphylococcus aureus, foi a espécie bacteriana mais frequente, sendo encontrado
em 20% das infeccbes. Mesmo que a maioria do género Staphylococcus seja
composto por espécies de SCN, esse e outros estudos evidenciam que S. aureus é

a espécie bacteriana mais importante deste género devido a sua importancia clinica.
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1.2 Infecgdes relacionadas a assisténcia a salde causadas por

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus subespécie aureus (S. aureus) é reconhecido como o maior
representante do seu género por ser o patdogeno mais frequente em casos de
infeccbes associadas aos cuidados de saude (IRAS) no Brasil e no Mundo (GREEN
et al., 2012).

Devido a producéo de carotendides, as coldnias de S. aureus apresentam uma cor
amarelo-ouro, dando origem a sua nomenclatura: “estafilococo dourado”. Esta
espécie de SCP faz parte da microbiota normal de 30% da populacdo humana como
residente assintomatico (ARCHER, 1998). Em individuos portadores de S. aureus, a
narina anterior é o sitio mais frequentemente colonizado, funcionando como um
reservatorio primario para este microrganismo (CASEWEL & HILL, 1986). Outros
sitios também podem ser colonizados em menor frequéncia, como pele, axilas,
vagina e perineo; a partir desses sitios 0s S. aureus podem colonizar outras regides
(SCANVIC et al., 2001).

Sdo comuns os casos de infeccbes endogenas causadas por S. aureus, todavia,
outras pessoas também podem desenvolver infecces pela aquisicdo desta bactéria
de individuos portadores ou de fontes ambientais. Frequentemente, a transmissao
deste microrganismo resulta da colonizacao transitria das méos e da aspiracao de
aerossois de secrecfes nasais (BANNERMAN, 2003). Nesse sentido, individuos
portadores de S. aureus podem transferi-los para pessoas em diversos ambientes
distintos, especialmente, no interior das instituicbes de saude através da
contaminacgao entre pacientes e de profissionais para pacientes (BOYCE, 1996).

Por se tratar de uma bactéria potencialmente patogénica, existe a possibilidade de
uma colonizagdo comensal tornar-se uma infec¢do, sobretudo em individuos com
desequilibrio imunolégico, fato que se torna preocupante, pois as infecgbes
causadas por S. aureus, comumente, induzem o desenvolvimento de diversas

doencas, podendo até mesmo levar um individuo a 6bito (DELEO et al., 2010).

Reconhecido como o causador mais comum de infecgbes em humanos desde 1883

(OGSTON, 1883), S. aureus € associado a diversos tipos de infec¢des de gravidade



variavel, desde celulites, foliculites, furinculos a até mesmo bacteremias,
endocardites, pneumonia, abscessos cerebrais entre outros (SMITH & JARVIS,
1999). Aléem disso, devido a sua grande capacidade de produzir toxinas, este
microrganismo também pode causar doencas como sindrome do choque toxico,

intoxicacdes alimentares e sindrome da pele escaldada (BUKOWSKI et al., 2010).

Frequentemente, os S. aureus sdo isolados a partir de infeccbes de feridas
cirargicas, que podem representar focos para desenvolvimento de infeccbes
sistémicas. Além disso, por ser um microrganismo comensal da microbiota da
epiderme, pacientes que fazem uso de cateteres endovenosos estdo sujeitos a
infeccdo por S. aureus por meio de sua invasao a partir do local de insercdo do
cateter. Consequentemente, este microrganismo pode alcancar a circulagéo
sanguinea, gerando graves quadros de bacterimia, que por sua vez podem causar
infeccbes em sitios anatbmicos distantes (secundarios), como endocardites,
osteomielites, artrites, além da formacdo de abscessos na pele, tecidos
subcutaneos, pulmdes, figado, rins, cérebro entre outros (BANNERMAN, 2003;
CAVALCANTI et al. 2005; GOSBELL, 2005).

Atualmente, S. aureus é a espécie bacteriana mais frequente em diferentes casos de
infeccbes hospitalares tanto no Brasil quanto em outros paises da América Latina e
dos demais continentes. Estudos de vigilancia epidemiolégica nacionais evidenciam
que este patdgeno é responsavel por grande parte das IRAS em nosso pais. Um
estudo realizado em 2014 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
através da Rede de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos da
Saude (Rede RM), o qual investigou 18.233 casos de infeccdo primaria da corrente
sanguinea (IPCS) em 908 UTIs do Sistema Unico de Salde (SUS) observou que do
total de casos estudados, os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) mostraram-
se a maioria, entretanto, S. aureus foi a espécie bacteriana mais frequente, estando

presente em 14,5% dos pacientes, conforme demonstrado no Gréafico 1.
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Grafico 1. Distribuicdo dos microrganismos notificados como agentes etiologicos de
infeccbes priméarias de corrente sanguinea em pacientes adultos hospitalizados em 908
unidades de terapia intensiva de janeiro a dezembro de 2013. Fonte: Rede RM, 2014.

Assim como no Brasil, outros paises dos demais continentes também sofrem com a
alta incidéncia dos S. aureus em casos de IRAS: um recente estudo epidemiologico
realizado em um hospital nos Estados Unidos da América (EUA) analisou a
prevaléncia do S. aureus em infecc¢des diversas de 400 pacientes internados em um
hospital de Ohio, onde foi confirmada a alta prevaléncia deste agente, estando
presente em 25% dos casos investigados (KAPOOR et al,. 2014). De modo similar, o
estudo de YH et al. (2015) revelou que os S. aureus eram responsaveis por 39% dos
casos de infec¢des de pele e tecidos moles em um hospital no Taiwan. Segundo o
estudo de CHAHOUD et al. (2014) os S. aureus sao responsaveis por cerca de 12 a
65% dos casos de infecgdo de sitio cirdrgico no Libano. Em um estudo prospectivo
realizado por BONNAL et al. (2015), também foi evidenciado que S. aureus é o
principal causador de bacterimia associada aos cuidados de saude na Franca,

sendo detectado em 18% dos casos analisados.

Em todo o mundo, milhares de pacientes sao acometidos por infecgbes causadas
por S. aureus, 0 que gera altas taxas de morbidade e mortalidade. Aléem disso, estas

infeccbes causam um aumento do tempo de permanéncia hospitalar e a elevagao



dos custos de tratamento, sobretudo quando s&o causadas por cepas
multirresistentes (CASEY et al., 2007).

Em geral, as taxas de mortalidade relacionadas a infec¢cdo hospitalar variam
conforme a topografia, a doenca de base, etiologia, entre outros fatores. E estimada
a ocorréncia de grande variacdo nos coeficientes de letalidade por infeccéo
hospitalar no Brasil, chegando a 40% em casos de infec¢des de corrente sanguinea,
segundo estudo multicéntrico realizado em hospitais brasileiros (MARRA et al.
2011). Um estudo realizado por GUIMARAES et al. (2011) investigou a incidéncia de
Obitos associados a infeccdo hospitalar em um hospital de S&o Paulo e revelou que
S. aureus foi a espécie bacteriana responsavel pela maioria dos Obitos,
correspondendo a 25% dos casos, todos correlacionados a pneumonia e sepse. Do
mesmo modo, estudos similares realizados nos EUA revelam que 11 a 43% das
infecgdes hospitalares causadas por S. aureus sao letais, especialmente em casos
de pneumonia e sepse (RAGLE, 2010).

No estudo de NULENS et al. (2008) foi realizada uma comparacao dos custos do
tratamento de bacteremias causadas por S. aureus em relacdo aos custos da
adocdo de medidas preventivas e pro-ativas de controle de infec¢do. Esse trabalho
demonstrou que o gasto com o tratamento das infeccfes foi duas vezes maior que

0s gastos com as medidas de controle.



1.3 Principais fatores de viruléncia produzidos por Staphylococcus

aureus

A versatilidade dos S. aureus em gerar infeccdes de gravidades variaveis decorre do
grande espectro de fatores de viruléncia codificados em seu genoma. Assim, ao
infectar um organismo vivo é crucial que estas bactérias possuam mecanismos
moleculares que permitam a adeséo, a colonizacao e a invasao no hospedeiro, além
da fuga do sistema imune do mesmo. Tais mecanismos sdo desempenhados pelos
fatores de viruléncia, os quais podem ser enzimas, toxinas, proteinas estruturais de
superficie celular, entre outras (MURRAY, et al. 2004; FOSTER, 2005).

Doencas associadas aos S. aureus podem ser decorrentes da invasdo direta ao
tecido através de cortes, da infeccéo primaria da corrente sanguinea ou da producéo
de toxinas. Além disso, esse microrganismo também é capaz de causar infeccdes
secundarias, isto é, alcancar outros sitios além daquele ja infectado (SCHECHTER
et al., 1998; ANDRIOLO, 2005; IWATSUKI et al., 2006).

As adesinas sao proteinas capazes de aderir as células do hospedeiro por meio da
associacdo com 0s componentes da matriz extracelular do mesmo (Figura 2).
Representadas pela sigla MSCRAMMSs (do inglés: “Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules”), algumas adesinas também atuam como
invasinas, promovendo a entrada dos S. aureus em outros tecidos ao ligarem-se a
proteinas presentes no plasma sanguineo do hospedeiro, como fibronectina A,
fibronectina B, colageno, elastina e acido sialico ésseo. Dessa forma, o conjunto de
MSCRAMMSs expressos em amostras de S. aureus permite que determinadas cepas
causem tipos especificos de infec¢des, tais como bacteremias, infec¢des associadas
a dispositivos médicos e outras (FOSTER & HOOK, 1998; KANG et al.,2013).
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Figura 2. Principais fatores de viruléncia encontrados em Staphylococcus aureus. Fonte:
adaptado de GORDON & LOWY, 2008.

Além da coagulase, que através da conversédo do fibrinogénio em fibrina é capaz de
coagular o plasma sanguineo, outras adesinas também demonstram importante
papel na patogénese do processo infeccioso por S. aureus: a proteina de ligacdo ao
colageno (Cna), codificada no gene cna, permite a associagdo dos S. aureus ao
coldgeno presente nos tecidos do hospedeiro (KANG et al. 2013); a proteina de
ligacdo a elastina (EbpS), expressa pelo gene ebpS, cuja funcédo € mediar a ligagcéo
do patégeno a elastina presente na matriz extracelular das células teciduais de
orgdos como pulmdes, vasos sanguineos e pele (PARK et al., 1996); a proteina de
ligacdo a sialoproteina 6ssea (Bbp), codificada pelo gene bbp, capaz de associar-se
a matriz proteica do organismo hospedeiro, sendo este fator de viruléncia
comumente associado a osteomielite (TESTONI et al., 2011); proteinas ligadoras de
fibronectina A (FnBPA) e B (FnBPB), codificadas pelos genes fnbA e fnbB
respectivamente, também atuam como importantes invasinas ao possibilitarem
entrada dos S. aureus em diversos tecidos, como o epitelial, endotelial, mamario,
0sseo e outros. Esta invasdo tecidual decorre de um processo semelhante a
fagocitose, o qual envolve integrinas e rearranjos do citoesqueleto (GARZONI &
KELLEY, 2009). Estudos mostraram que amostras portadoras do gene fnbB mutante



possuem menor capacidade de adesao e invasdo durante o processo infeccioso,
evidenciando a importancia das FnBPs na patogénese estafilococica (GREENE et
al., 1995; SINHA & HERRMANN, 2005).

ApoOs a invasao do epitélio, os S. aureus produzem outros fatores de viruléncia que
viabilizam a sua sobrevivéncia e proliferacdo no organismo do hospedeiro por meio
de estratégias que burlam o sistema imunolégico do mesmo, como a neutralizacdo
da fagocitose, a opsonizacdo do complemento e a inibicdo das respostas imunes
humoral e celular (SANTOS et al.,, 2007). Assim, alguns fatores de viruléncia
produzidos pelos S. aureus permitem a fuga do sistema imune do hospedeiro, a sua
permanéncia no organismo, bem como a sua posterior migracdo para os demais
tecidos (LOWY, 1998; VELAZQUEZ-MESA, 2005).

As enterotoxinas estafilocécicas recebem este nome por serem atuantes no sistema
entérico (digestivo), assim, casos de gastroenterite, normalmente, estdo associados
a intoxicacdo alimentar por S. aureus, onde 0s principais sintomas no hospedeiro
incluem: disfuncdo instestinal, émise e dores abdominais (HENNEKINNE et al.,
2012). As principais enterotoxinas estafilococicas (A, B, C, D e E) sdo codificadas
em genes detectados no cromossomo bacteriano (seb e sec), em bacteriéfagos (sed
e see) e plasmideos (sea) (JOHNSON et al. 1991). Quando expressas, essas
toxinas agem como superantigenos, pois ativam a proliferacdo dos linfocitos T sem
que haja a necessidade do processamento do antigeno por meio de uma interacéao
nao-especifica do MHC Il (complexo maior de histocompatibilidade 1) com os
receptores das células T, induzindo assim a proliferacdo de citocinas que promovem
a morte celular por apoptose, danificando o tecido do organismo hospedeiro (LIN et
al., 2010). Além de casos de gastroenterite, a enterotoxina C (SEC) tem sido
reconhecida como promotora em casos de endocardites, sepse e lesdes renais em
infecgcbes associadas a CA-MRSA (SALGADO-PABON et al., 2013).

A toxina da sindrome do choque téxico (TSST) codificada pelo gene tsst é o
superantigeno mais famoso associado aos S. aureus por ser capaz de desencadear
uma doenca severa e potencialmente letal: a sindrome do choque toxico (SCT). A
TSST promove danos ao organismo hospedeiro através da inducéo da proliferacéo
de interleucinas (IL-1 e IL-2), fator de necrose tumoral (TNF-a) entre outras citocinas

que causam sérios danos teciduais (WILSON et al., 2011).
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Toxinas esfoliativas ETA e ETB, codificadas nos genes eta e eth, séo proteases que
atuam na destruicdo dos desmossomas que unem as células da superficie da pele,
assim, cepas produtoras dessas toxinas sdo comumente associadas a uma doenca
severa chamada sindrome da pele escaldada, caracterizada pelo aparecimento de
eritemas ao redor da boca que se espalham, posteriormente, para todo o corpo.
Assim, o surgimento dessas bolhas induz a formagéo de zonas esfoliadas (sem
pele) que acabam ficando expostas a outros patégenos (BUKOWSKI et al., 2010).

Uma das principais citotoxinas produzidas por S. aureus € a Leucocidina de Panton-
Valentine (PVL) (BARTELS et al., 2007). A PVL é codificada pelos genes de
viruléncia [ukS-PV e IukF-PV que expressam o0s componentes S e F
respectivamente. Esses, por sua vez, atuam de forma sinérgica na funcéo de romper
células do sistema imune como mondcitos, macréfagos, neutréfilos e células
polimorfonucleares (SUPERSAC et al., 1993). Devido ao papel citolitico da PVL, as
infeccbes causadas por S. aureus portadores dos genes I|ukS/F-PV estao
associadas a doencas como pneumonia necrosante, infeccdes cutaneas, entre
outras (PREVOST et al. 1995).

Dessa forma, os diferentes tipos de toxinas produzidas por este microrganismo
podem induzir diferentes respostas imunes em cada hospedeiro, de forma que isso
determinara quais serdo as manifestacdes clinicas do processo infeccioso, assim

como o grau de severidade dos sintomas sistémicos (IWATSUKI et al., 2006).

Em decorréncia da rica variedade de fatores de viruléncia codificados no genoma
das cepas de S. aureus, se torna muito dificil determinar um fator de viruléncia
dominante, todavia, o conjunto dos diferentes mecanismos de viruléncia confere ao
S. aureus uma versatilidade particular de gerar diferentes doencas tornando-o
protagonista em estudos epidemiolégicos associados aos cuidados a saude
(MONTANARO et al., 2011).
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1.4  Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)

Durante a era pré-antibittica, isto €, antes da descoberta da penicilina, a taxa de
mortalidade em pacientes com bacterimia por S. aureus ultrapassava 80%, enquanto
gue mais de 70% das pessoas com infec¢cdes metastaticas morriam pela acao deste
patdogeno (COHEN, 1992).

