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RESUMO
Cristiana Ossaille Beltrame

Avaliacdo do teste Restricdo Modificacao (teste Rita a identificacdo das principais
linhagens dé&taphylococcus aureussistentes a meticilina (MRSA) isoladas de
hospitais do Rio de Janeiro

Orientadora: Agnes Marie S& Figueiredo

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida aaaRragde Pés-Graduacdo em

Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiol@giPaulo de Goées da Universidade

Federal do Rio de Janeiro, como parte dos reqaisgoessarios para a obtencéo do titulo
de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Os Staphylococcus aureussistente a meticilina (MRSA) apresentam uma [aqgio
com estrutura altamente clonal, o que torna muwinptexa a identificacdo de linhagens
circulantes, devido a necessidade de se usar nesofigticados, envolvendo tecnologias
de DNA. Recentemente, técnicas simples e rapidaemletipagem tém sido desenvolvidas
e, geralmente, envolvem PCR. Um exemplo € o mé&odbecido como teste de Restricdo
e Modificacdo (RM), proposto para identificar asinpipais linhagens de MRSA
circulantes em hospitais, incluindo os complexosais (CC) de MLST CC1, CC5, CCS8,
CC22, CC30 e CC45. Neste trabalho, objetivamosiaval teste RM, utilizando como
padrdo de comparagdo uma combinacdo de métodascokde tipagem de MRSA,
incluindo a técnica de pulsed-field gel electrofise(PFGE) e tipagem S@&c Além
disso, procuramos definir marcadores fenotipicoski®tipo) e deteccdo molecular ki
diagnésticos, que pudessem validar os resultadidoshatravés do teste RM. Ao final de
nossas analises, concluimos que o teste RM apoesaita sensibilidade, alocndo 129 das
131 amostras analisadas em algum CC, e especadifecida 100%, alocando corretamente
nos CC todas as 126 amostras que apresentavars gerf’FGE conhecidos analisadas
(BEC, USA 100, USA 400, USA 600 e USA 1100). Achantambém interessante
acrescentar ao teste alguns marcadores, de foomaiamar os resultados obtidos. Nossos
estudos indicaram como um marcador interessantedd@ de susceptibilidade a quatro
antimicrobianos (ciprofloxacina, Cip; sulfametoxazonetoprim SxT; eritromicina, Eri; e
tetraciclina, Tet). A maioria das amostras testguageram ser alocadas em um numero
restrito de 4 antibiotipos predominantes, desigaa&ibl (Cig® Sxf® Eri® TTT), AT4 (Cip®
Sxt Eri® Tet), AT5 (Cip> Sxt Erit Tef) e AT8 (Cig® Sxt Eri® Tef’). Adicionalmente,
para validarmos o teste RM para aquelas amostrakfetentes CC que apresentaram o
mesmo antibiotipo, ou amostras que apresentaranbidiios ndo predominantes,
acrescentamos a deteccdo Wi diagnosticos como SQG@edll (para amostras
apresentando CC8, antibiotipo predominante: ATARSFpv (para diferenciar amostras
CC30, antibiotipo predominante: AT4), das amost@€5-SCQCnedV, antibiotipo
predominante: AT5sehe agrll (para diferenciar amostras CC1, CC5-3@dl e CC45,
as guais apresentam o antibiotipo: AT8). Destanérpropomos um novo esquema de
genotipagem de amostras de MRSA, baseada na desednidos CC através do teste RM,
em paralelo com a analise dos antibiotipos parp, (81T, Eri e Tet), associada a detecc¢éo



de quatro marcadores moleculares especifi®S0Omedll, lukSFv, seh e agrll).
Acreditamos que esse esquema torna o teste RM notaisto e sera bastante util para
triagens iniciais de patdogenos de MRSA envolvidosirgfeccdes associadas aos cuidados
a saude (IACS).

Palavras-chave: MRSA, complexo clonal, genotipagteste RM,loci diagndsticos,
antibiotipo

Rio de Janeiro
Julho de 2010



ABSTRACT

Cristiana Ossaille Beltrame

Avaliacdo do teste Restricdo Modificacdo (Teste RER a identificacdo das principais
linhagens dé&taphylococcus aureussistentes a meticilina (MRSA) isoladas de
hospitais do Rio de Janeiro

Orientador: Agnes Marie S& Figueiredo

Resumo da Dissertagcdo de Mestrado submetida acaRragde Pds-Graduagcdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiol@Prof. Paulo de Gées da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos reqgsisigoessarios para a obtengao do titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas.

Methicillin resistant Staphylococcus aureu@MRSA) isolates display a very tide
clonal population structure that makes very sopfattd the identification of the
circulating lineages, due to the need of using DiNéthodologies for MRSA typing in
the occurrence of outbreaks. Recently, rapid amglsi genotyping techniques have been
developed and, generally, PCR based. For instéineggstriction modification test (RM
test) was proposed for the identification of theammarculating MRSA lineages, including
the clonal complex (CC) of MLST CC1, CC5, CC8, CC2Z30 e CC45. In this work,
we aim to evaluate the RM test, using gold stan@ambmbination of classic typing
methods, including pulsed-field gel electrophore@$GE) and SCec typing. In
addition, we tried to define phenotype marker (dase antimicrobial susceptibility) and
the detection of diagnostioci to validate the results obtained here by using M.
After the analysis, we could conclude that RM sstws a sensibility of 98% (grouping
in CC 129 from 131 isolates analyzed), and 100%pefcificity, correctly classifying in
the CC all of 126 strains that display known PFGiens (BEC, USA 100, USA400,
USA 600 and USA 1100. We also thought it wouldrteresting to add some markers, in
order to confirm the results of RM test. Our stgdiedicated that the susceptibility to four
antimicrobial drugs (ciprofloxacin, Cip; trimethaprsulphamethoxazole, SxT,;
eritromycin, Eri; and tetracycline, Tet) would be mteresting phenotypic mark. The
majority of isolates tested could be allocatedhinestrictive number of 4 predominant
antibiotypes, called AT1 (CipSxf Eri® Tef)), AT4 (Cip° Sxt Eri° Tef’), AT5 (Cip> Sxt
Erif Tef) e AT8 (Cit Sxf Eri® Tef). In addition, to validate the RM test for that
isolates displaying the same antibiotype, or foolates having non-predominant
antibiotypes, we added the detection of diagndstr; including SC@nedll (for isolates
displaying CC8, predominant antibiotype: ATIJkSFpv(for differing CC30 isolates -
predominant antibiotype AT4 - from the isolates C&BOmedV - predominat
antibiotype AT5),sehe agrll (to differentiate isolates CC1, CC5-S@@&dl and CC45,
which display AT8). Thus, we propose a novel ggpioty scheme for MRSA isolates,
based on determination of CC using RM test, contamhiwith the analysis of
antibiotypes, associated to the detection of 4 oubde specific diagnostic markers
(SCQmedll, lukSHv, sehe agrll). We believe that this scheme makes the RM reste



robust and will be very useful for initial screegiof MRSA lineages involved in health
care associated infections (HCAI).

Palavras-chave MRSA, genotyping, RM test, clonal complex, diagmosloci,
antibiotype

Rio de Janeiro
Julho de 2010
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1. Introducéo

1.1.Staphylococcus aureus

As bactérias do géner&taphylococcuspossuem forma cocoide, sdo Gram-
positivas, catalase-positivas, imoveis, facultaiva ndo formam esporos, sendo
classificadas como componentes da fanSliaphylococcacea@GUSMAN, ROMEO
& GARCIA-VALLVE, 2008). A espécieStaphylococcus aurewsibsp.aureus(mais
conhecida com&. aureusagrupa um dos microganismos mais amplamente azkbgd
por estarem envolvidos em uma gama de processaxio$os, representando uma das
principais causas de infecgcbes associadas aos dosidaa saude (IACS).
Adicionalmente, esses microrganismos apresentanvadde capacidade para
desenvolver resisténcia antimicrobiana, contriboiiadsim para o aumento dos indices
de morbidade e mortalidade (APPELBAUM, 2006; PLATRQSATO & WEGRZYN,
2009). Sua distribuicdo no corpo humano € ampldempdo colonizar mucosas nasais,
perineo, axilas, boca, orofaringe, vagina, glarglulmamarias e trato intestinal
(CHILLER, SELKIN & MURAKAWA, 2001; PEACOCKEet al, 2001; FRANKet al,
2010).

As infecgbes poB. aureugpodem ser classificadas com base em dois tiptetds
processos infecciosos agudos e doencas causadasxpws. As infeccOes agudas
podem ser simples e localizadas, como os furunaalospetigos, ou mais graves e
invasivas, incluindo as endocardites, osteomigligseumonias, meningites, dentre
outras, podendo algumas se apresentar sob forrmandisada, como as bacteremias e
as infeccOes generalizadas (CHAN al, 2003, BAMBERGER, 2007). Doencas
causadas por toxinas também apresentam diferesgesteos de manifestacdes clinicas,
como a sindrome da pele escaldada, sindrome dauehidgico e as intoxicacdes
alimentares (LELOIR, BARON & GAUTIER, 2003).

A extraordinaria plasticidade d&aureugara infectar diferentes tecidos e 6rgaos
de humanos tem sido atribuida aos seus inUmemm®g$ate viruléncia, os quais podem
estar ancorados a superficie celular bacterianaseu secretados para o0 meio
extracelular. Além disso, outra caracteristica irtggide deste microrganismo € sua
facilidade em adquirir genes que conferem resi&énaos antimicrobianos
(KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000; DEURENBERG & STOBERINGH,
2008).