O uso da penicilina no tratamento de infecgbes por S. aureus iniciou-se antes da
década de 1940, entretanto, em decorréncia da producdo de beta-lactamases,
(enzimas capazes de clivar o anel beta-lactamico da penicilina) amostras resistentes
a penicilina foram detectadas em hospitais e na comunidade por volta de 1942.
(RAMMELKAMP & MAXON, 1942; BONDI & DIETZ, 1945). Dessa forma, no inicio
da década de 1960, mais de 80% das infeccBes hospitalares causadas por S.

aureus eram de cepas resistentes a penicilina (CHAMBERS, 2001).

A meticilina € um antimicrobiano beta-lactamico semi-sintético pertencente ao grupo
das penicilinas, sendo fabricada em 1959 no intuito de substituir o uso da penicilina,
tendo em vista a grande incidéncia de cepas resistentes a este antimicrobiano.
Contudo, poucos anos depois foram reportados casos de cepas resistentes a
meticilina (JEVONS, 1961). O termo Staphyloccocus aureus resistente a meticilina
(MRSA) é utilizado para identificar cepas resistentes aos antimicrobianos beta-

lactamicos, representados na Figura 3 (NORIEGA et al., 2003).
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Figura 3. Formulas estruturais dos antimicrobianos beta-lactdmicos originados a partir da
penicilina. Estrutura basica no centro e cadeias laterais substituintes (em vermelho): (a)
penicilina G; (b) penicilina V; (c) meticilina; (d) oxacilina, (e) cloxacilina; (f) dicloxacilina, (g)
nafcilina; (h) amoxicilina; (i) ampicilina; (j) carbenicilina; () indanil-carbenicilina; (m)
ticarcilina; (n) mezlocilina; (o) piperacilina. Fonte: Quimica Nova Interativa, 2015.

A resisténcia a meticilina é conferida pelo gene mecA, responsavel pela expresséo
de uma proteina ligante de penicilina com conformacéo alterada, denominada PBP
2a (PBP2a — do inglés: “penicillin-binding protein 2a”) de 78 kDa (CHAMBERS,
1997).

A proteina ligante de penicilina € uma proteina de membrana que catalisa reacdes
de transpeptidacdo, necessdrias para as ligacbes cruzadas das cadeias de
peptideoglicanos que compdem a parede celular bacteriana. Nesse sentido, o
mecanismo de acdo dos beta-lactamicos advém da sua ligacdo com a PBP,
bloqueando sua funcéo vital as bactérias (GHUYSEN, 1994). Cepas de S. aureus
que produzem PBP2a ao invés de PBP, conseguem livrar-se da acdo dos beta-
lactamicos, uma vez que a conformacéo tridimensional alterada da PBP2a impede
sua ligacéo a estes antimicrobianos (LIM & STRYNADKA, 2002).
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O gene mecA esté inserido em um elemento genético mével encontrado apenas em
amostras de MRSA, denominado cassete cromossomico estafilococico mec
(SCCmec - do inglés: “staphylococcal cassette chromosome mec”) que esta
localizado proximo a origem de replicacdo dos S. aureus. Atualmente, existem
descritos 11 tipos distintos de SCCmec, classificados do | ao Xl (Figura 4),

(http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html, acessado em janeiro de 2015).

Além do gene mecA, o SCCmec também carrea 0os genes regulatorios mecl e
mecR1, que codificam o indutor MecR1 e o repressor Mecl que bloqueia a
transcricdo do gene mecA. Na presenca de um antibidtico beta-lactamico, MecR1
(transdutor de sinal transmenbranar sensivel a beta-lactamicos) € automaticamente
clivado e seu dominio metaloprotease, localizado no citoplasma, se tornando ativo,
que por sua vez cliva a proteina repressora Mecl, desativando-a e permitindo a
transcricdo do gene mecA e a subsequente producao da PBP2a (BERGER-BACHI &
ROHRER, 2002).

Os tipos SCCmec mais comuns s&o do | ao VII, sendo que os tipos | (34,3 Kb), IV
(20,9 — 24,3 Kb), V (28 Kb), VI (20,9 Kb) e VII (35,9 Kb) estdo associados a
resisténcia somente aos beta-lactamicos, enquanto que os tipos Il (53,0 Kb) e Il
(66,9 Kb) apresentam resisténcia a mdltiplas classes de antimicrobianos em
decorréncia da presenca genes de resisténcia a outros antimicrobianos inseridos
neste segmento de DNA, isto é, elementos genéticos como plasmideos (pUB110,
pl128 e pT181) e transposons (Tn554 e Tn4001). O plasmideo pUB110 possui o
gene ant(4’) que esta associado a resisténcia de diversos aminoglicosideos, como
canamicina, trobamicina e bleomicina, enquanto o plasmideo pl128 confere
resisténcia a penicilina e metais pesados, inclusive mercurio. O pT181 esta
associado a resisténcia a tetraciclina. Além disso, os variados tipos SCCmec
carream diversas sequencia de insercdo, como a 1S431 e 1S1272, assim como
carream genes responsaveis pela regulacao e transcricdo do gene mecA (ITO et al.,
2001, 2004; DAUM et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; TAKANO et al., 2008).


http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html
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Figura 4. Estrutura dos 11 tipos de cassete cromossémico estafilococico mec (SCCmec)
descritos em Staphylococcus aureus. Fonte: HIRAMATSU et al., 2013.
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Genes regulatérios inseridos no cassete cromossdmico mec estao localizados nos
chamados complexos mec, 0s quais sdo descritos cinco: do A ao E, sendo os
complexos A e C os mais comuns (ITO et al., 2003; KATAYAMA et al., 2001).

Como pode ser observado na Figura 5, outros genes também s&do encontrados no
SCCmec: genes de recombinases e invertases. Os genes ccr estdo presentes em
todos elementos SCCmec, sua funcdo é integrar e excisar o SCCmec do genoma
bacteriano em um sitio especifico localizado na porgéo terminal 3° de uma sequéncia
de leitura aberta (orf — do inglés: “open reading frame”) com funcdo desconhecida.
Nesse sentido, o tipo do SCCmec é determinado pelo complexo mec e pelos genes
ccr apresentados. As regides que nao fazem parte dos complexos mec e nem dos
genes ccr sao chamadas de regides J (do inglés: “junkyard”’). Mesmo sendo
amplamente disseminado entre os S. aureus, ainda ndo ha pleno conhecimento
sobre a origem dos SCCmec (HIRAMATSU et al., 2001; KATAYAMA et al., 2001;
DAUM et al., 2002; ITO et al., 2004; OLIVEIRA et al. 2006).

SCC mec
_ _ _ _ Chromosome DNA Chromosome DMA
Ll [orf ] IE | I == T Lol
L N mec-gene complex cor-gene complex Lt RER
o C hromosome-5C Cmec Junction t - % CC mec-C hromosome Junction T
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Figura 5. Estrutura béasica do cassete cromossdmico estafilocécico mec (SCCmec):
repeticbes diretas (DRs) que contém sequéncia do local de integracdo (ISS) reconhecidos
pelas recombinases (CCR) com um par de repetices invertidas (IRs) presentes no final do
cassete. Fonte: HHRAMATSU et al., 2013.

Nos ultimos anos, estudos realizados em cepas de MRSA, mas sem 0 gene mecA
tém sido descobertas em popula¢cées humanas e bovinas na Inglaterra e Dinamarca.
A resisténcia apresentada por estas cepas se deve a presenca de um novo gene,
nomeado mecA gazs1, mais conhecido como gene mecC, o qual apresenta 70% de
homologia ao gene mecA convencional (GARCIA-ALVAREZ et al., 2011). Apesar de

as técnicas rotineiras de detecgdo de resisténcia aos antimicrobianos possam
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identificar amostras portadoras do gene mecC resistentes a meticilina, esta
descoberta traz novos problemas na deteccdo de cepas de MRSA com o testes

genotipicos comumente utilizados.

As taxas de resisténcia a meticilina por S. aureus tem sido bastante variadas em
diferentes paises ao redor do mundo. Um estudo realizado em 2014 pela ANVISA
através da Rede de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servigos da
Saude (Rede RM) analisou casos de infeccdo primaria da corrente sanguinea
(IPCS). Estes casos foram investigados em 908 UTIs do Sistema Unico de Salde
(SUS). Do total de casos, 2.637 pacientes estavam infectados por S. aureus,
mostrando-se a espécie bacteriana mais presente, sendo a maioria de
Staphylococcus aureus resistentes a meticiina (MRSA), correspondendo,
aproximadamente, a 61% (1.606 pacientes). Outro estudo similar da Rede RM
analisou 492 amostras S. aureus coletadas de pacientes com IPCS associada ao
uso de cateteres venosos em 97 hospitais de todo o Brasil, durante o periodo de
2006 a 2008, verificou uma incidéncia de resisténcia a meticilina entre 25 a 45% nas
regibes do pais, possuindo média nacional de 39%, conforme exibido no grafico 2.

42% 41%

39%

39%

28% 27%

co™ N NE g SE* BR*

Grafico 2. Taxas de resisténcia a oxacilina em Staphylococcus aureus isolados de infecgdes
primarias de corrente sanguinea por regido geografica em pacientes em terapia intensiva
durante o periodo de 2006 a 2008, notificadas pelos Hospitais Colaboradores da Rede de
Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos da Saude (Rede RM). *CO — regido
Centro-Oeste; N — regido Norte; NE — regido Nordeste; S — regido Sul; SE — regido Sudeste;
BR — Brasil. Fonte: Rede RM, 2008.
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Diante das altas taxas de resisténcia aos beta-lactamicos, a utilizacdo da
vancomicina mostrou-se uma alternativa para o tratamento de infec¢bes causadas
por S. aureus. Este antimicrobiano é um glicopeptideo, desenvolvido em 1956,
entretanto, seu uso nado foi imediato diante do sucesso da meticilina e de outros
beta-lactamicos para o tratamento de infeccbes por S. aureus. A vancomicina
mostra-se uma alternativa terapéutica para o tratamento de MRSA apesar de seus
efeitos nefrotoxicos e citotoxicos (SRINIVASAN et al., 2002; LISBOA et al., 2013).

O aumento no uso da vancomicina precedeu a emergéncia dos Staphylococcus
aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA — do inglés: “vancomycin
intermediate Staphylococcus aureus”), e posteriormente, dos S. aureus resistentes a
vancomicina (VRSA — do inglés: “vancomycin-resistant Staphylococcus aureus”). A
resisténcia a este farmaco resulta de mecanismos distintos, como por exemplo, pela
aquisicdo de genes de resisténcia, como o0 operon vanA, transferido dos
Enterococcus faecalis, por meio de conjugacao entre as duas espécies bacterianas,
ou pelo aumento na espessura da prede bacteriana devido a maior sintese de acido
N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina (mureina) (HANAKI et al., 1998; CUI et al.,
2000; FRIDKIN, 2003).

A primeira amostra de VRSA foi descrita em 1997 por HHRAMATSU et al. no Japao.
No Brasil, OLIVEIRA e colaboradores (2001) identificaram e publicaram as primeiras
amostras de S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) do pais,
em S&o Paulo. Neste estudo, cinco de 140 amostras de MRSA apresentaram
resisténcia intermediaria a este antimicrobiano, sendo quatro amostras oriundas de
pacientes submetidos a tratamento com vancomicina por 30 dias. Mais
recentemente, um estudo realizado por Rossi et al. (2014) com pacientes
apresentando bacterimia, detectou a primeira amostra clinica de VRSA em nosso
pais. Essa amostra era um MRSA com SCCmeclV e ST 8 e, inicialmente, sensivel a
vancomicina, mas que adquiriu o gene de resisténcia vanA durante a
antibioticoterapia e tornou-se resistente. Acredita-se que esta cepa tenha sido
selecionada in vivo durante a administracdo do glicopeptideo e outros
antimicrobianos. Além do gene vanA também foi detectado o gene aac (que confere
resisténcia a gentamicina) no mesmo plasmideo chamado pBRZ01 que mostrou-se
geneticamente semelhante ao plasmideo Australiano (pWBG745) associado a cepas

de S. aureus adquiridos na comunidade (CA-MRSA). Além disso, também
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apresentou sequéncia idénticas a plasmideos tipicos de Enterecoccus faecalis
(ROSSI et al., 2014).

O surgimento de cepas de S. aureus resistentes a vancomicina traz grande
preocupacao em torno do seu uso e de outros antimicrobianos. Afinal, o tratamento
terapéutico de infecgcbes causadas por S. aureus ainda se mostra bastante limitado.
Nos ultimos anos, farmacos como linezolida, daptomicina e tigeciclina tém sido
utilizados, entretanto, a vancomicina continua sendo o principal antimicrobiano
utilizado, apesar de seus efeitos colaterais e toxicidade (HIRAMATSU et al., 2001;
ANSTEAD et al., 2014).

E conclusivo que a evolugdo da resisténcia microbiana aos farmacos advém de
multiplos fatores, que inclui a dispersdo de cepas resistentes e, as vezes, 0 USO
inapropriado e extensivo dos antimicrobianos. Além disso, o crescimento das
viagens regionais e internacionais acaba por facilitar a dispersdo mundial das
bactérias multirresistentes. Dessa forma, este cenario se mostra alarmante,

particularmente para S. aureus, em funcao da versatilidade deste patdgeno.



19

1.5 Infec¢bes causadas por Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina adquiridos na comunidade

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as infeccdes
por microrganismos podem ser classificadas como comunitérias ou relacionadas a
assisténcia de saude. Assim, infeccdo comunitaria € aquela constatada ou em
incubacdo no ato da admisséo do paciente desde que ndo esteja relacionada com
internacdo anterior ou com qualquer tratamento associado a instituicdes de saude,
assim, a infeccdo comunitéria é aquela que estd associada com complicacdo ou
extensado de infeccao ja presente na admisséo do paciente. Por outro lado, infec¢des
relacionadas a assisténcia de saude sdo adquiridas ap0s a admissdo do paciente,
que se manifesta durante a internacdo ou apds a alta e que pode ser relacionada
com a internagéo ou procedimentos hospitalares. Nesse contexto, MRSA isolados a
partir de infeccbes associadas aos cuidados de salde sdo designados pela sigla
HA-MRSA (do inglés: “Hospital-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus”), ao passo que cepas de MRSA associadas a infeccbes comunitarias sao
representadas pela sigla CA-MRSA (do inglés: “Community-Associated Methicillin-

Resistant Staphylococcus aureus”).

Diversos clones CA-MRSA tém se espalhado globalmente desde as Ultimas
décadas, ndo somente na comunidade, mas também em instituicdes associadas aos
cuidados de saude. Em muitos casos, CA-MRSA sdo mais virulentos quando
comparados aos HA-MRSA devido a presenca de diversos fatores de viruléncia
(CHAMBERS, 2001).

CA-MRSA e HA-MRSA diferem-se clinica e genotipicamente um do outro, de forma
gue, ao contrario dos HA-MRSA, a maioria das cepas de CA-MRSA séo sensiveis a
antimicrobianos néo-beta-lactamicos, e além disso, também tem sido demonstrado
que as linhagens CA-MRSA e HA-MRSA néo sao relacionadas umas as outras
(GROOM et al., 2001). A grande diversidade clonal de CA-MRSA em comparacao
aos HA-MRSA, sugere que a maioria das linhagens S. aureus possui habilidade para
adquirir o SCCmec (FRANCOIS et al., 2008).
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Estudos recentes vém mostrando a dispersao de clones de CA-MRSA para o interior
dos centros de saude. Entre os anos 1994 e 2000, pesquisas realizadas nos EUA
mostraram que a proporcdo de amostras de HA-MRSA carreando SCCmeclV (tipico
de CA-MRSA) aumentou de 20 a 50% (KLEVENS et al.,, 2006). Resultados
semelhantes foram relatados em um hospital francés, sendo que no periodo de 1992
a 2002, o numero de cepas de HA-MRSA carreando o SCCmeclV aumentou
significativamente (DONNIO et al., 2004). Da mesma forma, um estudo na Itélia,
demonstrou a migracdo de cepas de MRSA possuindo o SCCmeclV da comunidade
para 0 ambiente hospitalar. Além disso, esse estudo observou que, apesar de
mostrarem susceptibilidade em relacdo a muitos antimicrobianos, tinham adquirido
alguns determinantes de resisténcia (CAMPANILE et al., 2011). Diversos estudos
tém detectado amostras clinicas de S. aureus originarias de clones epidémicos
tipicos dos CA-MRSA (BASSET et al. 2015; TAYLOR et al., 2015; TOKAJIAN, 2014).

O numero de casos de infeccdo por CA-MRSA vém aumentando rapidamente em
todo o mundo. Nos EUA, no inicio de 2000, uma pesquisa feita em 11 hospitais
norte-americanos mostrou que 97% das amostras de CA-MRSA correspondiam ao
clone USA300 (ST8), apresentavam o SCCmeclV e o gene da PVL. Além disso,
eram sensiveis a rifampicina, trimetoprima/sulfametoxazol, clindamicina e tetraciclina
(PALLIN et al., 2008). Em comparacao aos EUA, infec¢cdes por CA-MRSA néo tém
sido tdo frequentes na Europa Ocidental, onde a cepa de CA-MRSA mais comum
possui 0 ST80 (CC80), SCCmeclV e o gene da PVL (SANCHIN et al., 2011). No
leste da Asia, a linhagem de CA-MRSA mais dominante é a ST59 (SCCmec IV),
todavia, ST30, ST239 (CC8) e ST5 também sao detectadas (SONG et al., 2011).

Os primeiros casos de CA-MRSA da América do Sul foram reportados no Brasil por
RIBEIRO et al. (2005). Neste estudo foram isoladas trés amostras de infec¢des de
pele e tecidos moles (duas amostras) e artrite séptica (uma amostra). Todas as
amostras albergavam o SCCmeclV e foram relacionadas ao clone OSPC (do inglés:
“Oceania Southwest Pacific clone”), sendo originarios de dois hospitais de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul. Sdo conhecidos algumas cepas de CA-MRSA circulantes
no pais que estdo associadas ao clone USA 1100. Amostras clinicas associadas ao
clone USA300 também foram detectados em 2007 no Rio de Janeiro e em Porto
Alegre (RIBEIRO et al., 2007).
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O primeiro caso grave de infeccdo causada por CA-MRSA no Brasil foi publicado em
2009. Tratava-se de um caso de osteomielite associada a uma amostra pertencente
ao clone USA1100 (linhagem ST30) sensivel a todos antimicrobianos nédo beta-
lactamicos testados (ROZENBAUM et al., 2009). Além deste, outra infeccéo
associada a CA-MRSA foi reportada por DE ARAUJO et al. (2010) em um caso
grave de piomiosite severa (infeccdo da musculatura esquelética) em uma crianca

previamente saudavel em um hospital no Rio de Janeiro.
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1.6 Epidemiologia das infeccbes causadas por Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina

O primeiro Staphylococcus aureus resistente a meticilina (NTCT 10442) foi isolado
na Inglaterra em 1961, apresentando o SCCmecl, foi denominado clone Arcaico
(ITO et al.,, 2001). Durante os anos seguintes, cepas provenientes deste clone
dispersaram-se para outros paises da Europa. Durante a década de 1970, os MRSA
disseminaram-se globalmente, isto €, para paises como Australia, Japdo e EUA. Os
MRSA séo reconhecidos como os maiores causador de infeccdes nosocomiais em
todo o mundo (GRUNDMANN et al., 2006; STEFANI et al., 2012).

Em todos os continentes € possivel verificar uma alta prevaléncia de cepas de
MRSA. Como demonstra a Figura 6, é possivel verificar que as taxas de prevaléncia
mais altas (>50%) sdo reportadas na Colémbia, Asia, Oriente Médio e na llha de
Malta, ao passo que, taxas intermediarias (25 a 50%) sédo verificadas no Brasil, EUA,
China, Australia, Africa e alguns paises europeus, enquanto que no Canada e em
outros paises da Europa apresentam baixa prevaléncia (GRUNDMANN et al., 2010;
SONG et al,. 2011; MEJIA et al., 2010.)
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Figura 6. Prevaléncia mundial de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina em casos
de infecgBes hospitalares. Fonte: adaptado de GRUNDMANN et al., 2006.
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Amostras de MRSA provenientes do mesmo clone bacteriano sdo células
geneticamente idénticas que descendem de um ancestral comum. Ao decorrer do
tempo, estas cepas podem diferenciar-se geneticamente, através de mutacoes,
recombinacdes, ou pela aquisicdo ou delecdo de elementos genéticos moveis
(EGMSs). Essa diferenciagdo genética muitas vezes auxilia no desenvolvimento da
viruléncia e resisténcia destas cepas, repercutindo na extensa variabilidade
fenotipica e gendémica verificada entre as estirpes de MRSA (RODRIGEZ-NORIEGA
et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos e métodos de tipagem sao requeridos para compreender a
dispersdo global de clones de MRSA, sendo assim, € necessario investigar a
variacdo genética entre as cepas de S. aureus, a estrutura e a dinamica
populacional (STEFANI et al., 2012).

A maioria amostras de HA-MRSA no mundo, s&o derivadas de uma das cinco
linhagens mais importantes, os complexos clonais (CCs): 5, 8, 22, 30 e 45. Dados de
vigilancia epidemiolégica identificaram cinco clones pandémicos predominantes na
maioria dos MRSA isolados de todo o mundo, s&o eles os clones: Brasileiro, Ibérico,
Hungaro, Pediatrico, e Nova lorque/Japdo (NYJ — do inglés: “New York/Japan”)
(DEURENBERG, 2008).

O clone Ibérico foi identificado inicialmente na Espanha em 1989, e nos anos
seguintes passou a ser detectado em outros paises europeus e nos EUA, enquanto
gue o clone Huangaro foi isolado de hospitais da Hungria e tem sido encontrado em
paises asiaticos. O clone NYJ tem sido identificado em hospitais de alguns estados
dos EUA e também em ToOquio no Japado, ao passo que o clone Pediatrico foi
localizado, inicialmente, em um hospital Pediatrico em Portugal (1992), e
posteriormente, disseminado globalmente para paises europeus, EUA e da América
do Sul. O clone Brasileiro foi isolado e descrito em 1995 em diversos hospitais do
Brasil e de outros paises vizinhos, além disso, estudos posteriores reportaram a
presenca deste clone em outros paises, evidenciando sua disseminacdo em nivel
global (DOMINGUEZ et al., 1994; ROBERTS et al., 1998; SANCHES et al., 1998;
CRISOSTOMO et al., 2001; ROBERTS et al., 2000; AIRES DE SOUZA et al., 2000,
SA-LEAO et al., 1999, TEIXEIRA, LOURENCO & FIGUEIREDO, 1996; AIRES DE
SOUZA et al., 2001).
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A técnica de analise de padréo de fragmentacdo do DNA bacteriano apos tratamento
com enzima de restricdo e posterior eletroforese de campo pulsado (PFGE — do
inglés: “pulsed-field gel electrophoresis”) tém contribuido no avanco dos estudos
epidemioldgicos, sobretudo em estudo envolvendo amostras isoladas de uma
mesma localidade em curto periodo de tempo (TENOVER et al., 1995).
Implementada e padronizada desde 1995, a presente técnica possui como maior
vantagem o seu alto poder de discriminacdo entre as amostras isoladas, e como
desvantagens estao a portabilidade de dados limitada e a falta de padronizacéo das
nomenclaturas em nivel global (STRUELENS et al., 2009).

ENRIGHT e colaboradores (2000) desenvolveram a técnica de tipagem por
sequenciamento de multilocus enzimaticos (“multilocus sequence typing”, MLST) na
caracterizagdo de amostras de MSSA e MRSA. Através dessa técnica, sete genes
constitutivos (arcC, arok, glpF, gmk, tpi, yqiL e pta) que codificam enzimas de
manutencdo celular sdo sequénciados, apés sua amplificacdo por meio da técnica
de reacédo em cadeia da polimerase (PCR). Cada nova sequéncia caracteriza-se por
um novo alelo. A combinacdo desses sete alelos forma o perfil alélico (“sequence
type”, ST) de cada amostra. Os resultados obtidos com o uso do MLST séao
utilizados para a construcdo de um banco de dados que permite a comparacdo de

amostras de S. aureus isoladas de varias partes do mundo.

Muitas linhagens S. aureus sao descritas a partir de tipagem por sequenciamento
multilocus (MLST) dos complexos clonais (CCs), conforme exibido na Tabela 1.
Dentre os cinco principais complexos clonais existentes, o CC5 e o CC8 mostram-se
0s mais prevalentes no mundo. Contendo diversos STs, os CCs encontram-se
amplamente distribuidos entre os continentes. CC22 é detectado em todo o mundo,
CC30-ST36 é comum nos EUA e na Inglaterra, o CC45 é mais comum nos EUA e
Europa, ao passo gque nos paises asiaticos sdo frequentemente encontrados o CC8
(ST 239), o CC5 (ST5) e o CC22 (ST22), enquanto que na América Latina e na
Africa sdo comumente encontrados cepas relacionadas aos CC8 (ST 239), CC5
(ST5) e CC30 (KO et al., 2005; DEURENBERG, 2008; RODRIGEZ-NORIEGA et al.,
2010; MOODLEY et al., 2010; SONG et al., 2011).
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Tabela 1. Linhagens dos principais complexos clonais de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina e sua distribuicdo mundial*.
Complexo

Clonal (CC) Linhagem (ST) Clones Epidémicos Distribuicdo mundial
USA400 (CA-MRSA)/ N )
CCl  ST1-SCCmeclV USA400 Brasileiro (HA-  ‘ustralia, Canada, Europa,
Ameérica do Sul, EUA
MRSA)
ccs ST5-HA-MRSA-II Nova lorque/Japdo, USA100 C=UA Japdo, Canada, Coréia do
Sul, Austrdlia, Europa
ST5-HA-MRSA-IV Pediatrico, USA800 EUA, América do Sul, Europa
ST5-HA-MRSA-I UK-EMRSA-3 Europa, América do Sul
ST228-HA-MRSA-I Italiano/ Sul Alemao Europa
ST5-MRSA-I/IV Africa
ST5-CA-MRSA-IV USA800 EUA, América do Sul, Europa
CC8 ST8-HA-MRSA-IV UK-EMRSA-2/6, USA500, Canada, EUA, Europa, Austrélia
ST8-CA-MRSA-IV USA300 Asia, Europa, Australia, EUA
ST247-HA-MRSA-I Iberico ou UK-EMRSA-S, gy Eyropa
Romano
o . Asia, Austrélia, Africa do Sul,
ST239-HA-MRSA-III Brasileiro, Hangaro, América do Sul, Europa
ST612-HA-MRSA-IV fo -
(variante do ST8) Africa do Sul, Australia
Cc22 ST22-HA-MRSA-IV UK-EMRSA-15 Europa, Indonésia, Canada
Indonésia
ST36-HA-MRSA-IV UK-EMRSA-16, USA200
CC30  ST36-HA-MRSA-II UK-EMRSA-16, USA200 oA Inglaterra, Austrdlia, Canada,
Africa do Sul
ST30-CA-MRSA-IV USA1100, OSPC Ameérica do Sul, EUA
CC45 ST45-HA-MRSA-IV Berlin, USA600 EUA, Europa
CC5h9 ST59-CA-MRSA-IV/VII USA1000 Asia, Europa, Australia, EUA
CC80 ST80-CA-MRSA-IV Europeu Asia, Europa, Australia

* adaptado de STEFANI et al. (2012) e DEURENBERGH & STOBBERINGH (2008); CA-MRSA:
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquirido na comunidade; HA-MRSA: Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina associados aos cuidados de saude.
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2 JUSTIFICATIVA

Staphylococcus aureus é reconhecido, atualmente, como a espécie bacteriana mais
frequente em casos de infeccdo associada aos cuidados de saude (IRAS) no Brasil

€ no mundo.

Em funcao da diversidade de fatores de viruléncia codificados em seu genoma, este
microrganismo possui uma capacidade particular de gerar diversas doencas. Além
disso, este patdgeno oportunista é capaz de resistir a acdo de diversos

antimicrobianos em decorréncia da aquisicao de diferentes genes de resisténcia.

Infeccbes causadas por S. aureus apresentam altas taxas de morbidade e
mortalidade, além de aumentar o tempo de internacdo e elevar custos de
hospitalizacdo, onerando tanto instituicbes publicas quanto privadas. Sendo assim, a
dispersdo deste microrganismo na comunidade e no interior dos ambientes

hospitalares mostra-se uma situacao extremamente relevante.

Em termos de saude coletiva e do desenvolvimento de conhecimento cientifico e
tecnolégico, € imprescindivel que a comunidade conheca o panorama atual das
IRAS, bem como o perfil fenotipico e genotipico das amostras causadoras de
infeccdes em sua regido. E nesse contexto que o presente estudo vem no intuito de
identificar a epidemiologia, perfil de resisténcia e viruléncia das amostras S. aureus
associadas a infec¢cdes nos hospitais da Grande Vitoria, Espirito Santo. Tendo em
vista que ainda nao existem dados detalhados envolvendo o perfil de resisténcia, o
tipo de SCCmec e o perfil de viruléncia das amostras de S. aureus isoladas em
nossa regido, o presente estudo mostra-se pioneiro nessa area, além de auxiliar a

contribuir para o controle de infeccéo nas instituices pesquisadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Por meio da andlise de aspectos relacionados a viruléncia, resisténcia a
antimicrobianos e epidemiologia molecular, o presente estudo possui o objetivo geral
de caracterizar 100 amostras clinicas de Staphylococcus aureus, provenientes de

cinco hospitais da Grande Vitoria (Espirito Santo).

3.2 Objetivos especificos e estratégias utilizadas

- Determinar o perfil de susceptibilidade das amostras a 13 antimicrobianos atraves
do teste de difusédo a partir do disco, segundo o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) 2014;

- Avaliar a concentracdo minima inibitéria (CMI) para os antimicrobianos oxacilina e

vancomicina através do teste de diluicdo em agar, segundo o CLSI (2014);

- Realizar a determinacdo do tipo de cassete cromossdémico mec estafilocécico
(SCCmec) nas amostras de MRSA através da técnica de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR);

- Determinar o perfil de viruléncia das amostras S. aureus investigando presenca
de genes de viruléncia associados a expressao de adesinas (fnbB , fnbA bbp, cna e

ebpS) e de toxinas (lukS-F, tsst, sec, see e sea), por meio da técnica de PCR;

- Caracterizar e distinguir genotipicamente as amostras de MRSA encontradas no
presente estudo através da andalise do padrdo de fragmentacdo do DNA
cromossOmico das amostras com uso da enzima de restricdo Smal e separacao por

eletroforese de campo pulsado (PFGE).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de isolamento das amostras

Todas as amostras de S. aureus foram provenientes de pacientes atendidos em

cinco hospitais da Grande Vitoria — Espirito Santo, a saber:

1) Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM) - incorporado
a Universidade Federal do Espirito Santo, localiza-se no campus universitario do
Centro de Ciéncias da Saude em Maruipe (Vitéria); também conhecido como
Hospital das Clinicas, o HUCAM possui 314 leitos, sendo nove de terapia intensiva.
Cerca de 16.000 consultas sdo realizadas mensalmente e 1.200 procedimentos
cirdrgicos ocorrem no mesmo periodo em diversas especialidades médicas

existentes.

2) Hospital Meridional - localizado no municipio de Cariacica, € especializado
em tratamentos de alta complexidade como transplantes, terapia intensiva,
neurologia e oncologia. Possui um total 165 leitos, sendo 62 destinados a terapia
intensiva e divididos em cardiologia, neurologia, hepatica, geral e infantil. O Hospital
Meridional realiza cerca de 5.200 consultas ambulatoriais ao més dentre as 65

especialidades médicas existentes.

3) Hospital Santa Rita de Cassia - referéncia no tratamento de cancer, destina
mais de 60% do atendimento ao publico do Sistema Unico de Salde (SUS).
Localizado em Vitéria, o Hospital Santa Rita conta com 10 leitos de terapia intensiva
de um total de 270 leitos de internacdo. Por ano, o hospital realiza mais de 500 mil

atendimentos em 43 especialidades médicas distintas.