17



Outra importante caracteristica d8&saureuse que também esta envolvida na
patogenicidade é sua capacidade de sobrevivergngos$ periodos em superficies
inanimadas, formando uma espécie de filme biolggicobiofiime KRAMER et al,
2006). Acredita-se que a formacédo de biofilme seja um @ascipais fatores
bacterianos relacionados a infec¢des hospitalassc@adas aos biopolimeros, as quais
sdo geralmente graveSQTZ, 2002) Dentre essas infeccdes incluem-se as bacteremias
primarias associadas ao uso de cateteres endogerugsdrais, as pneumonias
associadas a ventilacdo mecanica, as infec¢Oeariagnrelacionadas aos cateteres
vesicais e 0 uso de proéteses ortopédicas e valeala$acas. Um fator complicador é
que o tratamento dessas infec¢des associadas famdikeva, na maioria dos casos, a
remocao do dispositivo médico, ndo raramente araegcirurgia, visto que, muitas
vezes, 0 antimicrobiano ndo consegue atingir asadam mais internas do filme
bioldgico e, desta forma, ndo é possivel elimindata massa estafilocOcipaILCOX
et al, 2001;PARSEK & SINGH, 2003). Além disso, a formacdo defibhe pelas
bactérias confere uma série de vantagens ao méensrgo, tais como capacidade de
resistir aos antimicrobianos, a fagocitose e a agigistema complemento, além de
aumentar sua habilidade para capturar e concenttdrientes do ambiente
(BEVERIDGE et al, 1997). Recentemente estudos de nosso grupo mavelgue o
biofilme parece ser um fator que contribui para quisicdo de resisténcia aos
antimicrobianos, por promover o contato céluladeéke, assim, aumentar a taxa de
transferéncia génica (DE ARAUJE al., 2006).

1.1.1.Staphylococcus aureussistentes a meticilina (MRSA)

A introducéo da penicilina em 1940 resultou em wedaicdo drastica dos indices de
morbidade/mortalidade das infeccbes [@r aureus No entanto, em 1942, foram
observadas cepas estafilocdcias resistentes amgta, sendo este fendétipo resultante
da aquisicdo de um plasmideo que codificava umianenf-lactamase ou penicilinase)
capaz de hidrolisar o angllactamico das penicilinas naturais. Em 1960, 8@odlas
as amostras d8.aureushaviam adquirido resisténcia a penicilina. A desctzb das
penicilinas semi-sintéticas (como a meticilina@xacilina) representou, na época, uma
perspectiva de controle das cepas resistentesdlipen Entretanto, ja na década de 60,
foram detectadas as primeiras cepa$ daureusapresentando um novo mecanismo de

resisténcia a essas novas penicilinas (JEVONS, )1964tas amostras sdo hoje
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conhecidas pela sigla MRSA, do ingsthicillin Resistant Staphylococzaureus A
resisténcia a meticilina e@. aureusocorreu através da aquisicdo do gerexA que
codifica uma proteina de ligacdo a penicilina (PB&2 PBP2a, do inglédenicilin
Binding Proteir), e confere resisténcia a meticilina e a oufdactamicos. A PBP2a é
uma transpeptidase alternativa, a qual possui bafixadade pelos antibioticoB-
lactamicos (BERGER-BACHI & ROHRER, 2002). E sabgle as transpeptidases s&o
importantes na formacao de pontes transversas rédeyaelular bacteriana. Assim, a
sintese do peptideoglicano pode ocorrer normalmerds amostras resistentes
(portadora do genmecA, através da agdo enzimatica desta PBP modifieadiesta
forma, as bactérias resistentes podem sobrevivesmmaa presenca das penicilinas.

O genemecAesta localizado em um elemento genético moveigdado de cassete
cromossomico estafilococicanec (SCAne¢ do inglés: Staphylococcal Cassette
Chromosome mgcO SCQnecesta integrado ao cromossomo dos MRSA, em um sitio
especifico &ttBscg, localizado préximo a origem de replicacdo e dlasado por
sequéncias diretas e repetidas. Este segmento ée @ pode variar de 21 a 67 Kb,
carreia o chamado “complexo gamec, o qual corresponde as regides do gereAe
de seus reguladoresiecRle mecl,e o “complexoccr’. Neste complexo se encontram
0s genes que codificam para recombinagesds cd; as quais sao responsaveis pela
mobilidade do SC@ec Os genesecle mecRlapresentam atividade repressora e anti-
repressora, respectivamente, sobre o gee® (ARCHER & NIEMEYER., 1994).

Até o momento, 8 tipos de S@tec foram descritos (tipo | -VIII), cada qual
carreando uma combinacdo caracteristica dos coogpteEx, mece do repertério de
determinantes de resisténcia (Figura 1; adaptada DEEURENBERG &
STOBBERINGH, 2008). Os SGfiecdos tipos I, IV e V, VI, VIl e VIII carreiam o
mecAcomo unico gene de resisténcia (HIRAMAT®U al., 2002; HIGUCHI et al.,
2008; ZHANG et al, 2009) . Em contraste, os S@Ec tipo Il e Il determinam
multiresisténcia, uma vez que carreiam elementogtgms mdveis como plasmideos
(pUB110, pl258, pT181) e transposons §54), os quais podem conter genes de
resisténcia a antimicrobianos e metais pesadosAMIRISU et al, 2000). Os cassetes

mectambém podem carrear elementos de insercao, cdBiBbe 1257 (Tabela 1).

Cepas contendo S@g&ctipo | foram primeiramente isoladas no Reino Unieim,
1961, dois anos apods a introducdo da meticilinenaiastria farmacéutica. Os tipos Il e

Il de SCGnec (53 Kb e 67Kb, respectivamente) foram associadosepas
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predominantes na década de 1980. Esses trés tiposSECGnec tem sido
predominantemente isolados em cepas de MRSA adascainfec¢coes nosocomiais
(ITO et al, 2001). Ja o SQ@Gec tipo IV (21-24,3Kb) tem sido encontrado,
principalmente, em cepas de MRSA que vem emergimionfeccées na comunidade
(CA-MRSA, do inglés community acquired methicillin-resistant Staphglocus
aureuy, em diversos paises, incluindo os EUA, FrancageuPortugal,Holanda,
Australia, Nova Zelandia, Brasil, Italia, dentretrog (ITOet al, 2001; DAUMet al,
2002; VANDENECH et al, 2003 RIBEIROet al, 2005). Além disso, este tipo de
elemento também pode ser encontrado em clones deAVHERsociados a infec¢des
hospitalares, conhecidos como clone pediatrico &EM15 (AIRES DE SOUZAet
al., 2005; CONCEICACet al, 2010). Ja o SQ@ectipo V apresenta cerca de 28Kb e
foi detectado em algumas amostras de CA-MRSA (COGMBal, 2004; ITOet al,
2004; O'BRIENEet al, 2005). O SC@ectipo VI (21Kb) apresenta ukcrAB alotipo 4,
diferente de todos os descritos. Até o momente, tgsd de SC@ecso foi encontrado
em amostras pertencentes ao clone pediatrico a®lach hospitais de Portugal e da
Franca (OLIVEIRA, MILHEIRICO & LENCASTRE, 2006; DAWALDER et al.,
2008). O SC@ectipo VII (35,9Kb) foi encontrado em amostras de MR&sociadas a
infeccbes comunitarias em Taiwan e pertencenteST&® (ST, sequéncia tipo; do
inglés: sequence-typing Este novo tipo € homologo 8&CCme¥, porém com certas
modificacbes e insercdes de elementos genéticoGUBHI et al., 2008).
Recentemente, foi descrito um novo tipo de B@€ denominado SQ@Ged/Ill (32
kb). Este tipo foi encontrado em amostras epidétipicamente hospitalares, isoladas
no Canada e possui uma combinacao unica dos coogpteecAe ccr (ZHANG et al,
2009). Variantes dos tipos principais de $@&Ctém sido descritas. As variacdes sao
baseadas principalmente na presenca ou ausén@ementos genéticos moveis no
cassete (OLIVEIRA & LENCASTRE, 2002; SHORé& al, 2005; MILHEIRICO,
OLIVEIRA & LENCASTRE, 2007).
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Tabela 1. Elementos genéticos modveis inseridos no REECe fendtipo de

resisténcia aos antimicrobianos.

Elemento genético movel

Fenadtipo de resisténcia

pUB110
pl258
pT181
Tn554

canamicina, tobramicina e bleomicina
penicilina
tetraciclina

macrolideos, lincosamina e estreptogramina B

SCCewelll

SCCmec VY

SCC ey

SCC mee

SCC mec W

S0C s Wl

32 SracRT
ar,
SCCrmeel E ol
mech  Yisdzre
5 ]
. S -
SCCmecl| e ] [ ]
s

1S4

Figura 1. Desenho esquematico dos S@&C tipo | ao VIII encontrados em

amostras de MRSA. Os principais elementos estéeseptados (genexr, 15431,
mecA mecl/Rlorfx, pl258, pT181, pUB111 e B54). Adaptada de DEURENBERG &

STOBBERINGH (2008).

Além da ilha de resisténcia S@@©¢ podemos encontrar em outrésci do

cromossomo deS .aureusilhas de patogenicidade (SaPl; do ing&sphylococcus

aureus pathogenicity islapdas quais carreiam genes que codificam paraedifes

superantigenos, como as toxinas do choque téxégterotoxinas B e C, as quais estédo

associadas a sindrome do choque toxico e intoxacai#nentar, respectivamente
(NOVICK, 2003; BABAet al, 2008; PLATA, ROSATO & WEGRZYN, 2009).
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Estudos de sequenciamentoSleaureusrem revelando a presenca de profagos em
seu genoma (HOLDENet al., 2005; BABA et al, 2008; PLATA, ROSATO &
WEGRZYN, 2009). Alguns desses virus bacterianoeizan genes que codificam para
toxinas como a estafiloquinase, enterotoxina Ara pdeucocidina de Panton-Valantine
(PVL), esta ultimanormalmente ocorre em cepas de MRSA relacionadateecdes
comunitarias (CA-MRSA) e tem sido associada a camosnfeccdes estafilococicas
graves, como fascite necrozante e quadros de pmearhemorragica com necrose
(VOYICH, 2006; LAMBADEIRA-REY et al, 2007). A PVL leva a formacéo de poros
nas membranas dos leucdcitos, sendo também citatdpdara outros tipos celulares
(LAMBADEIRA-REY et al, 2007). Esta leucocidina é formada por duas sdbhdas:
LukSpv e LukFpv, as quais sdo codificadas por dois genes dendosrakS{pv e
lukF-pv, que estéo localizados em um profa@®é&2mw) inserido no cromossoma dos
S. aureugKANEKO& KAMIO, 2004). Apesar de varios trabalhogibuirem um papel
para a PVL em casos graves de infec¢cdes por amadtrdCA-MRSA, seu papel na
viruléncia em modelos experimentais € controveV$dY(ICH et al.,, 2006; BUBECKet
al., 2008).

1.1.2 Clones deStaphylococcus aureuresistentes a meticilina associados aos
hospitais (HA-MRSA)

A multiresisténcia adquirida pel& aureusmergiu de forma acelerada. Estima-se
gue na década de 1970 somente 2% destes micrargeneram MRSA. Ja em 2004,
nos EUA, 60% dosS. aureussolados em unidades de terapia intensiva eram MRS
(NNIS, 2004). A literatura aponta que a partir dizio da década de 1990 ocorreu uma
rapida e crescente disseminacdo de amostra$.daureusapresentando elevada
multiresisténcia a antimicrobianos (AL-MASSAUD, DAY RUSSEL, 1991,
TEIXEIRA et al, 1995; CHAMBERS, 1997). Acredita-se que estaeaxael evolucao
bacteriana seja resultante, principalmente, dasf@ceseletiva decorrente da imensa
guantidade de agentes antimicrobianos que saozadlils na pratica médica
(OLIVEIRA, TOMASZ & LENCASTRE, 2001).

Os MRSA tornaram-se o principal patdgeno hospitatartermos de incidéncia e
gravidade das infeccbes, sendo importantes agesitelbgicos de pneumonias e
bacteremias nosocomiais (SCHABERG, CULVER & GAYNHS91; RODRIGUEZ-
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BANO et al, 2008). E importante citar que a disseminacdo MBSA associados a
infeccdes hospitalares (HA-MRSA; do inglé@sospital-acquired methicillin-resistant
Staphylococcus aureug de proporcdo mundial. Clones especificos de MR&o
capazes de se disseminar através dos continenmegngo, desta forma, causar
infeccdes nosocomiais de natureza pandémica (TERXHLt al, 1995; SOUZAet al,
1998; COIMBRA et al, 2000; SOARESet al, 2001; COIMBRA et al, 2003;
RODRIGUEZ-BANOet al, 2008).

Amostras de MRSA geneticamente muito semelhant@sesmo iguais (mesmo tipo
clonal) quanto ao padrdo de PFGE (do inglpalsed-field gel electrophoresis;
TENOVER et al, 1995, TENOVER et al, 1997); MLST (do inglésmultilocus
sequencing typingENRIGHT et al, 2000), o qual define a sequéncia-tipo (ST) e
complexo clonal (CC) da amostra analisada; tip&@@&@nec(BOYE et al, 2007) e de
polimorfismos dos genes que codificam para a praté, por exemplo (genspa
FRENAY et al, 1996), tem sido detectadas como agentes etoi®gie infeccdes
nosocomiais em varios paises do mundo. Essa seamallgenotipica ressalta uma
caracteristica evolucionaria importante observamkapopulacdes de MRSA, que é sua
distribuicdo em uma estrutura altamente clonal (Gt al, 2008). Assim, vé-se que
um grande numero de infecgbes adquiridas em hasgitaausado por alguns poucos
clones especificos de HA-MRSA, sendo estes recaidgecomo um sério problema de
salde publica (DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008; KERDIY et al.,2008).

Os principais clones de MRSA relacionados a infesgdosocomiais pandémicas
séo o clone Ibérico (Cl ou USA500), o clone pediatCP ou USA 800), o clone Nova
lorque/Japao (CNI/J ou USA 100), os clones EMRSAelEMRSA 16 (este ultimo
também chamado USA 200), e o clone epidémico bresihiungaro (BEC/CH; Tabela
2). O clone hdngaro, na realidade, é um variantdEG, detectado inicialmente na
Hungria, que se diferencia deste por possuir unmeg&@ no SC@ec (0 plasmidio
pT181 substituindo o plasmidio pl258). Devido aaederenca, o CH foi classificado
como SC@nedll, enquanto o BEC foi considerado S@EdIIA (OLIVEIRA &
LENCASTRE, 2002; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008).

O clone Ibérico, classificado como ST247-3@¢ IA (ST, do inglés:sequence
typing e, portanto, pertencendo ao complexo clonal (€&Gdi detectado, inicialmente,
causando um surto num hospital de Barcelona, Espanin 1989 (DOMINGUEZt al.,
1994; FERRYet al, 2006). Posteriormente, o Cl foi encontrado tamkén hospitais de
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Portugal, Italia, Bélgica, Escocia, Alemanha, AiastRepublica Tcheca, Dinamarca,
Franga, Estados Unidos, entre outros (SANCHKESI, 1995; OLIVEIRAet al, 1998;
SOUZAet al, 1998; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008).

No ano de 1999, Sa-Ledo e colaboradores descrewemmnergéncia de outro clone
de MRSA, que foi denominado clone pediatrico ou B (ST5-SC@edV ou VI;
CC5), causando infec¢cdes em criangas em hospiteadizados em Portugal, Polonia,
Argentina, Colémbia e Estados Unidos. Amostrascieteadas ao USA 800 foram
também isoladas de profissionais de saude e pasi@mfectados no Brasil (MEL®Gt
al., 2004; MIRANDA et al., 2007). O CP, diferentemente outros HA-MRSA, nao
apresenta multiresisténcia aos antimicrobianos comas das principais caracteristicas
envolvidas na sua dispersdo no ambiente hospijalaye normalmente € susceptivel

aos antibiéticos nag-lactamicos

O clone Nova lorque/Japdo ou USA 100 (ST5-8@@; CC5), geneticamente
relacionado ao CP, foi detectado, inicialmente, cidades de Nova lorque e Toquio e,
posteriormente, em varios hospitais nos EUA, CanadRortugal e no Brasil
(COIMBRA et al, 2003; FERRYet al, 2006; AMORIMet al, 2007; SOUSA-JUNIOR
et al, 2009).

Amostras pertencentes aos clones designados conRSBEMS5 (ST22- SCRedV;,
CC22) e EMRSA 16 (USA 200, ST36-S@&dl, CC30), apresentam epidemiologia
muito similar, sendo responsaveis por infeccoescmniais em regides européias como
Reino Unido e em paises como Portugal, Espanhanakiea, Bélgica, Dinamarca,
Holanda, Austrdlia e México (MURCHANMNet al, 2003, AMORIM et al, 2007,
CUEVASet al, 2007). Em relagcdo ao EMRSA 15, foi demosntradaien estudo que o
mesmo foi capaz de suplantar o clone epidémicaléras(CEB ou BEC, do inglés
brazilian epidemic clone predominante em zonas portuarias de Portugd®®ES|I DE
SOUZA, et al,, 2005).

Finalmente, o BEC (ST239-S@t&clllA e CC8), que foi inicialmente detectado em
hospitais de todo o Brasil (TEIXEIR&t al, 1995), foi, posteriormente, encontrado em
hospitais da Argentina, Uruguai, Paraguai, Chilerti®yal, Italia, Republica Tcheca,
Austrédlia, Irlanda, Singapura, Coréia, Alemanhaldofia, Espanha, Argélia, Austria,
Eslovénia, Estados Unidos, Finlandia, Republica @edrgia, Grécia, Holanda,

Indonésia, india, Mongolia, Reino Unido, Siri LaniSuécia, Tailandia e Vietna, sendo
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o clone de MRSA de maior dispessao em todo o my@ddVEIRA et al, 1998;
MELTER et al, 1999; COIMBRAEet al, 2003; SOUZAet al, 2003; SHOREet al,
2004; COOMBSet al, 2005; LUCZAK- KADLUBOWSKA, SOO KOet al, 2005;
WISPLINGHOFFet al, 2006; POTELet al, 2007; BARTELSet al, 2008).

Devido ao fato da maioria dos clones de MRSA digsados internacionalmente
em hospitais apresentar, frequentemente, multiéesi®s a drogas, o antibidtico de
escolha para o tratamento das infeccdes assocadases microrganismos ainda € a
vancomicina. O uso dessa droga requer a interndgdpaciente, pois a mesma €
administrada na forma intravenosa, o que aumentust®s do tratamento (LYER &
HITTINAHALLI, 2008). Porém, no final da década d®8D, foram encontradas as
primeiras cepas de enterococos apresentando pfilelevada resisténcia aos
antimicrobianos glicopeptideos, como a vancomieirgateicoplanina. Esta resisténcia é
adquirida normalmente através de plasmidios catceam transposon conjugativo da
familia do Tri546 e os genewanA ou vanB (NICAS et al, 1989; SIERADZKI &
TOMASZ, 1997). A partir dai, surgiu, entdo, a prgmacdo de que 0S enterococos
pudessem transferir tais genes de resisténcia par®lRSA (BRAKSTAD &
MAELAND, 1997). De fato, nos anos de 2002 e 20@tarh descritas nos EUA as
primeiras amostras d&. aureusresistente a vancomicina, denominadas VRSA (do
inglés: vancomicin-resistant Staphylococcus aurd@®C, 2004; TENOVERet al,
2004; WHITENEREet al, 2004). Felizmente, a publicacdo de relatos salamergéncia
de VRSA em outros paises tém sido rara (TIWARI &SE006; WEIGELet al, 2007
e SAHAet al, 2008) e, até 0 momento, ndo houve registroalangento de amostras de
VRSA no Brasil.