4) Hospital Antbnio Bezerra de Farias (HABF) - localizado no bairro Jaburuna
em Vila Velha, faz parte da rede estadual publica cujo perfil de atendimento é
voltado para urgéncia e emergéncia, destinando-se a pacientes de baixo e médio

risco. Sendo referéncia em cirurgias de mao, o HABF atende diariamente em seu
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ambulatério por volta de 35 pacientes e realiza em média oito cirurgias dentre as 12
especialidades existentes.

5) Clinica dos Acidentados de Vitoria é um hospital privado especializado em
atendimentos ortopédicos. A Clinica dos Acidentados destina-se a pacientes de
média complexidade e internacdo. Realiza atendimentos desde imobilizacdo até
cirurgias ortopédicas e fisioterapia, possuindo seis leitos de terapia intensiva de um
total 51 leitos, sendo 36 destinados ao SUS.
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4.2 Amostras bacterianas

4.2.1 Aspectos éticos e legais

O presente estudo obteve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e

esta registrado com o numero 247/2011.

4.2.2 ldentificacdo das amostras bacterianas

Estdo envolvidas neste estudo, 100 amostras de S. aureus obtidas entre abril de
2011 e fevereiro 2012 nos hospitais citados na secao anterior. Deste total de
amostras, 70 foram isoladas do HUCAM, 16 do Hospital Meridional, 12 do Hospital

Santa Rita de Cassia, duas do HABF e uma da Clinica dos Acidentados.

A identificacdo das amostras foi realizada pelos laborat6rios de microbiologia dos
proprios hospitais ou laboratorios particulares conveniados. Assim, a identificacdo
das cepas de S. aureus deu-se por meio de sistemas automatizados utilizados por
estes laboratdrios, 0os quais sdo capazes de realizar a identificacdo e os testes de

sensibilidade simultaneamente.

Apés serem identificadas em seus respectivos laboratérios de origem, as amostras
de S. aureus foram enviadas ao nosso laboratério, onde foram realizados os testes

confirmatdrios de identificacdo descritos a seguir.

Inicialmente, as amostras foram cultivadas em &gar-sangue (Plast Labor LTDA,
Brasil) e incubadas a 35 °C, por até 48 horas, para analise da pureza, morfologia
colonial e presenca de hemolise. Posteriormente, foram realizados os seguintes

testes:

a) Producédo da enzima catalase
A partir de cultura bacteriana em agar TSA (“Trypticase Soy Agar”, Difco

Laboratories, Franca) foram transferidas 3 colonias para uma lamina de vidro que



31

continha uma solucao de perdxido de hidrogénio a 3% (v/v). A producdo de bolhas
foi indicativa de reacdo positiva. As amostras de S. aureus ATCC 12600 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212 foram utilizadas como controles positivo e

negativo, respectivamente.

b) Susceptibilidade a bacitracina

Uma suspensdo bacteriana com uma turbidez equivalente a 0,5 da escala
McFarland (~10® UFC/mL) foi preparada em salina 0,9% (p/v) e semeada,
confluentemente, com auxilio de um “swab” em agar Mueller-Hinton (Difco
Laboratories). Posteriormente, foi depositado sobre o meio, um disco impregnado de
bacitracina 0,04U (Cecon, Brasil) e a placa foi incubada a 35 °C por 18h. Um halo
menor ou igual a 10 mm foi indicativo de resisténcia a bacitracina. As amostras
utilizadas como controles do teste foram S. aureus ATCC 12600 (resistente) e
Micrococcus luteus ATCC 10240 (sensivel).

c) Cultivo em 4gar manitol salgado:

A partir de cultura bacteriana em &gar TSA, foi realizada a semeadura por
esgotamento no agar manitol salgado (Oxoid) e as placas foram incubadas a 35 °C
por 48h. Neste meio, os Staphylococcus aureus fermentam o manitol produzindo
uma zona amarela. Como controle do teste foram utilizados S. aureus ATCC 12600
como controle positivo e S. epidermidis ATCC 12228 como controle negativo.

d) Producédo da enzima coagulase

A partir do crescimento bacteriano em meio agar-sangue trés coldnias foram
transferidas para um tubo contendo plasma de coelho diluido a 1:2 (v/v) em solucéo
salina 0,9% (p/v). Foi realizada incubacéo a 37 °C, por 4h, em banho de imers&o.
Em seguida, foi verificada a producdo ou ndo de coagulo. Nos testes que ainda se
apresentavam negativos, uma nova leitura foi realizada apdés 24h de incubacéo.
Amostras de S. aureus ATCC 12600 e S. epidermidis ATCC 14990 foram utilizadas

como controles positivo e negativo, respectivamente.
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4.3 Testes de susceptibilidade e sensibilidade a antimicrobianos

a) Teste de difusdo a partir do disco (Clinical and Laboratory Standards
Institute [CLSI] 2014):

A fim de determinar o perfil de susceptibilidade das 100 amostras S. aureus, foram
testados 13 antimicrobianos distintos (Cecon, Brasil): eritromicina (15ug),
clindamicina (2 pug), cefoxitina (30 pg), penicilina (10Ul), trimetoprima/sulfametoxazol
(23,75 pg), linezolida (30 ug), tetraciclina (30 ug), rifampicina (5 pg), cloranfenicol (30

Mg), ciprofloxacina (5 ug), gentamicina (10 ug), norfloxacina (10 pg) e mupirocina (5

Hg).

O procedimento iniciou-se com a semeadura das amostras em agar nutriente e
incubacédo a 35 °C durante 18-24 h. Posteriormente, as col6nias foram diluidas em
solucdo salina 0,9% (p/v) até atingir um padrdo de turvacdo de 0,5 da escala
McFarland, correspondendo a, aproximadamente, 1,5 x 10® UFC/mL. Esta solucao,
por sua vez, foi semeada em agar Muller-Hinton (Difco Laboratories), com o auxilio
de um swab a fim de se obter um crescimento homogéneo em toda superficie do
agar. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram colocados sobre o meio de
cultura. Apés 18-24 horas de incubacao a 35 °C foi realizada a leitura do teste. Todo
procedimento, bem como a leitura dos halos de inibicdo deu-se conforme os
parametros estabelecidos pelo CLSI (2013), tendo como controle a amostra padrao
S. aureus ATCC 25923. A leitura do teste de difusdo a partir do disco de mupirocina
deu-se conforme o estabelecido por FINLAY et al. (1997).

b) Teste de determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI):

A determinacdo das concentracfes minimas inibitérias (CMIs) de oxacilina (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos) e vancomicina (Sigma-Aldrich) foi realizada pelo método
de diluicdo em &gar, segundo o CLSI (2013). As amostras bacterianas foram,

inicialmente, semeadas em agar-sangue, por 18-24h, a 35 °C. O crescimento



33

microbiano foi entdo diluido em salina 0,9% (p/v) para obtencdo do padrdo de
turvacdo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x10° UFC/mL). Em seguida, foi realizada
uma diluicdo 1:10 (v/v) em salina 0,9% e as amostras foram transferidas para o
replicador de “Steers”. Posteriormente, as amostras (~10* UFCs/mL) foram
inoculadas nas placas contendo agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories) em
concentragcbes crescentes do antimicrobiano, variando de 0,25 a 256 pg/mL.
Posteriormente, as placas foram incubadas por 24h a 35 °C. A leitura do teste foi
realizada de acordo com os valores do CLSI (2014). Foi utilizada a amostra S.

aureus ATCC 29213 como controle do teste.
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4.4 Liberacdo do DNA bacteriano

Foram utilizadas duas técnicas para obtencdo do DNA das amostras clinicas de S.

aureus: a liberacdo do DNA por lise térmica e por lise enzimatica.

A obtencéo do DNA por lise térmica deu-se de acordo com NUNES et al. (1999) com
adaptacdes, inciando com a semeadura das amostras clinicas de S. aureus em meio
agar nutriente e incubadas a 37 °C. Apds 24 horas, cerca de trés a cinco col6nias de
cada amostra foram transferidas para microtubos contendo 200 pyL de agua estéril
seguido pela homogeneizacdo da suspensdo por agitacdo. Com o0 objetivo de
romper a membrana ceular bacteriana, os microtubos contendo a suspensao foram
mantidos a 100 °C por 10 minutos, e apés retornarem a temperatura ambiente (25
°C) foram homogeneizados por agitacdo novamente. Seguidamente, as amostras
passaram por centrifugacéo a 12.000 g por 1 minuto, e 80 uL de cada sobrenadante
contendo DNA foram coletados, transferidos para novos microtubos e armazenados
a-20° C.

A liberacdo do DNA bacteriano por lise de enzimatica foi realizada de acordo com
PITCHER, SAUDERS & OWEN (1989) com adaptac¢des. Inicialmente, as amostras
foram semeadas em meio agar nutriente e incubadas por 24 horas a 36 °C. ApGs
crescidos, as colonias bacterianas foram suspensos em solucédo salina 0,9% (p/v)
até atingir um padrédo de turvacdo de 2,0 da escala McFarland, correspondendo a
aproximadamente 6x10° UFC/mL. Posteriormente, 1,5 mL desta suspensdo foi
centrifugada a 10.000 g por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante ao final. As
células foram suspensas em 1,5 mL de TE 1X (Tris 10 mm, EDTA 1 mM),
homogeneizadas por agitacdo e centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos,
descartando-se o sobrenadante apés a centrifugacdo. As células bacterianas foram
novamente suspensas em 100 pL de solugao de lise (TE 1X, Lisozima 50.000 U e
BRIJ 0.5% - (Sigma-Aldrich). Em seguida adicionou-se 3,0 pL da enzima lisostafina
com concentracdo de 50 U (Sigma-Aldrich). Os microtubos foram homogeneizados
por agitacdo e incubados por 1h a 37 °C, sendo homogeneizados manualmente a
cada 15 minutos. Ao término da incubagdo, 0s microtubos permaneceram em

temperatura ambiente por sete minutos e foram resfriados em gelo por 10 minutos.
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Posteriormente, adicionou-se 250 pL de acetato de aménio 7,5 M (Dinamica, Brasil)
e manteve-se no gelo por mais 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 500 pL
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) (Dinamica). Apos serem homogeneizados, 0s
microtubos foram centrifugados a 12.000 g por 12 minutos onde foi possivel verificar
a formacgéo de duas fases. Aproximadamente 700 pL da fase aquosa (superior) foi
transferida para um novo microtubo e entéo foi adicionado 430 pL de isopropanol
gelado. O microtubo foi entdo invertido gentiimente algumas vezes até ser
observado um precipitado fibroso branco, logo apéds, foi centrifugado durante 5
minutos a 12.000 g. Depois da centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e foi
realizada a lavagem por 5 vezes com 100 pL de etanol 70% (Dinamica). Apoés
descartar o sobrenadante da ultima lavagem, os microtubos foram centrifugados
novamente (12.000 g por 1 min.) para retirar todo restante do etanol com o auxilio de
uma pipeta. O precipitado foi dissolvido em 80 pL de TE 1X (Tris 10 mm, EDTA 1
mM) e incubados por 16 horas a 55 °C. Ap0Os a incubacdo, os microtubos foram

armazenados a -20 °C.



45 Tipagem do cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec)

A determinacao do tipo do cassete cromossdmico estafilocécico mec (SCCmec) das

amostras S. aureus resistentes a meticilina foi

metodologia de Milheirico, Oliveira & Lancastre (2007).

A presente técnica consiste na amplificacdo simultanea de mdultiplos amplicons por
meio de uma reacdo em cadeia da polimerase multiplex, na qual foram adicionados
10 pares de primers ao volume de reacdo. Os 20 oligonucleotideos especificos

utilizados, suas sequéncias nucleotidicas e o tamanho dos fragmentos amplificados

estao descritos na Tabela 2.

realizada de acordo com a

Tabela 2. Sequéncia nucleotidica, tamanho do amplicon e especificidade dos

primers utilizados na

reacdo de PCR-multiplex para tipagem do cassete

cromossdmico mec das amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

: : . . Amplicon Tipo de
Nome do primer Oligonucleotideo (5'-3") (pb) SCCmec
CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 |
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG 449 v
ccrC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 I
RIF5 R13 ATGGAGATGAATTACAAGGG
SCCmecV-VIJIF TTCTCCATTCTTGTTCATCC 377 Vv
SCCmec V-VIJIR AGAGACTACTGACTTAAGTGG
dcs F2 CATCTATGATAGCTTGGTC 342 L1V, e
dcs R1 CTAAATCATAGCCATGACCG VI
ccrB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG 311 eV
ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC
kdp F1 AATCATTCGCCATTGGTGATGC 084 I
kdp R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
SCCmec lll -J1 F CATTTGTGAAACACAGTACG 243 "
SCCmec lll-J1 R GTTATTGAGACTCCTAAAGC
mecl P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 e lll
mecl P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC
mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 controle
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG positivo
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Dessa forma, a partir do conjunto de oligonucleotideos especificos amplificados, &
possivel determinar o tipo do SCCmec de cada amostra clinica de MRSA. Como
controles internos da reagédo foram utilizados os primers mecA P4 e mecA P7,
responsaveis pela amplificacdo do gene de resisténcia mecA (MILHEIRICO et al.,
2007).

O volume de reagado de 50 pL foi constituido por: 1 yL de DNA extraido por lise
enzimatica; 5 uL do tampao da enzima (10 mM de Tris-HCI e 25 mM de KCI); 3 mM
de MgCly; 200 uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
(Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos); 2,0 U de Tag DNA polimerase
(Biotools, Espanha); 20 pmoles dos oligonucleotideos: CIF2 R2 e F2, RIF2 F10 e
F13, SCCmec VJI Fe R, SCCmec V - VJI Fe VJ1 R, SCCmec llI-J1 F e J1 R; 40
pmoles dos oligonucleotideos ccrC F2 e ccr R2, dcs F2 e R2, ccrB2 F2 e R2, mecl

P2 e P3, mecA P4 e P7; e 10 pmoles dos oligonucleotideos KD F1 e R1 (Invitrogen).

A amplificagéo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti — Applied
Biosystems, Life Technologies, Estados Unidos) obedecendo as seguintes etapas:
desnaturacao inicial a 94 °C por 4 minutos, acompanhada por 30 ciclos de 30
segundos de desnaturacdo a 94 °C mais 30 segundos de anelamento a 53 °C e
também um minuto de extensdo a 72 °C, sendo finalizado com 4 minutos de

extensdo a 72 °C.

Apds a amplificacdo, o produto da PCR foi analisado em eletroforese de gel de
agarose a 2,5% em tampéao TBE 0,5X (Tris 0,89 M, acido bérico 0,89 M, EDTA 2,5
mM, pH 8,2). Depois de duas horas de corrida eletroforética a 100 V, o gel foi corado
em solucédo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Hexapur, Holanda) e sua imagem foi
capturada em fotodocumentadot ultravioleta (MiniBIS Pro, UNISCIENCE, Brasil).
Como marcador de tamanho molecular foi utilizado o 100 pb DNA ladder

(Invitrogen).
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4.6 Deteccdo de genes de viruléncia associados a expressdo de
adesinas

Com a finalidade de investigar a presenca de genes de viruléncia associados a
expressdo de adesinas foram realizadas PCRs utilizando oligonucleotideos
correspondentes a cinco genes de adesinas, conforme representado na Tabela 3.

A deteccdo dos genes bbp, cna e ebpS foi realizada em PCR multiplex, enquanto
que a deteccao dos genes fnbB e fnbA ocorreu por PCR simples. Os métodos de
deteccdo dos genes bbp, cna, ebpS e fnbB deu-se segundo TRISTAN et al. (2003),
enquanto que a deteccdo do fnbA realizou-se de acordo com PEACOCK et al.
(2002).

Tabela 3. Oligonucleotideos, genes de viruléncia investigados associados a expressédo de
adesinas e seus respectivos tamanhos de fragmentos gerados.