1.1.3.MRSA associados a infec¢des na comunidade (CA-MRSA)

No final dos anos de 1980-90, amostras de MRSA @maen causando infecgdes
tipicamente comunitérias, primeiramente na Austrdlposteriormente em outros paises.
Essas infeccbes inicialmente ocorreram em indiddimunocompetentes que nao
apresentavam riscos classicos para infeccao porAvIR@mo por exemplo, historia
prévia de exposicdo a servicos de saude. AmostmsCA-MRSA divergem
fenotipicamente e genotipicamente das amostras roemi@ conhecidas como HA-
MRSA. Diferente das HA-MRSA, a maioria das amostds CA-MRSA é

frequentemente susceptivel a muitos antibiéticas fBactamicos (VANDENESHet
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al., 2003). Além disso, muitas dessas amostras peodwa leucocidina de Panton-
Valantine (PVL) e apresentam S@€ctipo IV, V, VIl e VIII (LABANDEIRA-REY et
al., 2007; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008; ZAN&? al.,2009).

O primeiro relato de uma cepa CA-MRSA foi publicado 1993, no oeste
australiano, em pacientes aborigenes de comunidadestas (UDO, PEARMAN &
GRUBB, 1993). Essas bactérias foram isoladas devithebs saudaveis que
apresentavam simples infec¢des cutaneas, mas qumssuiam riscos conhecidos para
infeccbes por MRSA. Assim, o chamado clowestern Australial (WA-1; ST1-
SCQameclV, CC1 e geralmente PVL negativo) foi a primeirghagem de CA-MRSA
descrita naquele pais (UDBEARMAN & GRUBB, 1993; DAILEYet al.,2005). Em
seguida, dois outros clones de CA-MRSA emergiranrAustralia: o cloneQueensland
(ST93-SChneclV, CC93; PVL positivo) e o clone USA 1100 ou OSPi@bela 2; do
inglés: Oceania southwest pacific clgn&T30-SC@nedV, CC30, PVL positiva).
Posteriormente, amostras de MRSA comunitarias missgam-se para outros paises,
causando infeccdes bem documentadas nos EstaddesUrBuica, Japao, Taiwan,
Espanha, ltalia, Brasil, entre outros (CHEN & HUANZDO05; HARBARTH et al,
2005; RIBEIRO et al, 2005; TAKIZAWA et al, 2005; MANZUR et al, 2008;
VALENTINI et al, 2008; SCRIBElet al, 2009).

Posteriormente, dois outros clones CA-MRSA emergmana comunidade. Nos
Estados Unidos, os chamados USA 300 (ST8+8&dY; CC8; PVL positiva) e USA
400 (ST1-SCaeclV; CC1; PVL positiva) foram associados a infecg@stafilococicas
graves, incluindo fascite necrozante, pneumoniapsis (Tabela 2; GILLETet al.,
2002; ADEMet al.,2005; MILLERet al.,2005, TENOVERet al., 2006).

Amostras pertencentes ao USA 300 ja foram desaé@asando surtos em diversas
localidades dos Estados Unidos. Recentemente, fecthda uma variante
multirresistente, relacionada a este clone, causgnddominantemente infeccbes de
pele e tecidos moles em homossexuais do sexo nrasc(DIEP et al., 2008;
KENNEDY et al., 2008; O'HARA et al., 2008). Além disso, foi observado que,
aproximadamente, 50% das amostras de MRSA comiasitéeoladas de infeccbes de
pele e tecido mole nos Estados Unidos pertenciacicaae USA 300 (MORANEet al.,
2006). J& o clone USA 400 foi identificado, inioi@nte, como responsavel pelo ébito
de quatro criancas, de localidades diferentes mt&dbBs Unidos, em 1999. Amostras

pertencentes a este clone (anteriormente denomikB&l@) foram responsaveis por
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uma série de infecgbes no Canada, em indios amesica em surtos ocorridos na
maternidade de um hospital em Nova lorque (ROMANVEIL.1997; SAIMAN et al.,
2003).

Atualmente, clones de CA-MRSA relacionados ao BBA e USA 400 continuam
a ser detectados nao apenas nos Estados Unidas taorbhém em varios outros paises,
como Australia, Canada, Bélgica, Franca, Chinaguay Alemanha, Suica, Brasil entre
outros (RIBEIRCet al, 2005; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). No Brasil
primeiro relato de infeccdo por CA-MRSA foi feitelp nosso grupo, em 1995, no
estado de Porto Alegre. O principal CA-MRSA envitviapresentava ST30-S@Ec
IV e producédo de PVL (RIBEIR®L al.,2005).

Cabe ressaltar que representantes tipicos de CAAVIBSE0 sendo responsaveis
também por infeccdes entre pacientes sob cuidadgosseatvicos de saude ou
hospitalizados. Provavelmente, individuos com iges comunitarias graves e que
necessitam de hospitalizacdo por longo periodo etlepd possam ser fontes de
transmissao de clones de CA-MRSA, fazendo com @gecepas se tornem endémicas
em instituicbes de saude (GONZALESBal.,2006). Relatos envolvendo amostras dos
clones USA 300 e USA 400 causando infec¢Oes asksciaos servicos de saude tem
sido publicados periodicamente (SAIMAé&t al., 2003; SHELBURNEet al., 2004,
GONZALES et al.,2006). No Brasil, um recente trabalho de nosso@agonta uma
elevada incidéncia de amostras pertencentes ae tl8® 400 em hospitais do Rio de
Janeiro (SILVA-CARVALHOet al, 2009), sugerindo, assim, uma grande capacidade
de disseminacdo e adaptagcdo destas amostras. Assjug vem sendo observado na
literatura é que a prevaléncia de amostras contteaisticas tipicas de CA-MRSA vem
crescendo consideravelmente e que estas cepas padmstituir as HA-MRSA em
instituicbes de saude (HUANG@t al, 2007; MAREEet al, 2007; SCRIBELet al,
2009).

1.2. Tipagem molecular de MRSA

Como citado anteriormente, uma caracteristica ewmb@ria importante de
populacdes de MRSA € a sua distribuicdo em umatesdraltamente clonal (FEN&
al., 2008). Com base nessa informacao, para melhestadar a epidemiologia local ou
global dos MRSA, diversos métodos de tipagem médeatem sendo utilizados, sendo

0s mais utilizados o PFGE (do inglgmilsed-field gel electrophore$jso MLST (do
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inglés: multilocus sequence typing as tipagend direcionadas para o 8€€ o spa

(gene que codifica para proteinaé\jloagr (6cus regulador de um importante sistema
de quorum-sensingle S.aureus)A tabela 2 relaciona os principais clones de MRSA a
suas caracteristicas moleculares, detectadas p&tagcas de genotipagem citadas

acima, com excecao da tipagspa

1.2.1. PFGE

O PFGE é uma das metodologias mais discriminatiVBSNOVER, 1995;
MCDOUGAL et al, 2003) e consiste na digestdo do cromossomo rizaaiepor uma
endonuclease de restricdo de corte pouco freqi@et@lmente aSmd). O DNA
fragmentado € depositado em um gel e separado empamato de eletroforese de
campos elétricos alternados. Os perfis de fragm@atdo DNA s&o analisados, segundo
Tenover e colaboradores (1995) tomando-se como baperfil da amostra mais
frequente no surto (amostra epidémica). Neste esmuas bactérias que gerarem o
mesmo padrado da amostra epidémica definem o tigeRE&E (pulsotipo), representado
por uma letra maiuscula. Aquelas que apresentaremi @ 6 diferencas no PFGE
definem os subtipos, os quais séo representaddsgioes numeéricos subscritos apés a
letra que define o tipo. As amostras bacterian&sindo em um Unico evento genético
no sitio daSmad (uma a trés bandas diferentes) sdo consideraas, rovavelmente
relacionadas ao surto em questdo; amostras diferohel quatro a seis bandas
(representando duas alteragBes genéticas indepgeadem sitios da enzima) sdo
consideradas possivelmente relacionadas, e amdstcésrianas contendo seis ou mais
bandas (representativas de trés ou mais alteraygiedicas), sdo alocadas em outro
pulsotipo de PFGE e, consideradas, como provavéémeao envolvidas no surto
estudado (TENOVERet al., 1995). Andlises de PFGE podem ser também reatizada
com o auxilio de softwares de bioinformatica, ppatmente se um grande nimero de
amostras for analisado (MCDOUGAdt al, 2003).Apesar desta técnica ser bastante
discriminativa e muito utilizada em estudos deasud clonalidade, a mesma apresenta
algumas desvantagens, como a dificuldade de coioek, de forma precisa, 0s
diferentes perfis de fragmentacdo genémica obtsogliferentes laboratorios, e o fato

de ser laboriosa e de custo elevado.
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1.2.2. MLST

O MLST (do inglés:multilocus sequence typing atualmente um método de
tipagem molecular muito utilizado e fundamenta+seSe aureusho sequenciamento de
regides internas de 7 genes metabdlicos, constituénte expressos pela bactéria
(arcC, aroE, glpF, gmk pta, tpi e yqiL). As proteinas codificadas por estes genes estéo
listadas na tabela 3. Para cada um desses gegeénems diferentes (com pequenas
variacbes de nucleotideos) sdo referidas como salélb conjunto formado pelos
diferentes alelos, de cada um ddsdi, fornece o perfil alélico que define, por sua,vez
a sequéncia-tipo (ST) da amostra analisada Amogtrasapresentem o mesmo perfil
alélico para 5 dos Ibci sdo ditas como pertencentes ao mesmo complexal ¢log;
ENRIGHT et al, 2000).. A partir dessa nova abordagem, cloneepcos de MRSA,
anteriormente nomeados de acordo com a regiao fora@® primeiramente detectados
(como exemplo, o clone USA 100) ou de acordo cogmupo de pacientes dos quais
foram isolados (como exemplo, o clone pediatricagspram a ser designados por sua
ST e também pelo seu tipo de SGEE(ENRIGHT et al,, 2000).