C_;enfa d‘? Oligonucleotideo (5'-3") Amplincon Proteina codificada
viruléncia (pb)
cha CNALl - GTCAAGCAGTTATTACACCAGAC 493 proteina ligadora de
CNA2 — AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACT colageno
bbp BBP1 — AACTACATCTAGTACTCAACAACAG 575 proteina de ligagéo a
BBP2 - ATGGTCTTGAATAACACCATCATCT sialoproteina ossea
ebpS EBP1 — CATCCAGAACCAATCGAAGAC 186 proteina ligadora de
EBP2 - CTTAACAGTTACATCATCATGTTTATCTTT elastina
FNBAF — CACAACCAGCAAATATAG _ .
fnbA 1362 fibronectina A

FNBAR — CTGTGTGGTAATCAATGTC

FNBB1 - GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT . .
fnbB 524 fibronectina B

FNBB2 - CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC

Para todos os genes o volume de reacdo foi semelhante, onde em 25 uL estavam
contidos: 1,0 yL de DNA extraido por lise enzimatica ou 3 yL de DNA obtido por lise
térmica; 2,5 yL de Tampéo da enzima Taq (10 mM de Tris-HCI e 25 mM de KCI); 3
mM de MgCl,; 200 uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) (Invitrogen); 1,5 U de Taqg DNA polimerase (Biotools, Espanha); 20 pmoles

dos seus respectivos oligonucleotideos.

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti — Applied

Biosystems) sendo as seguintes etapas para 0s genes bbp, cnha, ebpS e fnbB:
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desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos, acompanhada por 30 ciclos de 1 minuto
de desnaturacao a 94 °C mais 1 minuto de anelamento a 55 °C e também um minuto
de extensdo a 72 °C, sendo finalizado com 10 minutos de extensédo a 72 °C. As
estapas de amplificacdo para o gene fnbA foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 2
minutos acompanhada por 30 ciclos de 1 minuto de desnaturacédo a 94 °C mais 1
minuto de anelamento a 50 °C e também dois minutos de extensédo a 72 °C, sendo

finalizado com 5 minutos de extensao a 72 °C.

Foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmar a amplificacdo dos
fragmentos. A eletroforese deu-se em tampao TBE 0,5X (Tris 0,89 M, acido borico
0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Depois de uma hora e vinte minutos de corrida
eletroforética a 100 V, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL)
(Hexapur) e sua imagem foi capturada em fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS
Pro, Uniscience). Como marcador de tamanho molecular foi utilizado 100 pb DNA
ladder (Invitrogen) para os genes bbp, cna, ebpS, fnbB e lukS-F, enquando que para
o gene fnbA utilizou-se o marcador 1000 pb DNA ladder (Invitrogen).
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4.7 Deteccéo de genes de viruléncia associados a expressao de
toxinas

Foi utilizada a técnica de PCR a fim de investigar a presenca de cinco genes de
viruléncia de toxinas, descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Oligonucleotideos, genes de viruléncia investigados associados a expresséo de
toxinas e seus respectivos tamanhos de fragmentos gerados.

Gene de . . . Amplincon Proteina
viruléncia Oligonucleotideo (5-3) (pb) codificada
TSST1 - GCTTGCGACAATCGCTACAG Toxina da
Tsst 559 sindrome do

TSST2 - TGGATCCGTCATTCATTGTTAT

SEAl1l - TTGGAAACGGTTAAAACGAA )
Sea 120 Enterotoxina A
SEA2 — GAACCTTCCCATCAAAAACA

SEC1 - CTTGTATGTATGGAGGAATAACAA )
Sec 284 Enterotoxina C
SEC2 — TGCAGGCATCATATCATACCA

SEE1 - TACCAATTAACTTGTGGATAGAC

choque toéxico

See 171 Enterotoxina E
SEE2 — CTCTTTGCACCTTACCGC
UKS-F PVL1 - ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 Leucocidina de
ukS- .
PVL2 — GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC Panton-Valentine

O gene lukS-F foi investigado conforme LINA et al. (1999), enquanto que 0s genes
tsst, sec e see foram detectados de acordo com MONDAY et al. (1999), e 0 gene
sea seguiu o estabelecido por JOHNSON et al. (1991).

A deteccdo de todos os cinco genes deu-se por reacdes de PCR simples, cujo
volume de reacdo de 25 pL continha: 1 yL de DNA extraido por lise enzimética ou
3uL de DNA obtido por lise térmica; 2,5 yL de Tampao da enzima Taq (10 mM de
Tris-HCI e 25 mM de KCIl); 3 mM de MgCl,; 200 uM de cada deoxinucleotideo
trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen); 1,5 U de Tag DNA polimerase

(Biotools); 20 pmoles dos seus respectivos oligonucleotideos.

O ciclo de amplificagdo dos genes tsst, sec e see obedeceu as seguintes etapas:
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, acompanhada por 30 ciclos de 1 minuto
de desnaturacdo a 95 °C mais 1 minuto de anelamento a 60 °C e também um minuto
de extensédo a 72 °C, sendo finalizado com 10 minutos de extensdo a 72 °C.

Enquanto que as etapas de amplificacdo para o gene sea foi: desnaturacéao inicial a
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94 °C por 2 minutos acompanhada por 30 ciclos de 2 minutos de desnaturacdo a 94
°C mais 1 minuto de anelamento a 55 °C e também 1 minuto de extensédo a 72 °C,
sendo finalizado com 5 minutos de extensdo a 72 °C. O clico de amplificacdo do
gene lukS-F foi: desnaturagéo inicial a 94 °C por 5 minutos, acompanhada por 30
ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C mais 1 minuto de anelamento a 55° C e
também um minuto de extensdo a 72 °C, sendo finalizado com 10 minutos de

extensado a 72 °C.

Foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmar a amplificacdo dos
fragmentos na PCR. A eletroforese deu-se em tampao TBE 0,5X (Tris 0,89 M, acido
borico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Depois de uma hora e vinte minutos de
corrida eletroforética a 100 V, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,5
pHg/mL) (Hexapur) e sua imagem foi capturada em fotodocumentador ultravioleta
(MiniBIS Pro, UNISCIENCE). Como marcador de tamanho molecular foi utilizado 100
pb DNA ladder (Invitrogen).
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4.8 Analise do padrdo de fragmentacdo do DNA cromossdmico das
amostras com uso da enzima de restricdo Smal e separagdo em gel por

eletroferese de campo pulsado PFGE.

A técnica utilizada seguiu o protocolo estabelecido por VIVONI et al. (2005) com
modificagdes. Inicialmente, as amostras de S. aureus foram semeadas em &gar
nutriente e incubados a 37 °C por 24 - 48 horas. ApdOs o crescimento, as colénias S.
aureus foram suspensas em solucdo salina 0,9% (p/v) até atingir um padrdo de
turvacdo de 3,0 da escala McFarland, correspondendo a, aproximadamente, 9x10°
UFC/mL, e em seguida 1,5 mL da suspenséao foi centrifugada em microtubo por 5
minutos a 4.000 g. Desprezado o sobrenadante, as células bacterianas foram
suspensas em 250 pL de solucdo PIV (NaCl 1M, TRIS-HCI 10 mM, pH 7,6). Nesta
suspensao adicionou-se o0 mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusao (“low
melting point agarose”, PROMEGA, EUA) a 2% dissolvida em solugcédo PIV. Mantida
a 58 °C, a solucao contendo agarose foi distribuida em moldes cilindricos e mantida
em 4 °C por 10 minutos para enrijecimento. Posteriormente, a agarose foi cortada
em discos nomeados “plugs”, e estes, por sua vez, foram incubados a 37° C em uma
solucéo contendo solucao de lise EC (Tris-HCI 6mM, NaCl 1M, EDTA 100 mM, 0,5
Brij 58 e 0,5% lauril sarcosinato de sodio, pH final 7,5) 50.000 U de lisozima (Sigma-
Aldrich) e 50 U de lisostafina (Sigma-Aldrich). Apos 18 horas, a solucdo anterior foi
substituida por 2 mL de solucdo ESP (EDTA 0,4M pH 9,5, 1% (p/v) de lauril
sarcosinato de soédio) contendo 0,1Img/mL de proteinase K (Sigma-Aldrich),
incubando-se novamente a 50° C por 18 horas. Ao final, a solucdo anterior foi
removida e substituida por 2 mL de solucdo ESP e estocados a 4° C. A digestao do
DNA cromossdmico iniciou-se com a lavagem dos “plugs” cinco vezes seguidas de
incubacdo a 37°C com o tampédo TE 1X (Tris 10 mm, EDTA 1 mM), sendo que a
cada hora o tampao era trocado, e na ultima lavagem os “plugs” permaneceram
incubados por 18 horas. Seguidamente, o tampé&o foi removido e adicionou-se aos
“plugs” uma solugdo contendo 250 pL do tampdo da enzima Smal (Thermo
Scientific, EUA) e foi incubado a 25° C durante 4 horas. Ap0s este periodo, a
solugéo foi removida e adicionou-se um novo tampé&o da enzima contendo 20 U da
enzima de restricdo Smal, incubando a 25° C por 18 horas. Finalmente, foi removida

o tampéao contendo a enzima Smal, e os “plugs” foram fundidos a 70° C e aplicados



43

em pocos de gel de agarose a 1% (Hygradene, EUA) submerso em tampéo TBE
0,5X (Tris 0,89 M, acido bérico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2) a 14° C. A
eletroforese deu-se equipamento de eletroforese de campo pulsado (CHEF DR llI,
Bio-Rad), utilizando um tempo de pulso crescente de 1 a 35 segundos, durante 21
horas, a 6 V/cm, em angulacéo de 120°. ApGs a corrida, o gel foi corado em solucéo
de brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Hexapur) por 30 minutos e descorado por 20
minutos com agua destilada, posteriormente, sua imagem foi capturada em
fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro, Uniscience). Como marcador de
tamanho molecular foi utilizado o marcador 50-1.000 kb Lambda Ladder PFGE

Marker (New England Biolabs).

O padréo de fragmentacdo das amostras clinicas foi verificado visualmente e foram
classificados de acordo com os critérios de VAN BELKUM et al. (2007).
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49 Anédlises estatisticas

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos e a presenca dos
genes de viruléncia avaliados entre as amostras foram submetidos a andlise
estatistica com o uso do teste Qui-quadrado. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Amostras bacterianas e fontes de isolamento

As 100 amostras Staphylococcus aureus envolvidas neste estudo foram
provenientes das seguintes fontes: lesdes cutaneas e secrecfes diversas (45
amostras), infeccbes de corrente sanguinea (41), ponta de cateter (11) e infeccéo
urinaria (3) (Tabela 5).

Tabela 5. Instituicdes de salude e fontes de isolamento das amostras de
Staphylococcus aureus analisadas no presente estudo.

N° de amostras por fonte de

Instituigdo de satde* N ©de amostras Isolamento
LCS* sangue cateter urina

HUCAM 70 26 32 09 03
Hospital Santa Rita 14 09 04 01 -
Hospital Meridional 13 09 03 01 -
HABF 02 - 02 - -
Clinica dos Acidentados 01 01 - - -

Total 100 45 41 11 03

*HUCAM: Hospital Universitario Cassiano Antdnio Moraes; HABF: Hospital Antdnio Bezerra
de Farias; LCS: lesbes cutaneas e secrecdes de infecgdes diversas.
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5.2  Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os perfis de susceptibilidade aos 13 antimicrobianos testados estdo apresentados no
Grafico 3. O antimicrobiano com maior taxa de resisténcia foi a penicilina (90
amostras), seguida pela eritromicina (57), ciprofloxacina (55), norfloxacina (55) e
cefoxitina (53). A maior parte das cepas mostraram-se sensiveis a gentamicina (97
amostras), trimetoprima/sulfametoxazol (97), mupirocina (96), cloranfenicol (90),
tetraciclina (89), rifampicina (73) e clindamicina (42). Todas as amostras foram

sensiveis a linezolida.
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PEN: Penicilina CEF: Cefoxitina MUP: Mupirocina
ERI: Eritromicina CLI: Clindamicina GEN: Gentamicina
CIP: Ciprofloxacina RIF: Rifampicina TRI/SUT: Trimetroprima/Sulfametoxazol
NOR: Norfloxacina TET: Tetraciclina LIN: Linezolida
CLO: Cloranfenicol

Grafico 3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 100 amostras Staphylococcus
aureus analisadas.
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5.3 Tipagem do cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec)

Apos os testes de difusdo a partir do disco, foi realizado o teste para detec¢do do gene mecA
nas 100 amostras de S. aureus. Destas, 59 apresentaram esse gene, sendo portanto,
consideradas MRSA. Todas estas amostras foram submetidas ao teste de tipagem do SCCmec
(Figura 7). A determinacdo do tipo de SCCmec demonstrou que a maioria dos MRSA
albergavam o SCCmecll, totalizando 29 amostras. Além dessas, 19 amostras apresentaram o
SCCmeclV e em outras 11 néo foi possivel determinar o tipo de SCCmec, seja pela presenga
de bandas inespecificas ou mesmo pela auséncia de banda além da correspondente ao gene

mecA. Assim, estas amostras foram consideradas “nao tipaveis” Grafico 4.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 7. Foto ilustrativa da eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados para
caracterizacao dos tipos de SCCmec. Linhal: marcador de tamanho molecular 100 pb; linhas 2, 3, 6, 7,
8, 9 e 10: amostras que apresentaram o0 SCCmecll; linhas 4, 5, 11, 12 e 13: amostras que apresentaram
0 SCCmeclV, linha 14: controle positivo apresentando SCCmecll (amostra Mu50); linha 15: controle
positivo apresentando SCCmeclll (amostra 1117); linha 16: controle positivo apresentando SCCmec
IV (amostra 1125), linha 17: controle negativo sensivel a meticilina (amostra 1128) e linha 18: branco.

H SCCmecll (n=29)
H SCCmeclV (n=19)

i Nao tipaveis (n=11)

Grafico 4. Tipos dos cassetes cromossdmicos estafilococicos mec (SCCmec)detectados
nas 59 amostras de Staphyloccocus aureus resistentes a meticilina.
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5.4 Comparacao da susceptibilidade aos antimicrobianos néao beta-
lactamicos entre as amostras de MRSA e MSSA.

Avaliando o perfil de susceptibilidade das amostras com diferentes tipos de SCCmec
(Tabela 6) foi possivel observar que o padrdo de resisténcia das amostras com
SCCmecll e nao tipaveis se assemelham em relagdo a maioria dos antimicrobianos
testados e que essas amostras se mostraram resistentes a um maior numero de
antimicrobianos que as amostras com SCCmeclV. Todas as 59 amostras de MRSA
mostraram resisténcia superior a 60% para eritromicina, ciprofloxacina, norfloxacina,
enquanto que apenas as amostras de MRSA com SCCmecll e néo tipaveis
apresentaram resisténcia superior a 50% para clindamicina e rifampicina. Em
contraste, apenas duas (10%) amostras com SCCmeclV apresentaram resisténcia a
clindamicina e nenhuma foi resistente a rifampicina. Das 59 amostras, apenas uma
(que albergava o SCCmeclV) apresentou resisténcia a tetraciclina e, da mesma
forma, apenas uma amostra, com o SCCmecll, foi resistente a

trimetoprima/sulfametoxazol.

Dentre as 29 amostras com SCCmecll, cinco (17%) foram resistentes ao
cloranfenicol, apenas duas (7%) foram resistentes a mupirocina e nenhuma amostra
mostrou-se resistente a gentamicina. Das 19 amostras albergando o SCCmeclV,
apenas uma apresentou resisténcia aos antimicrobianos cloranfenicol, mupirocina e
gentamicina. Dentre as 11 cepas de MRSA nao tipaveis, trés (27%) foram
resistentes ao cloranfenicol, um (9%) foi resistente a gentamicina e nenhuma

apresentou resisténcia ao trimetroprima/sulfametoxazol e mupirocina (Tabela 6).

Ao comparar o padrao de resisténcia dos MRSA em relacdo aos MSSA, pode ser
observado que as amostras de MSSA, em geral, mostraram-se mais sensiveis que
0s MRSA para quase todos os antimicrobianos n&o beta-lactamicos testados, exceto
tetraclicina e trimetroprima/sulfametoxazol. Dentre as 41 amostras de MSSA, 10
(24%) foram resistentes a tetraciclina e duas (5%) a trimetroprima/sulfametoxazol,
como pode ser observado na Tabela 6. Para todos os demais antimicrobianos foi
verificada uma menor taxa de resisténcia dos MSSA em relacdo aos MRSA.
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Tabela 6. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos ndo beta-lactamicos em
relagéo aos tipos de SCCmec das amostras Staphylococcus aureus do presente
estudo.

0 (0 1
Antimicrobian N° (%) de amostras resistentes

o* SCCmecll SCCmec IV Nao tipaveis MSSA*
(n=29) (n=19) (n=11) (n=41)
ERI 29 (100) 12 (63,2) 09 (81,8) 08 (19,5)
CIP 29 (100) 13 (68,4) 10 (90,9) 03 (7,3)
NOR 29 (100) 13 (68,4) 10 (90,9) 03 (7,3)
CLI 29 (100) 02 (10,5) 08 (72,7) 03 (7,3)
RIF 21 (72,0) 0 06 (54,5) 0
CLO 05 (17,2) 01 (5,2) 03 (27,2) 01 (2,4)
MUP 02 (6,9) 01 (5,2) 0 01 (2,4)
GEN 0 01 (5,2) 01 (9,1) 01 (2,4)
TRI/SUT 01 (3,4) 0 0 02 (4,8)
TET 0 01 (5,2) 0 10(24,4)
LIN 0 0 0 0

* ERI: Eritromicina; RIF: Rifampicina; GEN: Gentamicina ; CIP: Ciprofloxacina; TET:
Tetraciclina; TRI/SUT: Trimetoprima/Sulfametoxazol;, NOR: Norfloxacina, CLO:
Cloranfenicol; CLI: Clindamicina; MUP: Mupirocina; MRSA: Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina.

Apos validacdo, em termos de significancia estatistica, do nivel de resisténcia entre
as amostras de MRSA e MSSA (Tabela 7), foi observado que os MRSA
apresentaram maior taxa de resisténcia a eritromicina, ciprofloxacina, clindamicina e
rifampicina, quando comparados aos MSSA deste estudo. Por outro lado, foi
verificado que os MSSA foram mais resistentes a tetraciclina que o grupo dos
MRSA. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as taxas de resisténcia a
mupirocina, cloranfenicol, gentamicina e trimetoprima/sulfametoxazol entre os
grupos de MRSA e MSSA.
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Tabela 7. SignificAncia estatistica da resisténcia aos antimicrobianos n&o-beta-
lactdmicos comparando os grupos de Staphylococcus aureus resistentes ou sensiveis a
meticilina.

_ Prevaléncia
Antimicrobiano ~ 1€5t€ qw-guadrado valor-p ~ Correcéo significativa

(x?) de Yates (MRSA x MSSA)
ERI 42,257 < 0,0001 néo MRSA
CIP 60,615 < 0,0001 néo MRSA
NOR 60,615 < 0,0001 néo MRSA
CLI 34,315 < 0,0001 néo MRSA
RIF 25,702 < 0,0001 nao MRSA
CLO 3,105 0,0780 sim insignificante
MUP 0,021 0,8845 sim insignificante
GEN 0,104 0,7476 sim insignificante

TRI/SUT 0,104 0,7476 sim insignificante

TET 10,514 0,0012 sim MSSA

LIN - - - -

* nivel de significancia a = 0,05; ERI: Eritromicina; RIF: Rifampicina; GEN: Gentamicina ; CIP:
Ciprofloxacina; TET: Tetraciclina; TRI/SUF: Trimetroprima/Sulfametoxazol; NOR: Norfloxacina, CLO:
Cloranfenicol; CLI: Clindamicina; MUP: Mupirocina; MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina;
MSSA: Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina.
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5.5 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria de oxacilina e
vancomicina

De acordo com os testes de sensibilidade a oxacilina e vancomicina feitos por
diluicho em agar, 48 das 100 amostras de S. aureus mostraram-se sensiveis a
oxacilina, apresentando valor de concentracdo minima inibitéria (CMI) inferior ou
igual a 2,0ug/mL para este antimicrobiano. As outras 52 amostras foram resistentes
a este farmaco, apresentando CMIs > 4,0ug/mL. Além disso, todas as 100 amostras
apresentaram valores de CMIs < 2,0ug/mL para vancomicina, sendo classificadas

como sensiveis a este antimicrobiano, conforme pode ser verificado na Tabela 8.

As amostras de MRSA com SCCmecll apresentaram CMIs de oxacilina mais
elevadas, com valores > 64ug/mL, ao passo que amostras com SCCmeclV
apresentaram valores de CMIs mais baixos e préximos ao ponto de corte, entre 4 e
32 ug/mL (Tabela 8).

Tabela 8. Determinagéo das concentragdes minimas inibitérias (CMIs) de oxacilina e
vancomicina das 100 amostras clinicas de Staphylococcus aureus.

CMI oxacilina (pg/mL) CMI vancomicina (ug/mL)
Amostras*

<05 1 2 4 8 16 32 64 128 =256 <05 1 2 4 8 16

MRSA
SCCmecll (n=29) - - - - -1 - 4 17 7 - 26 2 - - -
SCCmeclV (n=19) - 1513 - 1 6 1 1 3 5 1 - - -
Na&o tipaveis (n=11) - 1 --- - - 4 4 2 1 7 4 - - -
MSSA (n=41) 37 31 - - - - - - - 1 39 1 - - -
Total (n=100) 37 5613 1 1 14 22 10 5 87 8 - - -

*MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensiveis a
meticilina.

Pelo teste de diluicdo em agar, sete amostras que apresentaram o gene mecA (seis
com SCCmeclV e uma nao tipada) mostraram-se sensiveis a oxacilina,
apresentando valor de CMI < 2,0pg/mL. Dessa forma, o presente teste foi repetido
trés vezes nestas amostras a fim de ratificar este resultado. Adicionalmente, também
foi repetido o teste de difusdo a partir do disco de cefoxitina (antimicrobiano padréao
para deteccao de resisténcia a beta-lactamicos) e foi confirmado que estas amostras

apresentavam o didmetro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano préximo ao
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ponto de corte, conforme representado na Tabela 9. Segundo o CLSI (2014),
amostras com halo de inibicdo de crescimento para cefoxitina com diametro < 21
mm séo classificadas como resistentes, enquanto que amostras com halo > 22 mm

sdo consideradas sensiveis a este antimicrobiano.

Tabela 9. Perfil de susceptibiidade das sete amostras de
Staphylococcus aureus albergando o gene mecA e que mostraram-se
sensiveis a oxacilina pelos testes fenotipicos.

CcMI* de oxacilina  Medida do halo de

Amostra Tipo de SCCmec (ug/mL) inibigéoz
10 N&o tipada 1,0 22 mm
34 v 2,0 20 mm
38 v 2,0 20 mm
79 v 2,0 21 mm
101 v 1,0 22 mm
102 v 2,0 22 mm
114 v 2,0 20 mm

1- CMI - concentrag&o minima inibitdria; 2 - Tamanho do didmetro do halo de inibigédo do
crescimento bacteriano no teste de difusdo a partir do disco de cefoxitina;

A Tabela 10 apresenta a comparacdo das trés técnicas de determinacdo de
susceptibilidade a oxacilina realizadas no presente estudo. Nota-se que 0s
resultados dos testes fenotipicos (difusdo a partir do disco e teste de diluicdo em
agar) detectaram um numero menor de amostras resistentes em comparacao ao
teste de deteccdo do gene mecA, cuja técnica € considerada o padrao-ouro para

determinacao da resisténcia a oxacilina.

Tabela 10. Comparacdo entre os métodos utilizados para a deteccdo da resisténcia a
oxacilina nas 100 amostras deste estudo

Método de deteccdo de resisténcia Susceptibilidade a oxacilina
a oxacilina - —
N° de amostras resistentes ~ N° de amostras sensiveis
Difuséo a partir do disco 53 a7
Teste de diluicdo em agar 52 48
PCR (gene mecA)t 59 41

1- a deteccéo do gene mecA por reagcao em cadeia da polimerase (PCR) é considerado o método padrédo-ouro
para determinacéo da susceptibilidade a oxacilina.
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5.6 Deteccao de genes de viruléncia

O Grafico 5 apresenta a presenca dos genes de viruléncia nas amostras deste
estudo. O gene ebpS foi o mais prevalente, sendo encontrado em 78 das 100
amostras analisadas. O gene fnbA foi 0 segundo mais prevalente, sendo detectado
em 44 amostras, seguido pelos genes cna, IukS-F e fnbB presentes em 23, 22 e 21
amostras, respectivamente. O gene bbp esteve presente em 11 amostras, ao passo
gue o0s genes sea e sec foram detectados apenas em amostras de MSSA. O gene
sea mostrou-se presente em trés amostras, enquanto que o gene sec foi detectado
em apenas uma amostra. Além disso, em nenhuma das 100 amostras de S. aureus

foi verificada a presenca dos genes see e tsst.

30 -

70

60 -

40 -

N°de Amostras

20 A
11

10 4

)

1 0 0

0
o 0oP 6005 “\DP\ mbe' \U\k‘s'? 502 £6° 5e© 155’&

Genes de Viruléncia

Grafico 5. Presenca dos genes de viruléncia investigados nas 100 amostras de
Staphylococcus aureus do presente estudo.

Ao comparar a incidéncia dos genes de viruléncia nas amostras de MSSA e MRSA
em termos percentuais (Grafico 6) foi observado que os genes cna (51% versus 3%,
respectivamente), fnbA (56% versus 36%) e bbp (27% versus 0%) foram mais

presentes nas amostras sensiveis a meticilina. Por outro lado, os genes fnbB (15%
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versus 25%) e lIukS-F (12% versus 36%) mostraram-se mais presentes nas amostras

resistentes a meticilina.
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Grafico 6. Comparagdo da presencga dos genes de viruléncia nas amostras Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) em relagdo as amostras Staphylococcus aureus
sensiveis a meticilina (MSSA).

O Gréfico 7 e a Tabela 11 exibem a frequéncia dos genes de viruléncia de acordo
com os tipos de SCCmec das amostras. O gene ebpS foi encontrado em todas as
29 amostras com o SCCmecll enquanto que nas amostras com SCCmeclV e nao
tipaveis foi encontrado em 10 (52,8%) e oito (72,7%) amostras, respectivamente.
Nas amostras com o SCCmeclV, os genes fnbB e lukS-F foram os mais prevalentes,
estando presente, respectivamente, em 63% e 58% das amostras. De modo distinto,
nas cepas com SCCmecll, o gene fnbB né&o foi detectado, enquanto que o gene
lukS-F foi encontrado em trés (10,3%) amostras. Nas amostras nao tipaveis, a
incidéncia dos genes fnbA e lukS-F correspondeu a 18,2% (duas amostras) e 27,3%

(trés amostras), respectivamente.
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O gene fnbA foi detectado em 12 (41,4%), sete (36,8%) e duas (18,2%) amostras

apresentando os SCCmecll, SCCmeclV e néo tipaveis, respectivamente. O gene

cna foi detectado em apenas duas amostras de MRSA, uma com SCCmecll e uma

com o SCCmeclV, enquanto que os genes bbp, sea, sec, see e tsst ndo foram

detectados em nenhuma estirpe de MRSA do presente estudo.
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Grafico 7. Frequéncia da presenca dos genes de viruléncia testados nas 59 amostras de

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) de acordo com os tipos de
cassete cromossomico estafilocécico mec (SCCmec) detectados

Tabela 11. Presencga dos genes de viruléncia de acordo com o perfil de resisténcia & meticilina e o genotipo

das 100 amostras S. aureus estudadas.

N° (%) de amostras portadoras de genes de viruléncia

Amostras
cna bbp ebpS fnbA fnbB lukS-F sea sec  See tsst

MRSA
SCCmecll (n=29) 01 (2,9) 0 29 (100,0) 12 (41,4) 0 03 (10,3) 0 0 0 0
SCCmeclV (n=19) 01 (5,3) 0 10 (52,6) 07(36,8) 12(63,2) 11 (57,9) 0 0 0 0
N&o tipaveis (n=11) 0 0 08 (72,7) 02(18,2) 03(27,3) 03(27,3) 0 0 0 0
Total MRSA (n=59) 02 (3,4) 0 47 (79,7) 21(35,6) 15(25,4) 17 (28,8) 0 0 0 0
MSSA (n=41) 21(51,2) 11(26,8) 31(75,6) 23(56,1) 06(14,6) 05(12,2) 03(7,3) 01(24) O 0
Total (n=100) 23(23,0) 11(11,0) 78(78,00 44(44,00 21(21,00 22(22,0) 03(3,00 01(1,00 O 0

* MRSA: Staphylococcus aureus resistentes & meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensiveis & meticilina
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De acordo com testes de significancia estatistica (Tabela 12) os genes de viruléncia
cna, bbp e fnbA mostraram-se, significativamente, mais prevalentes nas amostras de
MSSA, enquanto que o gene lukS-F, codificador da Leucodicina de Panton-Valentine
(PVL), foi mais prevalente nas amostras de MRSA. Por outro lado, ndo houve
diferenca significante na prevaléncia dos genes ebpS, fnbB, sea e sec entre as

amostars clinicas de MRSA e MSSA avaliadas neste estudo.

Tabela 12. Prevaléncia dos genes de viruléncia comparando o0s grupos de
Staphylococcus aureus resistentes e sensiveis a meticilina.

Prevaléncia
Gene Teste qui_quadrado (XZ) Va|0r-p Corre(;éo significativa
de viruléncia de Yates (MRSA x MSSA)

cna 31,247 < 0,0001 nao MSSA
bbp 15,151 < 0,0001 sim MSSA

ebpS 0,231 0,6305 nao insignificante
fnbA 4,127 0,0422 nao MSSA

fnbB 1,697 0,1926 nao insignificante
lukS-F 3,893 0,0485 nao MRSA

sea 2,291 0,1301 sim insignificante

sec 0,034 0,8541 sim insignificante

see - - - -
tsst - - - -

* nivel de significancia a = 0,05; MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina; MSSA:
Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina.
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5.7 Genotipagem das amostras de MRSA a partir da analise do padréo de
fragmentacdo do DNA cromossdmico apds uso de enzima de restricéo e

visualizacao por eletroforese de campo pulsado (PFGE)

Através desta técnica (Figura 8), foi possivel identificar a presenca de oito genotipos
distintos entre as 59 amostras de MRSA, nomeados de A até H conforme demonstra

o Grafico 8.

O gendtipo A apresentou 0 maior niumero de amostras (37), estando inclusas todas
as 29 amostras albergando o SCCmecll e mais oito amostras nao tipaveis. Neste
gendtipo foram detectados oito subtipos: Al (19 amostras), A2 (04), A3 (04), A4 (03),
A5 (02), A6 (01), A7 (01) e A8 (01). O segundo gendtipo com maior numero de
amostras foi o genétipo B, englobando 15 amostras, sendo 12 com SCCmeclV e trés
nao tipaveis. No genotipo B foram identificados quatro subtipos: B1 (11 amostras),
B2 (02), B3 (01), B4 (01). Outras sete amostras, que apresentaram o SCCmeclV,
corresponderam aos demais genoétipos identificados. Duas amostras estédo
presentes no genotipo C, enquanto que cada um dos outros genétipos (D, E, F, G e

H) possuem apenas uma amostra cada.

H Al
H A2
H A3
H A4
H A5
M A6
A7
L A8
A9
L A10

HB1
B2
B3
LI B4

GendétiposSMA HB MC MD ME MF MG WH

Grafico 8. Genotipos das amostras de Staphylococus aureus resistentes a meticilina obtidos
por meio da analise do padrdo de fragmentacdo do DNA cromossomal e separacao por
eletroforese de campo pulsado (PFGE). *O numero dentro das areas do grafico indica o
namero de amostras presentes em cada subtipo.
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Figura 8. Foto ilustrativa da eletroforese de campo pulsado (PFGE) evidenciando os
padroes de fragmentagdo do DNA cromossdmico das amostras de S. aureus resistentes a
meticilina. Amostras com genotipo A: 66A, 67A, 70A, 73A e 75A; amostras com genotipo B:
78A, 79A, 80A, 81A, 82A e 83A; amostras com gendétipo C: 77A; amostras com genotipo E:
72A. M - marcado molecular.
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5.8 Relacado entre os genétipos de MRSA detectados e a presenca dos

genes de viruléncia.