Uma importante vantagem desta técnica € o fatostlr ecoplada a um robusto
banco de dados, com sequéncias submetidas de emimstituicbes do mundo inteiro.
No caso de obtermos um perfil de PFGE nunca obderymra uma determinada
amostra, o MLST pode definir com precisdo se o ne8meferente a algum clone ja
genotipado por esta técnica ou se representa umaumplexo clonal. No entanto, esta
metodologia apresenta algumas desvantagens, pmaEite em relacdo ao fato de
possuir custo elevado, ja que envolve o sequenai@naeitomatico de parte ddoti do
genoma dé&.aureusAlém disso, esta técnica, por si sO, ndo podeatitiar dois clones
que pertencam ao mesmo ST e CC, como os clones108A USA 800, que fazem
parte do ST5 e CC5. Portanto, é necessaria, neases, a adiccdo de uma ou mais
metodologias de genotipagem, de forma que clonedRIBA diferentes, tanto sob o

ponto de vista epidemiolégico como genético, possancorretamente discriminados.
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Tabela 3.Proteinas codificadas pelos genes utlizados agdipn MLST. Adaptado
de Cockfield e colaboradores, 2000.

Gene Proteina
arcC Carbonato quinase
arok Shiquimato desidrogenase
glpF Glycerol quinase
gmk Qualinato quinase
pta Acetiltranferase fosfato
tpi Triosefosfato isomerase

) Acetil coenzima A
ygiL .
acetiltranferase

1.2.3. Tipagem d&CCmec

O SCGneccompreende o complexneg contendo o gen@ecAe seus reguladores:
mecle mecRI;0 complexo de genexr, que codfica para recombinases envolvidas na
mobilidade deste cassete; e as regides J (J1J3% sendo que estas Ultimas ndo sao
componentes essenciais do cassete, mas podemyawegtite, carrear algum gene que
confere resisténcia a antimicrobianos. A regidestd a montante do compLex®g a
regido J2 esta entre o complec@ e 0 complexanece por fim, a regido J3, que esta
adjusante ao compexoec

Um dos primeiros métodos descritos para tipagenS@@mec foi realizado em
2002, por Oliveira e de Lencastre. Este métodoidasena amplificagdo de sdxi
especificos dentro do complexnec (loci A, B, C, D, E F; OLIVEIRA & DE
LENCASTRE et al, 2002). O I6cusA € especifico para o S@t&ctipo |, olécusB
especifico para o tipo Il; o locsencontrado nos tipos Il e lll; o I6cus D preseris
tipos I, Il e IV; o0 lécus E encontrado no tipo Bl por fim, o lécus F, também
especifico para o tipo Ill. Esta estratégia é Imastatil para classificagdo dos SR€c
do tipo | ao IV. Uma atualizacdo desta técnicaréailizada em 2007, por Milheirico e
colaboradores para melhor caracterizar o ®€¢&ipo IV, além dos tipos V e VI, que
foram identificados recentemente. Além da amplif@ma de loci especificos do

complexomeg as regides J e o complegor também sdo amplificados, aumentando,
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desta forma, a especificidade de identificacdo @GrBedV, V e VI (Milheirecoet al,
2007). Posteriormente, Chen e colaboradores desamavum novo multiplex para
tipagem rapida de S@e¢ de forma a incluir a deteccdo dos $@V/Il e SCOmec
VIII, recentemente descritos. (CHEN al., 2009)

1.2.4. Tipagenspa

Esta técnica, desenvolvida por Frenay e colaboesdem 1996 determina 0s
polimorfismos da regido X do gesea (2150 pb) que codifica para a proteina A. Esta
proteina é bastante importante nos mecanismosasdd@dos$. aureusyistoque se liga
a porcao Fc de anticorpos da classe 1gG, inibindpsanizacao da bactéria (FRENAY
et al., 1996). A proteina A é dividida em duasdegiprincipais: uma porcéo ligadora de
Fc (denominada regido X) e uma regido no termiaddaxi, que fica exposta na parede
celular deste patégeno. A regido X, que é bastaotanorfica, € composta por
repeticbes de 24 pb. Esta metodologia, baseada&teacdo dos polimorfismos desta
regido, possui bom poder discriminativo, sendoeatamente utilizada em estudo sobre
evolucdo molecular e surtos de infecgcbes hospamlgor MRSA (FRENAYet al,
1994, FRENAYet al, 1996). Como esta técnica requer o sequenciandendpenas um
l6cus (ospa, é menos laboriosa e de menor custo quando cawfgao MLST, por
exemplo. Mas, de qualquer forma, necessita de ao@ptos caros para 0

sequenciamento de DNA.

1.2.5. Deteccao dagr

O lécusagr codifica um sistema dgquorum sensingjue promove uma regulacao
negativa de proteinas de superficie envolvidasof@nizacdo do hospedeiro, e modula
positivamente a expressao de proteinas extracetulanvolvidas na agressao ao
hospedeiro (NOVICKet al, 1999; ZHANGet al, 2002;BOLES & HORSWILL, 2008).

A estrutura do locuagr é constituida de duas regides divergentes de trgdsoque
codificam os RNA conhecidos como RNAII e RNAII. RNAIII é a molécula efetora
do I6cusagr dos estafilococos, sendo responséavel pela regukEpdoans de diversos
fatores de viruléncia. Ja o RNAIl compreende qugenes:agrB, D, C e AO gene
agrD codifica para uma proteina que da origem ao pepfdé&indutor do sistema Agr,

conhecido como AIP (AIP, do inglésautoinducing peptide ou peptideo Agr
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(JARRAUD et al, 2000). Os peptideos indutores, produzidos arpdwt I6cusagr,
possuem algumas variagdes na sequéncia de amiosaeichos dominios histidina-
quinase de seus receptores. A partir dessas djggeforam determinados, até o
momento, quatro tipos polimorficos dgr: agrl, Il, Il e IV (JARRAUD et al, 2000).

A identificacdo do tipo de polimorfismasgr (I, Il , Ill ou IV) em amostras de
MRSA tem sido também muito utilizada como metod@lode genotipagem, ja que
determinados clones carreiam um tipo especificagtePor exemplo, os clones BEC,
Ibérico e EMRSA 15 carreiam polimorfisnagr tipo I; os clones USA 100 e USA 800
carreiam o tipo II; os clones USA 300, USA 400, AUBL00 e EMRSA 16 agr tipo Il
e 0 USA 600 os tipos | ou IV (Tabela 2; JARRAOWDat, 2000; STROMMENGEFRt
al., 2003; MONECKEet al, 2007; ROSSNE¢t al, 2007).

1.2.6. Deteccéo de linhagens internacionais de MB&®&ada em amplificacdes por

multiplex PCR de genes do sistema de restriciodificacdo deS. aureus

Recentemente, um teste rapido e menos dispendiogedenvolvido por Cockfield
e colaboradores (2007) visando alocar os MRSA amptaxos clonais (de acordo com
o MLST). Este método foi chamado de teste RM (ugéss: restriction modification
tes) e baseia-se na amplificacdo de dois geneS.dmireusda familiahsdS:os genes
saulhsdS1 e saulhsd@2OCKFIELD et al.,2007). Foi observado que esses genes sao
bastante conservados entre linhagen$Sdaureuse que codificam para o sistema de
restricdo tipo |, desempenhando, portanto, um plpelamental no controle de trocas
genéticas entre esses microrganismos (WALDRON & DEAY, 2006). Assim,
saulhsdS1 e saulhsdS2o marcadores moleculares estaveis e qualquc&arno
polimorfismo desses marcadores pode ser um indicate uma possivel linhagem
emergente. Cada gene contém uma regido conservaglairha regido central e uma
extremidade 3" com duas regifes polimorficas dimhagens diferentes (COCKFIELD
et al.,2007). Trés ensaios de PCR (te®¥®4 1, 2 e 3) foram desenvolvidos, sendo que
cada um contém um iniciador direto e dois reverBoganto, cada reacdo podera levar a
trés possiveis resultados (auséncia de amplificagdom dos produtos amplificados).
Assim, uma correlagcéo pode ser feita entre o poodbtido nessas reagdes de PCR e 0
complexo clonal (CC) no qual cada amostra analissmdantra-se inserido (Tabela 4).
Estes CC séao referentes aos clones de MRSA majgeinées em hospitais no mundo
todo (CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45).
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Tabela 4. Complexo clonal (CC) e tamanho esperado dos poedig amplificacéo
(pb) no teste RM (adaptado de Cockfielcoéaboradores2007).

Complexo Teste RM 1 Teste RM 2 Teste RM 3 posicdo dos iniciadores
clo(léael (l?;l)cieST iniciadores iniciadores iniciadores
Tq ing) fwd: AT, fwdt: AP, fwd :BF saut/hsdST sauihsds2
¥ping rev AR22, AR3D  rev:AR1,AR45  rev: BRS, BRS
- - -+ AF
CC30/5T36 203 pb =
AR30
cc22 990 pb - - *AF
AR22
AF
ce4s ) 722 pb - =
AR45
- BF
cct 1037 pb 680 pb =
AR1 BR8
Cc8/239 ) B 680 pb %
BR8
CC5 - - 1071 pb - BF

==
BRS

Como mostrado na tabela 4, amostras CC30 e CCZrdapresentar um fragmento
amplificado, no teste RM, de 203 e 990 pares de base, respectivamentestraso
CC45 apresentardo um produto amplificado de 72Z2@kieste RM2. Cepas que
apresentarem fragmentos amplificados em dois téRtds2 e RM 3) de 1037 pb e 680
pb, respectivamente, serdo classificadas como @@ilostras CC8 e CC5 deverdo
apresentar segmentos amplificados pelo teste RMe3680 pb e 1071 pb,
respectivamente.

Estes testes apresentam como vantagens a rapiaequensao realizados, ja que a
identificagdo do complexo clonal das amostrasté draves de PCR, que € uma técnica
mais rapida, quando comparada a um PFGE ou MLSTexamplo. No entanto, estes
testes, assim como o MLST, sdo incapazes de ddi@areiinhagens de um mesmo
complexo clonal. Como exemplo, podemos citar oseddJSA 800 e USA 100 que sao
ST5 e CC5. Para diferencié-los, € necessario dadie outro método molecular, como
por exemplo, a tipagem S@@c O USA 100 carreia o tipo Il enquanto que o clone
USA 800 carreia o tipo IV. Diferentemente do MLSAsta é uma técnica menos
laboriosa e de custo mais acessivel.

Assim, o teste RM apresenta claras vantagens masale permitir uma triagem
rapida de MRSA, principalmente, quando um nimeggaglo de amostras necessita ser
testado. A validac&o de técnicas como estas étdene importancia dada a relevancia

dos MRSA como um patégeno hospitalar de dissemingigédal.
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Tabela 2 Principais clones de MRSA disseminados no mundimgortantes
caracteristicas moleculares a eles associadas.

Sequencia- Complexo Clonal
Cloné tipo (CCY SCaneé agr
(STY
USA 100 (Clone Nova 5 5 I I
lorque/Japao; NI/J)
USA 200 (EMRSA 16) 36 30 Il 1]
USA 300 8 8 \Y] I
USA 400 (clone MW?2) 1 1 vV 11
USA 500 (Clone Ibérico; CI) 247 8 I
USA 600 (Clone Berlin) 45 45 v 11V
USA 800
(Clone Pediatrico; CP) S S v :
USA 1100 Qceania
southwest pacific clone 30 30 \Y, 1]
OSPC)
EMRSA 15 22 22 \Y I
BEC 239 8 1 I

®Neste trabalho, utilizamos preferencialmente asemmaturas iniciadas por USA, com
excecdo do BEC , do EMRSA 15 e 16.

PPerfil alélico baseado no sequenciamento de seesgmnservados (MLST; ENRIGHT
et al, 2000).

“Tipos polimérficos do SC@ec (BOYE et al, 2007).
4Tipos polimérficos dagr (AIRES DE SOUZAet al, 2005).
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2. Justificativa

Como citado anteriormente, MRSA estdo entre os nmjsortantes patdogenos
hospitalares, em varios paises, e mais recentementese destacado como agentes de
doencas comunitarias. Esses microrganismos apagsemtna estrutura populacional
altamente clonal. Tal clonalidade torna a iderdg@o de linhagens circulantes
extremamente complexa e dispendiosa, devido a sidade de se utilizar métodos
sofisticados, envolvendo tecnologias de DNA, quaddaocorréncia de um surto por
MRSA. Assim, na maioria das vezes, devido a auaédeiuma estrutura laboratorial
adequada para a realizagdo de genotipagem, espitesnioldgicos sédo realizados de
forma incompleta ou, simplesmente, ndo sédo reagadefletindo, certamente, em
prejuizos para o controle da disseminacao dess®ngénismo, em nosso meio, e das
doencas associadas. Mais recentemente, alguns osétéagidos e simples para a
genotipagem dos MRSA tém sido publicados e, geramenvolvem técnicas de PCR.
Um desses métodos (teste RM) foi descrito por Gelcke colaboradores em 2007.
Este teste despertou nosso interesse, pois al&mgées e rapido, detecta membros dos
principais complexos clonais de MRSA circulantesmmdo (CC1, CC5, CC8, CC22,
CC30 e CC45). O fato do PCR ser uma técnica velagnte simples, e do
termociclador ja existir, frequentemente, em latisras de microbiologia clinica, nos
estimulou a analisar a acuracia do teste RM, dadom avaliarmos e validarmos esta
simples metodologia, que permite a alocagao dosipais clones circulantes de MRSA
em complexos clonais, como definidos pelo MLST.
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3. Objetivos:

Os objetivos deste trabalho foram (i) avaliar aillddzle do método rapido de
genotipagem descrito por Cockfiedd al., 2007 (teste RM), para detectar amostras de
MRSA circulantes em nosso pais, pertencentes ads CC5, CC8 e CC30, utilizando
como padrdao de comparacdo uma combinacdo de méttakmscos de tipagem do
MRSA (PFGE, tipagem do S@&ce MLST), de forma a aferir a acuracia do primeiro.
(i) Analisar a adicdo de marcadores clonais, atet®M, como antibiotipo e certos

determinantes genéticos, na tentativa de aumewctanfebilidade deste teste.

2.1. Objetivos especificos:

Determinar o perfil de PFGE, ap0s fragmentacadti#® genémico com a enzima
Smd, de todas as amostras estudadas, utilizando quargaragédo os pulsotipos de
amostras padrées de MRSA circulantes em nosso pais.

. Realizar a tipagem SQ@@ecpara todas as amostras estudadas através de PCR.
Realizar o MLST em representantes de MRSA de c&lagiudado.

. Determinar o perfil de susceptibilidade aos antiob@nos, de todas as amostras
estudadas, visando o agrupamento das mesmas @&nmotamtis.

Realizar pesquisas silico e na literatura cientifica visando a selecdo decadmres
genéticos que poderiam ser utilizados para a ecoafiio dos resultados obtidos no teste
RM.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Amostras bacterianas e testes de suscepmitbdid

As amostras clinicas de MRSA utilizadas neste thabtazem parte da colecdo do
laboratério de Biologia Molecular de Bactérias (IR® — UFRJ). Um total de 131
amostrasbacterianas foram coletadas em 2007 e 2008, ar phkatiorigens clinicas
diversas, como sangue, fragmento de catéter, amscatineo e secrecao traqueal, em
hospitais do Estado do Rio de Janeiro.

As amostras padrdo USA 100 (ST5-Sa&dl; CC5), USA 400 (ST1-SCiedV;,
CC1); USA500 (ST8-SCtied; CC8), foram gentilmente cedidas pelo Dr. Paul
Dunman, University of Nebraska Medical Center. daamostras representativas do
clone BEC (ST239-SQ@edll; CC8) e USA 1100 (ST30-SA@edV; CC30),
designadas BMB9393 (TEIXEIRAt. al, 1995) e WB69 (RIBEIRCet al, 2005),
respectivamente, pertencem a colecdo de nossoatdbor Em relacdo a amostra
referente ao clone USA 600, utilizamos como padad@mostra 08-23, que foi
genotipada neste trabalho como relacionada ao di#had 600 (ST45-SCRedl;
CC45), através das técnicas de PFGE, teste RM@CEMLST.

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos determinado na tentativa de se
identificar antibiotipos predominantes para os@pais clones de MRSA estudados. O
teste foi realizado através da técnica de difus@oneio sélido, a partir de discos
impregnados com antimicrobianos, conforme reconwmdgaelo CLSI, 2010. Foram
utilizados os seguintes discos: ciprofloxacina ¢p, iclindamicina (ug), trimetoprin
(1,25 ng) + sulfametoxazol (23,7hg), eritromicina (15ug), gentamicina (10 ug), ),
rifampicina (5ug) e tetraciclina (3@ug). Os discos foram obtidos de Cecon Ltda. (S&o
Paulo, SP, Brasil). A amosta padrdo $SlaureusATCC 25923 foi utilizada como

controle nos testes de susceptibilidade.
4.2. Extracdo de DNA total
A extracdo de DNA total foi realizada através daitga de lise térmica descrita por

Pacheco e colaboradores (1997). Amostras foram agiseatravés da técnica de

esgotamento sobre a superficie de uma placa decpetendo TSA (Tryptic Soy Agar).
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Apoés incubacgdo por 24 h, a 37°C, uma alcada leveeszimento bacteriano foi obtida e
uma suspensao foi realizada em 3 mL de TE (Tris-HQInM, EDTA 1 mM [pH 8,0]).
Para a determinacdo do volume da suspensédo dasélder utilizado na lise térmica
(V), a densidade otica a 600 nm (E€ da suspensdo bacteriana diluida a 1:10 foi
determinada e aplicou-se a seguinte férmula: 80/ Osgo.

O volume calculado foi transferido para um tubawm tigppendorf e o sedimento
bacteriano, obtido por microcentrifugacao (rotagé&xima/2 min), foi diluido com 200
uL de TE. Esta suspenséao foi fervida por 10 miposteriormente, centrifugada por 1
min sob rotacdo méxima. O sobrenadante foi traidsfgrara um novo tubo e estocado a
- 20°C, até o momento de uso (PACHE&QL, 1997).

4.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA obtido por lise térmica foi amplificado peteétodo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR; do ingléspolymerase chain reactipn utilizando iniciadores
especificos para um fragmento de DNA, correspordamegides internas dos genes de
interesse. Foram utilizados os seguintes reageyaes as reagdes de PCR, com um
volume final de 2pL: 2,0uL de uma mistura equivalente de dNTPs (280
concentracdo final de cada)illde cada iniciador direto e reverso (as conced&sc
finais dos iniciadores variaram conforme a reagaogeestéo), 0,626 de Taq DNA
polimerase (0,125U, Gibco);ub de DNA molde; 2,5L do tampédo da enzima 10x
concentrado, Ot de MgCh (50uM) e 12,5uL de H,O bidestilada esteril.

As amplificacbes foram realizadas no termocicladeriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA/USA).