A Tabela 13 correlaciona os genotipos detectados nas amostras de MRSA e o perfil
de viruléncia das mesmas. Foi observada a existéncia de nove perfis de viruléncia
distintos entre as 59 amostras de MRSA. As 37 amostras com o0 gendtipo A
(SCCmecll) apresentaram quatro perfis de viruléncia distintos (P1, P2, P3 e P4),
enquanto que as 15 amostras com o genoétipo B (SCCmeclV)apresentaram outros
quatro perfis de viruléncia (P4, P5, P6 e P7), ao passo que a Unica amostra do
gendtipo E apresentou o nono perfil de viruléncia (P9). As demais amostras,
correspondentes aos genotipos C, D, F, G e H (todas com SCCmeclV) apresentaram

dois perfis de viruléncia, encontrados também no gendtipo A (P1 e P2).

Todos os nove perfis de virulencia (P1 a P9) identificados neste estudo
demonstraram a presenca de um a trés genes de viruléncia. O perfil P1,
caracterizado apenas pela presenca do gene ebpS, se mostrou 0 mais prevalente,
estando presente em 24 amostras dos gendétipos A, C, G e H. Caracterizado pela
presenca dos genes ebpS e fnbA, o perfil P2 foi o segundo mais prevalente, sendo
detectado em 14 amostras dos genétipos A, D e F. O gene de maior prevaléncia foi
0 gene ebpsS, estando presente em seis perfis de viruléncia distintos (P1, P2, P3, P4,
P7 e P9), totalizando 47 amostras. O gene lukS-F, responsavel pela expressdo da
Leucocidina de Panton-Valentine (PVL), estave presente em quatro perfis de
viruléncia distintos (P3, P5, P6 e P7) e presentes em amostras de MRSA dos
gendtipos dominantes: A e B (nos subtipos Al, A2, A4, B1, B2, B3 e B4).

Os perfis de viruléncia P4 e P9, encontrados apenas nos subtipos A5 e B3, incluiram
0 gene cna, detectado em apenas duas amostras de MRSA (uma com SCCmecll e

outra com SCCmeclV)

Notoriamente, amostras dos gendtipos A, C, D, F, G e H apresentaram perfis de
viruléncia semelhantes, caracterizadas, principalmente, pela presenca do gene ebpS
e fnbA, diferentemente das cepas do genaotipo B, as quais foram caracterizadas pela
presenca do gene fnbB e lukS-F. O gene fnbB foi encontrado apenas no gendétipo B
(SCCmeclV), de modo que os perfis de viruléncia P5 a P8 mostraram-se especificos

as amostras desse genotipo.
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Tabela 13. Correlacdo entre os gendtipos encontrados e o perfil de viruléncia das amostras de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina deste estudo.

Genoti Pulsotipo Perfil Genes de viruléncia*
enotipo
PO (N°de amostras)  (N°de amostras) cha bbp ebpS fnbB fnbA lukS-F sea tsst sec see
P1 (10) -+ o e
Al (19) P2 (07) S sy S
P3 (02) - s T
P1 (01) . - - -
A2 (04) P2 (02) ..y ] S
P3 (01) S oo
P1 (02 - - - - - -
A3 (04) (02) *
P2 (02) S .4 S
P1 (02 - - - - -
A (37) A4 (03) (02)
P3 (01) S e e
P1 (01) s S -
A5 (02)
P4 (01) £y -
A6 (01) P2 (01) sy .
A7 (01) P1 (01) A - . T
A8 (01) P1 (01) A - . T
A9 (01) P1 (01) A - . T
A10 (01) P1 (01) -y - . T
P5 (04) I N T
P6 (03) S S
B1 (11)
P7 (03) . - -
B (15) P8 (01) - - + - - -
P5 (01) il
B2 (02)
P8 (01) - e S
B3 (01) P5 (01) -y
B4 (01) P6 (01) - - . -
C (02) C1 (02) P1 (02) Ly - T
D (01) D1 (01) P2 (01) . .+ - & _ A
E (01) E1 (01) P9 (01) -+ o - T
F (01) F1 (01) P2 (01) - - + - + - - - - -
G (01) G1 (01) P1 (01) S e .
H (01) H1 (01) P1 (01) S+ - T

* 0 simbolo “+” indica presenca do gene de viruléncia, enquanto que o simbolo “-“ refere-se a auséncia do mesmo.
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6 DISCUSSAO

Staphylococcus aureus é considerado o agente etiologico mais frequente em casos
de infec¢des associadas aos cuidados de saude (IRAS) no Brasil e no mundo. A sua
versatilidade em adquirir genes de viruléncia e de resisténcia lhes confere notéria
habilidade para desenvolver infeccbes de gravidades variaveis. Em decorréncia
disso, os S. aureus sdo comumente agentes causadores de um amplo espectro de
doencas, sendo responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade nos
hospitais publicos e privados do pais. Diante disso, estudos de caracterizacdo deste
microrganismo e seus mecanismos de resisténcia mostram-se imprescindiveis para

contribuir para a saude publica, desde em nivel local até mesmo mundial.

No Brasil, S. aureus é a espécie bacteriana mais comumente isolada a partir de
diversos sitios de infec¢des (GALES et al., 2009). A maioria das estirpes de nosso
estudo é originaria de infecgcdes de lesBes cutaneas e de secrecdo de infeccbes
diversas (45), entretanto, o numero de amostras isoladas a partir de infec¢des de
corrente sanguinea (41) mostraram que este foi o principal sitio de isolamento. De
modo similar, outros estudos também apontam alta incidéncia de infec¢cdes de
corrente sanguinea causadas por S. aureus. Um boletim informativo, publicado em
dezembro de 2014 pela Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana
em Servicos de Saude (Rede RM) da Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aponta que Staphylococcus aureus € a espécie bacteriana mais frequente em casos
de bacteremias no Brasil, estando presente em 14,5% dos casos (ANVISA, 2014).
Bacteremias por S. aureus mostram-se alarmantes devido a dispersdo deste
patbgeno no organismo hospedeiro, podendo ocasionar infeccbes em sitios
anatomicos distantes (BANNERMAN, 2003).

Ainda nado existe na literatura dados que resumam as taxas de mortalidade em
pacientes com bacteriemia por S. aureus no Brasil, contudo, sdo reportados altos
indices em estudos locais: PORTO et al. (2013) detectou uma taxa de mortalidade
de 67% (30/45) em pacientes com bacteriemia por S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. De modo

similar, um estudo com pacientes submetidos a hemodialise em S&o Paulo,

realizado por GROTHE et al. (2010) relata que, dentre 156 pacientes analisados, 94
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adquiriram bacteriemia e desses, 27 desenvolveram endocardite, dos quais, 15
foram a obito.

No presente estudo, mais de 50% das amostras de S. aureus apresentaram
resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos testados. Este resultado corrobora
dados de outros estudos de vigilancia epidemioldgica que evidenciam que os MRSA
correspondem de 30% a 60% dos casos de IRAS causadas por S. aureus no Brasil
(ROSSI, 2011; STEFANI et al., 2012; ANVISA, 2014).

Os tipos de SCCmec detectados com maior frequéncia em amostras de S. aureus
sao: I, Il, Ill e IV (CHAMBERS et al., 2007). Comumente, os MRSA associados aos
cuidados de saude (HA-MRSA) carream o SCCmec tipo |, Il ou lll, enquanto que os
MRSA adquiridos na comunidade (CA-MRSA), normalmente, albergam os tipos IV e
V (DEURENBERG et al., 2007; TRISTAN et al., 2007).

No Brasil, até algumas décadas atras, o Clone Endémico Brasileiro (CEB), carreador
do SCCmeclll, mostrava-se o mais prevalente, correspondendo cerca de 70% dos
MRSA isolados nos hospitais brasileiros (VIVONI et al.,, 2006). Um estudo de
MARTINS et al. (2014) realizado em 46 amostras de MRSA isoladas entre 2002 e
2006 no Hospital Universitario de Botucatu (Sdo Paulo) revelou a prevaléncia do
SCCmeclll em 90% das amostras, e do SCCmec tipo IV em 10% destas. De modo
similar, o estudo realizado por PEREIRA et. al. (2014) também evidenciou a
prevaléncia do SCCmeclll em MRSA isolados em hospitais brasileiros, de modo que
dentre 119 estirpes analisadas, 21 eram MRSA, sendo nove amostras com
SCCmeclll e 12 com SCCmeclV. Em contraste a estes estudos, nenhuma amostra
de MRSA com SCCmeclll foi identificada em nosso estudo, sendo detectados
apenas os SCCmecll (n=29) e IV (n=19) dentre as 59 amostras estudadas. No
estudo CAIAFFA-FILHO et al. (2013) o numero de cepas de MRSA com o SCCmecll
foi mais frequente que o CEB em casos de bacteriemiais nosocomiais. Estes
estudos revelam uma real mudanca na prevaléncia dos clones epidémicos no Brasil
no qual cepas carreadoras do SCCmecll e IV mostram-se cada vez mais presentes
(FIGUEIREDO et al., 2014).

Devido a limitagbes no teste de tipagem do SCCmec, 11 amostras de MRSA do

presente estudo foram determinadas como nao tipaveis devido a amplificacdo de
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bandas inespecificas ou pela ndo amplificacdo de genes do SCCmec. Além disso, o
fato de haver amostras nao tipaveis pode estar relacionado com a técnica utilizada,
ja que o teste de tipagem realizado neste estudo permite a identificacdo apenas dos

SCCmec dos tipos | a VI.

Ao correlacionar os tipos SCCmec detectados nas amostras de MRSA e seus
respectivos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos nao beta-lactamicos foi
verificado que as amostras com o SCCmecll e as ndo tipaveis apresentaram
maiores taxas de resisténcia a uma maior quantidade de antimicrobianos nao beta-
lactamicos em comparacdo as amostras com SCCmeclV. O perfil de
susceptibilidade das amostras SCCmecll mostra-se semelhante as amostras com o
SCCmeclll, as quais, geralmente, apresentam sensibilidade a poucas classes de
antimicrobianos (CABOCLO et al., 2013). De acordo com PALLIN et al. (2008) cepas
com SCCmeclV comumente sdo sensiveis a clindamicina, rifampicina, tetraciclina e
trimetroprima/sulfametoxazol (TMP/STX). Em nosso estudo, amostras com o0
SCCmeclV foram sensiveis a estes antimicrobianos, estando também em
concordancia com os estudos de LIMA et al. (2014) e CAVALCANTE et al. (2014)..

Mais de 50% das amostras de MRSA de nosso estudo apresentaram resisténcia a
eritromicina, ciprofloxacina e norfloxacina. Além disso, amostras com o SCCmecll e
nao tipaveis mostraram-se resistentes a clindamicina. Do mesmo modo, PENA et al.
(2014) ao avaliarem o perfil de resisténcia aos antimicrobianos em MRSA de
hospitais de Goiania constatou que mais de 50% das amostras eram resistentes a
esses mesmos antimicrobianos. Estes dados evidenciam um alto indice de
resisténcia a antimicrobianos que sao rotineiramente utilizados na pratica clinica, o
gue se torna alarmante, pois o uso de antibioticoterapia de amplo espectro pode
favorecer a selecéo de amostras resistentes, além de elevar os custos do tratamento
(MARRA et al., 2009).

Todas as amostras de S. aureus do presente estudo apresentaram sensibilidade a
linezolida. De modo similar, outros estudos também tém detectado altas taxas de
sensibilidade a linezolida em estirpes nosocomiais de MRSA (CAIFFA-FILHO et al.
2013; CABOCLO et al. 2013; GALES et al. 2009). Em decorréncia disso, a linezolida

€ um antimicrobiano comumente utilizado no tratamento de diversas infeccdes
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nosocomiais por MRSA, como pneumonia, infeccbes de pele e tecidos moles
(WEIGELT et al. 2005).

Com excecdo de uma amostra, todas as amostras de MRSA foram sensiveis a
tetraciclina e TMP/STX. Diversos estudos comprovam que, comumente, amostras
apresentando o SCCmecll e IV apresentam grande sensibilidade a estes
antimicrobianos, enquanto que os MRSA com SCCmeclll sdo majoritariamente
resistentes (CAVALCANTE et al., 2014; CAIFFA-FILHO et al. 2013; CABOCLO et al.
2013). Alguns autores vém sugerindo que o uso de tetraciclina e de TMP/STX
podem funcionar como alternativas terapéuticas para o tratamento de infeccdes
associadas a Staphylococcus aureus adquiridos na comunidade (CA-MRSA)
carreadores do SCCmeclV, assim como infec¢cdes causadas por Staphylococcus
aureus resistentes a vancomicina (VRSA), mas suscetiveis a TMP/STX (BORDON et
al., 2010; RUHE et al., 2007; SIEVERT et al., 2008).

Quarenta e oito amostras de Staphylococcus aureus apresentaram concentracao
minima inibitéria (CMI) de oxacilina menor que o ponto de corte, variando de 0,5 a
2,0 pg/mL. Entretanto, destas amostras, sete eram portadoras do gene mecA, sendo
seis amostras com o SCCmeclV e uma nao tipada. Em todas as sete amostras o
halo de inibicho de crescimento bacteriano utilizando o disco de cefoxitina
apresentou diametro préximo ao ponto de corte (22 mm). Ao investigar a ocorréncia
deste resultado na literatura, foi verificado comportamento semelhante em amostras
de S. aureus isoladas em Taiwan, onde dentre 3.160 amostras testadas, 58
apresentavam o gene mecA e CMI de oxacilina menor ou igual a 2,0 ug/mL. Destas,
52 amostras apresentaram o SCCmecV e seis 0 SCCmeclV (CHEN et al. 2012).
Além disso, segundo OKUMA et al. (2002) cepas de MRSA com SCCmeclV muitas
vezes nao sdo detectadas na rotina dos laboratorios por apresentarem CMI de
oxacilina préximo ao ponto de corte. Estes dados destacam a limitacdo dos testes
fenotipicos de sensibilidade utilizados na prética clinica para a deteccdo dos MRSA.
Sendo assim, a identificagdo das amostras de MRSA por meio da deteccao do gene
mecA mostra-se 0 melhor caminho para assegurar a acuracia dos resultados e evitar

falsos negativos.

Apesar de ja terem sido reportadas amostras clinicas de S. aureus resistentes a

vancomicina (VRSA) no Brasil, este perfil de resisténcia ainda é incomum (LUNA et
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al., 2010). No presente estudo, todas as 100 amostras mostraram-se sensiveis a
vancomicina. Mesmo diante de baixos valores de CMI para vancomicina, 0
tratamento de infecgbes causadas por S. aureus com este antimicrobiano sempre
requer cautela, ndo somente pela sua toxicidade, mas também por terem sido
reportados casos de amostras de S. aureus com resisténcia intermediaria (VISA) ou
com heterorresisténcia (hVISA) a vancomicina nas quais as falhas terapéuticas se
mostraram recorrentes (MELLO et al., 2009). Um trabalho que correlacionou as
CMis desse farmaco com sua eficacia clinica em 87 pacientes com pneumonia por
S. aureus mostrou que nas amostras com CMI menor ou igual a 1,0 ug/mL a falha
do tratamento ocorreu em 22 pacientes, enquanto que em 23 pacientes, cujas
amostras apresentavam CMI de 2,0 ug/mL, também ocorreu falha no tratamento,
totalizando assim, 45 casos de falhas terapéuticas com o uso de vancomicina no
tratamento de amostras sensiveis in vitro a este farmaco (MOISE-BRODER et al.,
2004). Recentemente, um estudo similar que analisou a eficacia da terapia com
vancomicina em 85 pacientes com pneumonia por MRSA que apresentavam CMI <
2,0 ug/mL, verificou que 36 destes pacientes ndo obtiveram sucesso terapéutico

com este antimicrobiano e foram a ébito (MACHADO et al., 2013).