4 4. Eletroforese convencional de DNA

A analise dos produtos de amplificacdo foi reakizpdla migracdo dos fragmentos
em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE (Tris acéanM, EDTA 0,5mM [pH
8,0]). A corrida eletroforética foi realizada enmi@go TAE a 110V. Apos o tempo de
corrida, os géis foram tratados com solucao cowtémdmeto de etidio a Og/mL Os
produtos da amplificacdo foram observados em setden captacdo de imagem Bio
Imaging System (BioAmeric&lorida, EUA).
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4.5. Tipagem do SQ@ecatravés de PCR

O método utilizado para a tipagem do $@cfoi descrito por Boye e colaboradores
em 2007. O DNA das amostras foi extraido conforeecdto no item 4.2 e submetido
ao multiplex PCR utilizando-se Oy dos iniciadore$ e a3; 0,25uM dos iniciadores
ccrCF eccrCR; 0,08uM dos iniciadores 1271F1 e 1271R1 e OQudA dos iniciadores
5R431 e 5Re®@ (Tabela 5). As condicbes para amplificacdo foram uma
desnaturacao inicial de 94°C por 4 min, seguidd@@leiclos de desnaturacéo por 30 s a
94°C, anelamento por 60 s a 55°C e extensédo ps@6I2°C. Ao término dos ciclos, foi
realizada uma extenséo final de 72°C por 4 min (BCex al, 2007). As sequéncias dos
iniciadores utilizados estéo listadas na tabefassamplicons foram visualizados em gel
de agarose a 1,5% como descrito no item 4.4. Ass@aso USA 500, USA 100,
BMB9393, USA 400 foram utilizadas como controlesipeo para os SCQecl, II, 1l
e IV.
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Tabela 5.Sequéncia dos iniciadores utilizados no multi?&R, descrito por Boye

e colaboradoref007.

Tamanho
o o esperado do
Iniciador Sequéncia
fragmento
(pby*
B 5 ATTGCCTTGATAATAGCCYTCT 3 937
a3 5 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 3
ccrCF 5 CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT 3 518
ccrCR 5 CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 3
1271F1 5"  GCCACTCATAACATATGGAA 3 415
1272R1 5 CATCCGAGTGAAACCCAAA Z
5RmecA 5 TATACCAAACCCACAACTAC ¥ 359
5R431 5 CGGCTACAGTGATAACATCC 3

gAmplificacdo doDNA das amostras pertencentes ao B@€ deverdo resultar em um
produto de 415 pb; das amostras $&@l, de 937 pb; das amostras do tipo lll, de 518
pb; das amostras tipo 1V, deveréo resultar em pmdutos de 937 pb e de 415 pb, e
amostras tipo V deverdo também apresentar doduims, porém de 518 pb e de 359
pb.

4.6. Deteccéo dioci lukSF-pvatravés de PCR

Um dos marcadores clonais escolhidos, neste egpad® validacdo do teste RM foi
a deteccao dos genes que codificam para a leucaai#i Panton Valantine. Este teste
foi realizado utilizando iniciadores especifiqguaa as duas subunidades da PMKk$-
pv e lukF-py. A sequéncia nucleotidica do iniciador direto [P} utilizado foi
5’ATCATTAGGTAAATGTCTGGACATGATCCA3 e do reverso (NPL-2)
5'GCATCAAGTATTGGATAGCAAAAGC3 (JARRAUD et al., 2002 A
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concentracdo utilizada de cada iniciador foi deMOpAs condi¢cdes de amplificacédo

foram: uma desnaturacédo inicial de 94°C por 4 nseguida de 30 ciclos de

desnaturacao por 30 s a 94°C, anelamento por 6868Ge extensdo por 60 s a 72°C.
Ao término dos ciclos, foi realizada uma extensaal fde 72°C por 4 min. Os produtos
da amplificacdo foram visualizados conforme desaniv item 4.4. DNA da amostra

WBG69 foi utilizado como controle positivo.

4.7. Deteccéo do locisehatravés de PCR

Outro marcador clonal escolhido foi a deteccdo @oegque codifica para a
enterotoxina H geh. Este teste foi realizado através de PCR, utitizainiciadores
especificos para amplificar o l6ciseh A sequéncia do iniciador direto (SEH-1)
utilizado foi 5° TCACTACATATGCGAAAGCAG 3 e reverso(SEH-2) 5
CATCTACCCAAACATTAGCAC 3. O desenho dos iniciadorefoi realizado
utilizando o] programa  primer-blast disponivel no site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, tendo como bassequéncia deeh(GenBank:
AB060536.1). A andlise dos iniciadores foi realeadilizando o programaetprimer
disponivel no site http://www.premirbiosoft.com. r&m utilizados 10uM de cada
iniciador e as condi¢cdes para amplificacdo foraBntidas a descrita no item 4.6. O
DNA da amostra USA 400 foi utilizada como contrpéssitivo.

4.8. Deteccédo do polimorfisnagr tipo Il através de PCR

A deteccao do locusgr com polimorfismo tipo Il foi outro marcador escalbie foi
realizada através de PCR, utilizando iniciadorge&$icos para este locus. O desenho
dos iniciadores foi realizado utilizando o prograpraner-blast tendo como base a
sequéncia dogoci agrB e agrD da cepa sequenciada & aureusMu50 (NCBI
Reference Sequence: NC_002758.2), apresentagndgoo Il. A analise dos iniciadores
foi realizada utilizando o programeetprimer A sequéncia utilizada para o iniciador
direto (agr2F) foi 5° ATGTGTGCTCATGCAAAGTCTT 3 pa o iniciador reverso
(agr2r) foi 5 CATGTGCATAAATAACAACGG 3'. Foram utizados 10uM de cada
iniciador e as condi¢cbes para amplificacdo foraBntidas a descrita no item 4.6. O

DNA da amostra USA 100 foi utilizado como contrptesitivo.
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4.9. Genotipagem das amostras de MRSA atravéstioR&M

O DNA utilizado nas reacfes de multiplex PCR paraste RM foi obtido de acordo
com o item 4.2. Trés ensaios de multiplex PCR fouditizados, cada um contendo um
iniciador direto e dois diferentes iniciadores rews (Tabela 4). Foram utilizados 0,5
mM de cada iniciador (Tabela 6). As condicbes pamramplificacdo foram de uma
desnaturacao inicial de 94°C por 5 min, seguid8eiclos de 30s a 94°C, 30s a 55°C
e 2 min a 72°C (COCKFIELt al.,2007). Os amplicons obtidos foram visualizados
conforme descrito no item 4.4. As amostras BEC e6®W/Berviram como controles-
positivo dos CC8 e CC30, respectivamente. Ja astaasdJSA 400 e USA 800 foram
utilizadas como controles para os CC1 e CC5, réispaetente. Em relacdo ao controle

positivo do CC45, utilizamos como referéncia a anad38-23.

Tabela 6.Iniciadores diretosdir) e reversosrév) que foram utilizados no teste RM,
segundo Cockfield e colaboradores (2007).

Iniciador  Tipo Sequéncia

AF dir) 5 AGGGTTTGAAGGCGAATGGG 3
AR30 tev) 5 CAAACAGAATAATTTTTTAGTTC 3
AR22 tev) 5 TACGAGCTCAACAATGATGC 3
AR45 tev) 5 GGAGCATTATCTGGTGTTTCC 3’
AR1 tev) 5 GGGTTGCTCCTTGCATCATA 3
BF dir) 5" CCCAAAGGTGGAAGTGAAAA 3
BR8 (ev) 5 CCAGTTGCACCATAGTAAGGGGTA 3
BR5 ev) 5 TCGTCCGACTTTTGAAGATTG 3

4.10. Tipagem através do sequenciamento de muisilenziméaticos (MLST)
DNA das amostras (08-65, 07-39, 07-26, 08-09 e3)8&presentando no teste RM

CC1, CCh, CC8, CC30 e CC45, respectivamente, fovhiidos de acordo com a

metodologia descrita no item 4.2 e para amplifioad@s fragmentos internos dos genes
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arcC, aroE, glpF, gmk pta, tpi e yqiL (ENRIGHT et al., 2000) e posterior
sequenciamento. Todas as etapas da metodologia L& Nbram realizadas como

descrita na pagina do MLST: http://saureus.mlstmst/info.asp O programa utilizado

nas reacdes de amplificacdo foi o seguinte: desag@ta de 94°C por 4 minutos, seguido
de 30 ciclos de uma desnaturacdo de 94°C por B8mento a 55°C por 30 s e uma
extensdo de 72°C por 90 s. Apds o término dosg;iéto realizada uma extensao final
de 72°C por 4 min. Os iniciadors utilizados foragqueles descritos no site do MLST, e

foram utilizados nas concentragdes indicadas.

4.10.1. Purificagao dos produtos de PCR

A purificac8o do produto de PCR foi realizada,izdihdo o kit GFX" PCR DNA
and Gel Band Purificatin (Amershan Biosciences/H&althcare, Little ChalfonReino
Unido), de acordo com a recomendacOes do fabricabtgroduto purificado foi
visualizado por eletroforese em gel, como deseritatem 4.4. O DNA purificado foi
quantificado visualmente, comparando-se a intedsiddas bandas do marcador de
tamanholow mass(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) com as intensidades das ls&anda
obtidas com as dilui¢Ges realizadas com o DNA droatio e purificado.