Além dos genes de resisténcia aos antimicrobianos, os genes de viruléncia também
contribuem diretamente para a patogenicidade das cepas de S. aureus por
exercerem papel fundamental em permitir a adesédo, a invasao e a permanéncia
deste patégeno no organismo hospedeiro (ZECCONI & SCALI, 2013). No presente
estudo, a deteccdo dos principais genes de viruléncia associados aos S. aureus

permitiu caracterizar os perfis de viruléncia destas cepas.

Os genes de viruléncia mais prevalentes foram os genes associados a expresséao de
adesinas: ebpS (78%) e fnbA (44%). O gene ebpS é responséavel pela expressédo da
proteina de ligacdo a elastina que permite a adesao do patégeno a tecidos ricos em
elasticidade, como pele, pulmdo e vasos sanguineos, enquanto que o gene fnbA
codifica a proteina ligadora de fibronectina A, que promove a invasdo do patégeno
em diversos tecidos do hospedeiro (PARK et al., 1996; GARZONI & KELLEY, 2009).

Um estudo realizado por SCHUENCK et al. (2012) investigou a presenca de genes
de viruléncia em 73 amostras clinicas de S. aureus isoladas a partir de dispositivos

médicos no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (Rio de Janeiro). Neste
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trabalho, os genes ebpS e fnbA também mostraram-se os mais prevalentes, sendo
encontrados, respectivamente, em 73% e 88% das amostras, enquanto que 0s
genes fnbB e bbp apresentaram prevaléncia de 17% e 10%, demonstrando padréo
similar ao nosso estudo, cujas prevaléncias foram de 21% e 11%, respectivamente.
Contudo, no trabalho destes autores o gene fnbB foi encontrado exclusivamente em
amostras com o SCCmeclll similares ao Clone Epidémico Brasileiro enquanto que
no presente estudo este gene foi encontrado apenas em amostras de MRSA com
SCCmeclV. Outra diferenga relevante entre estes dois estudos foi a maior presenca
do gene cna, sendo detectado em 67% das amostras, ao passo que em Nnosso
estudo a prevaléncia deste gene foi de apenas 23%. Possivelmente a incidéncia do
gene cna, no referido trabalho, mostrou-se superior as relatadas em nosso estudo
devido as fontes de isolamento utilizadas, tendo em vista o papel do gene cna em
infeccbes associadas a dispositivos invasivos. PANIAGUA-CONTRERAS et al.
(2014) detectaram 100% de presenca do gene cna em 21 amostras de MRSA

isoladas a partir de cateteres intravenosos.

No estudo realizado por RASMUSSEN et al. (2013) com 88 amostras de MRSA
provenientes de infec¢des invasivas, 0s genes ebpS e fnbA também foram os mais
prevalentes, estando presentes em 100% das amostras, enquanto que 0s genes
fnbB e bbp foram encontrados em 71 e 78 amostras, respectivamente. Em
semelhanca ao nosso estudo, o gene cna foi um dos genes associados a expressao
de adesinas menos prevalentes em amostras de MRSA, sendo detectado em 43
amostras clinicas. De modo geral, foi possivel observar que a prevaléncia dos genes
de adesinas pesquisados pode variar, consideravelmente, dependendo do tipo de
infeccdo a qual as amostras foram isoladas. Além disso, alguns genes como cna e

fnbB aparentam ser especificos de determinadas linhagens.

BN

Ao investigar a presenca de genes de viruléncia associados a expressao de
importantes toxinas, foi verificada uma baixa prevaléncia destes em nossas
amostras. Nao foi detectada a presenca dos genes see e tsst em nenhuma amostra,
enguanto que 0S genes sea e sec apresentaram uma prevaléncia de apenas 3 e 1%
respectivamente. Um estudo realizado por CHEN et al. (2013) em 108 amostras (46
MSSA e 62 MRSA) associadas a bacteremias também ndo detectou amostras
portadoras dos genes see. Por outro lado, a prevaléncia dos genes tsst, sea, sec

foram de 12%, 20% e 15%, respectivamente, sendo mais elevadas que em nosso
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estudo. Em outro estudo, realizado por SINA et al. (2013), com 136 amostras de S.
aureus provenientes de infeccdes diversas, verificou que a incidéncia dos genes see
e tsst foi de 0,8 e 1,0%, enquanto que 0S genes sea e sec se mostraram presentes
em 32 e 0,6% das amostras. De um modo geral, os dados apresentados por este e
outros estudos evidenciam uma baixa prevaléncia destes genes em amostras
nosocomiais de S. aureus. Em geral o gene codificador da enterotoxina A (sea) tem
sido detectado em incidéncia inferior a 50%, enquanto que 0S genes responsaveis
pela expressdo das enterotoxinas C (sec) e E (see), e da toxina da sindrome do
choque toxico (tsst) continuam sendo encontrados em prevaléncia inferior a 20%
(VERKAIK et al., 2010; GUIMARAES et al., 2014; SABOUNI et al., 2014).

O gene lukS-F responsavel pela expressao da Leucocidina de Panton-Valentine
(PVL) foi detectado em 22 amostras de S. aureus, sendo 17 MRSA e cinco MSSA.
Dentre as 17 amostras de MRSA portadoras do gene lukS-F, onze albergam o
SCCmec 1V, trés o SCCmecll e outras trés foram néo tipaveis. No estudo de
CAVALCANTE et al. (2012) foi detectada a presenca deste gene em trés dentre 20
amostras de MRSA oriundas do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (Rio
de Janeiro), além disso, todas as trés amostram albergavam o SCCmec |V, sendo
duas dessas de origem comunitaria. Similarmente, um estudo realizado por BRUST
et al. (2013) avaliando a colonizacdo nasal de 80 pacientes internados em um
Hospital Geral de Niter6i (RJ) detectou 16 amostras de S. aureus, sendo 13
resistentes a meticilina. Todas as amostras de MRSA apresentaram o SCCmeclll e
as 16 amostras apresentaram o gene da PVL. Em um recente estudo, LIMA et al.
(2014) encontraram o gene da PVL em 13 de 28 amostras de MRSA isoladas em
criancas com fibrose cistica, no qual cinco (38,4%) amostras apresentaram o
SCCmeclV, trés (23%) o SCCmecll, duas (15,3%) o tipo | e duas (15,3%) amostras
apresentaram o SCCmec nao tipavel. GELATTI et al. (2013) anaromperam, em um
hospital de Porto Alegre, 58 amostras de S. aureus, sendo cinco (8,6%) destas
amostras caracterizadas como CA-MRSA e, dessas, trés (60%) amostras

albergavam o gene da PVL e apresentavam SCCmeclV.

A existéncia de amostras clinicas de S. aureus portadoras do gene IukS-F nos
hospitais investigados neste estudo revela-se um dado relevante, pois, infeccbes
causadas por estas cepas, normalmente, apresentam maior severidade em

decorréncia do papel pré-inflamatério e citolitico da PVL, sendo comumente
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associadas a infec¢des de pele e tecidos moles, assim como infec¢des invasivas e
graves, COmo sepse e pneumonia necrotizante. Esta ultima tem sido frequentemente
associada aos CA-MRSA produtores de PVL em varios paises, apresentando uma
alta taxa de mortalidade (GILLET et al., 2002, SHALLCROSS et al. 2013 e CHEN et
al. 2014).

Apesar de os testes estatisticos terem envidenciado que o grupo das amostras de
MSSA deste estudo sdo mais virulentas que as MRSA, ainda ndo ha consenso, na
literatura, se o0s MRSA ou os MSSA tendem a ser o grupo de maior viruléncia, diante
da aleatoriedade destes resultados em estudos simiares ao nosso. Entretanto,
alguns autores afirmam a facilidade na aquisicédo de genes de viruléncia em cepas
S. aureus que apresentam menos genes de resisténcia em seu genoma,
especialmente em cepas de MSSA e de MRSA com SCCmec menores (COLLINS et
al., 2010; JIMENEZ et al., 2011).

A analise da diversidade clonal das 59 amostras de MRSA do presente estudo
revelou a presenca oito genétipos, nomeados de A até H, cujas amostras

apresentaram nove perfis de viruléncia distintos.

Ainda sao escassas na literatura nacional publicacdes que correlacionem gendtipos
detectados em analise por PFGE e seus respectivos perfis de viruléncia. Ao
comparar nossos resultados com o estudo realizado por SCHUENCK et al. (2012),
foi observada uma menor prevaléncia de genes de viruléncia nos perfis do nosso
estudo, sendo encontrados de um a trés genes por perfil, ao passo que no trabalho
destes autores os perfis apresentavam de trés a seis genes de viruléncia. Além
disso, em nosso estudo foi observado que no genétipo das amostras com
SCCmeclV houve predominio dos genes fnbB e IukS-F enquanto que no outro
estudo os genes cna, fnbA e ebpS mostraram-se mais presentes. Outra diferenca
relevante entre os dois estudos foi que neste trabalho o gene fnbB foi encontrado
apenas em amsotras com o SCCmeclV enquanto que no estudo daqueles autores

esse gene foi especifico de amostras com SCCmeclll.

Um estudo epidemioldgico feito por RODRIGUEZ et al. (2014) em 159 amostras de
S. aureus provenientes de colonizagédo nasal de pacientes de zero a cinco anos de

idade detectou 21 amostras de MRSA, sendo 12 com SCCmeclV e nove nao
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tip4veis distribuidas em seis complexos clonais. Neste trabalho o gene PVL mostrou-
se 0 mais prevalente, estando presente em 16 cepas, seguido pelo gene tsst,
detectado em 13 cepas. Os demais genes de viruléncia associados a expressao de
enterotoxinas, como sea, Seb, sec e see apresentaram baixa prevaléncia.
Diferentemente de nosso trabalho, os genes associados a adesinas ndo foram
investigados nesta pesquisa. Outro estudo similar, realizado por PANIAGUA-
CONTRERAS et al. (2014), com 21 amostras clinicas de MRSA (trés com SCCmecl,
seis com SCCmecll e 12 com SCCmeclV) provenientes de infec¢des relacionadas a
cateter foram divididas em 15 gendtipos distintos, apresentando dez perfis de
viruléncia. No referido trabalho, foi detectada uma alta prevaléncia de genes de
adesinas em todos os MRSA pesquisados: todas as amostras apresentaram 0S
genes cha e bbp, enquanto que os genes ebpS, fnbA e fnbB apresentaram taxas de
prevaléncia de 90, 90, e 80% respectivamente. Os genes associados a toxinas nao

foram avaliados.

Em nosso estudo, o gendtipo A foi identificado com maior prevaléncia, sendo
composto por todas as 29 amostras de MRSA com SCCmecll e mais oito amostras
de MRSA nédo tipaveis, abrangendo 63% (n=37) do total de MRSA. Foram
detectados 10 pulsotipos no gendtipo A (Al ao A10) entre os quais o pulsotipo Al foi
0 mais prevalente, abrangendo 19 amostras. Todas as 19 amostras de MRSA com
SCCmeclV juntamente com outras trés amostras nao tipaveis foram encontradas
nos outros genotipos, sendo o gendtipo B o segundo mais prevalente, contendo 15
amostras. Assim, ficou caracterizada a circulacédo de dois genétipos dominantes nos
hospitais pesquisados. Este pequeno numero de genoétipos circulantes nos hospitais
estudados indica a necessidade de melhorias no sistema de vigilancia e a adocéo de
medidas eficazes de controle que evitem a disseminacdo intra-hospitalar destes

gendtipos.

No estudo realizado por PEREIRA et al. (2014) foram detectados em trés genoétipos
distintos em 21 estirpes de MRSA identificadas em infec¢des diversas em pacientes
de uma UTI pediatrica (Botucatu — Sdo Paulo). Nove destas amostras apresentaram
o SCCmeclll e foram correlacionadas ao clone epidémico brasileiro (CEB), e outras
12 amostras com o SCCmeclV estavam associadas a dois clones CA-MRSA, um
americano (USA800) e outro japonés (JCSC4469). Em contraste, ndo foram

detectadas amostras carreadoras do SCCmeclll em nosso estudo, e por
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consequéncia, nao foram detectadas amostras relacionadas ao CEB dentre os 59
MRSA analisados.

Todas as amostras albergando o SCCmecll foram classificadas no mesmo genétipo,
enquanto que as amostras com o SCCmeclV apresentaram uma maior diversidade
genotipica por estarem distribuidos em sete genotipos distintos, indicando que a
presenca dos MRSA com SCCmeclV nas instituicdes de saude pesquisadas possui
origem policlonal. Essa diversidade genotipica caracteristica das amostras com
SCCmeclV também foi verificada em outros estudos (RODRIGUES et al., 2013;
SCHUENCK et al., 2009; BARTELS et al., 2007). De acordo com ROBINSON &
ENRIGHT (2003) esta alta diversidade € causada ndo somente pela disperséo
destes genotipos entre os pacientes, mas também pela disseminacao de elementos

SCCmeclV nos Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA).

Os resultados apresentados neste estudo evidenciam que é cada vez mais
importante a realizacdo de uma vigilancia epidemiolégica ativa nas instituicdes de
saude, objetivando a deteccéo e a caracterizacdo de cepas de MRSA, ndo somente
quanto aos tipos SCCmec, como também em relacdo aos genotipos e a presenca de
determinantes de viruléncia. O conhecimento da epidemiologia local dos principais
agentes etiologicos das infec¢Bes associadas aos cuidados de saude (IRAS) , assim
como os Staphylococcus aureus, € imprescindivel para o estabelecimento de
medidas de prevencdo e controle da disseminacdo destes microrganismos. Além
disso, estes estudos epidemioldgicos permitem identificar importantes mudancgas no
perfil de resisténcia aos antimicrobianos utilizados na pratica clinica,
compreendendo assim o perfil da populagédo de microrganismos de cada hospital no
intuito final de estabelecer medidas eficazes de combate as altas taxas de

mortalidade e morbidade associadas as IRAS por S. aureus no Brasil.
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7 CONCLUSOES

o As amostras de MRSA deste estudo apresentaram um alto indice de
resisténcia aos farmacos comumente utilizados na pratica clinica como oxacilina,

eritromicina, ciprofloxacina, norfloxacina, rifampicina e clindamicina.

o Foi verificada uma elevada taxa de sensibilidade das amostras de MRSA a
trimetoprima/sulfametoxazol, tetraciclina e gentamicina, revelando-se importantes

alternativas terapéuticas em infeccdes por este agente;

o Este estudo demonstrou a prevaléncia dos SCCmec tipo Il e IV nas amostras
de MRSA das instituicbes de saude pesquisadas. Foi observada a auséncia do

Clone Epidémico Brasileiro (SCCmeclll) nos hospitais e no periodo pesquisados;

o Ficou evidente a limitacdo dos testes fenotipicos de sensibilidade aos
antimicrobianos para a deteccao de algumas cepas de MRSA comumente utilizados
na rotina clinica, como o teste de determinagdo da concentracdo minima inibitéria e

o teste de difusado a partir do disco de antimicrobiano.

o As amostras de MRSA do presente estudo revelaram-se pouco virulentas
diante da existéncia de um numero reduzido de genes nos perfis de viruléncia

identificados.

o Os genes de viruléncia ebpS e fnbA mostraram-se os mais disseminados
entre as amostras analisadas enquanto 0s genes associados a expressao de toxinas

Mmostraram-se pouco frequentes Oou ausentes;

o Os genes cna, bbp e fnbA apresentaram relevante prevaléncia nas amostras

de MSSA, denotando maior viruléncia destas em comparacdo as MRSA estudadas.
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o O gene da PVL mostrou-se mais frequente em amostras com o SCCmeclV
(gendtipo B), demonstrando uma caracteristica de maior facilidade de se inserir em

amostras que apresentam SCCmec menores;

o Houve a prevaléncia de dois gendtipos dominantes (A e B) nos hospitais de

nossa regido em relacao as amostras de MRSA analisadas.

o O perfil de viruléncia dos dois gendtipos dominantes mostrou-se especifico
aos mesmos diante da dominancia do gene ebpS no gendtipo A e dos genes fnbB e

lukS-F no gendtipo B;

o Foi observada uma possivel entrada de diferentes clones albergando o
SCCmeclV nas instituicdes hospitalares analisadas em fungdo da grande

diversidade genotipica destas amostras.
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