4.10.2. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento das duas fitas, direta e reVlersan realizados no sequenciador
automatico MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences/ @itzando o kit ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequence Ready Reaction Aplplied Biosystem). As
sequéncias obtidas foram editadas utilizando owsoft Chromas Lite versdo 2.0
(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.htra)) posteriormente, alinhadas com
0 locus ST correspondente, utilizando o programa de inftoaa ClustalW

(http://aling.genome.ip/para alinhamentos multiplos e, estas foram nownéeneditadas

para se aparar a sequéncia obtida com o fragmentespondente utilizado na tipagem

ST do gene especifico. Posteriormente, as seqeérdidadas dos setecl foram

submetidas ao site MLST para analise (http://saungst/misc/info.asp
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4.11. Eletroforese em gel sob campos elétricosrnaltlds (Pulse-Field Gel
Electrophoresis; PFGE)

O método utilizado neste estudo foi previamenteritespor Soares e colaboradores
em 2001. Resumidamente, o0 DNA bacteriano foi enalcloem agarose de baixo ponto
de geleificacdo e digerido com a endonucleasestieg@&Smad. Ao término da digestao
enzimatica do DNA, um bloco de cada amostra foigimsado nas canaletas do gel de
agarose, preparado a 1% em tampao TBE (Tris-Bdd@d5 M, EDTA 0,001 M,
pH:8,0). Os discos contendo os marcadores de pesecuharlambda ladderforam
colocados nas canaletas localizadas nas duas é@kdss do gel (New England,
Biolabs, Ipswich, Estados Unidos).

Terminada a aplicacédo dos discos, as caneletas feeladas com agarose a 1% em
TBE.. O gel foi submetido & eletroforese no sisteGidEF-DR 1l da BioRad
(Richimond, Califérnia), com intervalos de puls@sida 30 s por 23 h, angulo de 120°,
temperatura de 11,3°C e voltagem de 6,0 volts/crgelCfoi deixado em uma solucao
contendo brometo de etidio apmL e os fragmentos de DNA visualizados como
descrito no item 4.4. Foram utilizadas amostrasgmadeneticamente relacionadas aos
clones USA 400, USA 100/USA 800, USA 1100 e BEC.

Os padroes de PFGE das amostras foram analisadbgsatde critério visual
descrito por Tenover e colaboradores (1995). Clestaa, as amostras que apresentaram
0 mesmo tamanho e nimero de fragmentos foram fidaxks como pertencentes a um
anico clone. As cepas apresentando até trés batelakferenca foram classificadas
como estreitamente relacionadas; amostras diferdequatro a seis bandas foram
designadas como possivelmente relacionadas e amdscterianas contendo sete ou
mais bandas diferentes, representativas de trémas alteracdes genéticas, foram
consideradas nao correlacionadas (TENOWERL, 1995).
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5. Resultados

5.1 Andlises da diversidade genémica das amostrdREA através da técnica de
PFGE

Através da analise do PFGE, utilizando o critérisual descrito por Tenover e
colaboradores (1995), 122 do total das 131 amostistsdadas puderam ser,
inicialmente, relacionadas aos padrdes internasateaclones circulantes utilizados: 50
foram geneticamente relacionadas ao clone USA 4d@-americano, o qual tem sido
descrito como pertencente a linhagem ST148€®/ e, portanto, alocada no CC1l
(Figura 2A, linhas 11, 12 e 14; Figura 2B, linh@s8 e 14); 36 relacionadas ao BEC;
clone descrito como pertencente a linhagem ST239a8@Il, alocada também no
CC8 (Figura 2B, linhas 2, 5, 12 e 13); 17 relaadas aos clones USA 800 (Figura 2A,
linhas 8, e 13; Figura 2B, linha 9) e 2 relaciorsada clone USA 100, descritos como
pertencentes as linhagens ST5-&@&G@I/IV, respectivamente, a qual € agrupada no
CC5 (Figura 2A, linha 6); 17 amostras relacionadasUSA 1100, descrito como
pertencente a linhagem ST30-S@&1V, alocada no CC30 (Figura 2A, linhas 3,5 e 9;
e Figura 2B, linha 6). Posteriormente, outras 4sirae que haviamos classificado como
clones esporadicos, foram relacionadas ao clone BA descrito como pertence as
linhagens ST45-SQ@edl/IV, a qual é agrupada no CC45 (Figura 2A, lirhaTabela
7). Finalmente, 5 amostras apresentaram mais dear@lab diferentes quando
comparadas com os padrdes internacionais (07-3X38,/08-17, 08-19 e 08-21). Desta

forma, estas amostras foram agrupadas como pepisadicos.

5.2. Teste RM

O teste RM foi realizado para cada amostra clirioaforme descrito no item 4.9.
Através deste teste, a grande maioria das amd4®8£131, 98%) pode ser alocada em
algum complexo clonal, conforme a seguir: CC1 (®@@stras), CC8 (36 amostras), CC5
(19 amostras), CC30 (17 amostras), CC45 (4 amo3Jtedela 7). Dentre as 5 amostras
esporadicas, apenas duas nao puderam ser tipadeste RM, enquanto que uma foi
alocaca ao CC5 e as outras duas alocadas ao CfafurA 3 mostra os resultados dos
géis de DNA realizados com amostras padroes pa@ds CC5, CC8, CC30 e CC45,
0s quais foram detectados neste trabalho. Tod88 amostras que apresentaram perfis
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de PFGE compativeis com o padrdao de PFGE da amdS#a400 norte-americana
(menos que seis diferencas no PFGE) foram agrupaaldasste RM como CC1. Do
mesmo modo, todas as 19 amostras que apresentadaifiep de PFGE semelhantes ao
da representante das amostras USA 100/USA 800 fatacadas no CC5 pelo teste
RM. Similarmente, todas &6 amostras que apresentaram padrao de PFGE sauilar
da amostra BMB9393 (BEC) foram alocadas no CC8.bEamobservamos que as 17
amostras CC30 apresentaram padroes de PFGE setasltean das amostras PVL
positivas WB69, previamente classificadas comocieteadas ao clone USA 1100
(RIBEIRO et al., 2005). Da mesma forma, todas as 4 amostras CC4adass
apresentaram PFGE semelhante ao da USA 600 (Hgliabela 7).

5.3. Tipagem do SQ@ec

Apesar de o PFGE ser uma técnica com excelenter pdiscriminativo,
decidimos adicionar outros testes moleculares pamanentar a precisdo e a
confiabilidade de nossas andlises. Aléem disso, mawapresentando padrbes de PFGE
bastante semelhantes podem apresentar difereptssde SC@iece estar envolvidas
em eventos epidemioldgicos distintos. Um exemplo &8 amostras relacionadas ao
USA 100 (ST5-SC@edl) e ao USA 800 (ST5-SQBedV). Deste modo, decidimos
realizar a tipagem do S@@&c A Figura 5 apresenta os resultados da tipagem do
SCQmec para as amostras-padrédo. Todas as 50 amostrasapreeentaram CC1
(segundo teste RM) e relacionadas ao USA 400, sleguesultados do PFGE,
apresentaram SQ@edV. As 36 agrupadas no CC8 e que foram classifisadano BEC
no PFGE, apresentaram S@€dll. As 17 amostras classificadas como CC30 e
relacionadas ao USA 1100 apresentaram como esp&@dmedV. Dentre as 19
amostras CC5 e relacionadas aos clones USA 100180@ram classificadas como
SCQamedV (USA 800) e somente 2 como S@&dI (USA 100). As 4 amostras CC45,
com padrdes de PFGE semelhantes ao do USA 60@eapaeam SCiied| (Tabela 7 e
Figura 6). Trés amostras apresentando padrbes @& BBporadicos (1 RM CC5 ou 2
RM ndo tipaveis), apresentaram 3@€3V. As outras duas amostras com padrdes
esporadicos e tipadas no teste RM como CC8 apezaent SC@ed.
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5.4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobgano

O perfil de susceptibilidade foi analisado paraiatgantimicrobianos na tentativa de
se encontrar marcadores que poderiam servir comdaativos da presenca de
determinados tipos clonais. De fato, a maioriaatasstras CC8 (relacionadas ao BEC)
apresentou resisténcia a ciprofloxacina {Ci86/36 amostras), sulfametoxazol-
trimetropim (SxT, 35/36 amostras), tetraciclina (fe83/36 amostras) e & eritromicina
(Eri¥, 36/36). Sendo assim, o padrdo de antibiogram8 S~ Tef® Eri%, designado
como antibiotipo 1 (AT 1), foi o padrdo mais caeaistico deste tipo clonal (32/36;
86%). Entretanto, outros antibiotipos (A2 e A3) aor observados, com menor
freqUéncia, para amostras BEC (Tabela 7). Ao coatdd BEC, a maioria das amostras
CCa30, relacionadas ao CA-MRSA USA 1100, foram rsaissiveis aos antimicrobianos
em questdo: Cip 17/17 amostras; SXT16/17 amostras; Tetl7/17 amostras; e Eri
12/17 amostras, apresentando o padrdo AT4 predoteindCip SxT° Tef Eri®) e
outros antibiotipos (AT5 e AT6) menos prevalenteagbgla 7). Em relacdo as amostras
CC5 relacionadas ao clone USA 800, foi observade gumbém apresentaram, da
mesma forma que as relacionadas ao USA 1100, asupteptibilidade a ciprofloxacina
(Cip°, 15/17), sulfametoxazol-trimetroprim (SXT17/17) e tetraciclina (T&t15/17),
porém essas amostras apresentaram de uma maneitargpisténcia a eritromicina
(Eri?, 13/17), sendo o padrdo AT5 predominante {CHxT® Tef Eri"). Outros
antibiotipos menos frequentes (AT4, AT7, AT8 e AT®&am também observados para
essas amostras (Tabela 7). As amostras CC1, CA34B €studadas, relacionadas aos
clones USA 400, USA 100 e USA 600, respectivameataesentaram padroes
semelhantes de susceptibilidade para essas dro@#s.400: ciprofloxacina (Cfh
50/50 amostras), sulfametoxazol-trimetropim (%x9/50 amostras), tetraciclina (Tet
47/50 amostras) e eritromicina (Er47/50 amostras). USA 100: ciprofloxacina @ip
2/2 amostras), sulfametoxazol-trimetropim (8xZ/2 amostras), tetraciclina (fe2/2
amostras) e eritromicina (Eri2/2 amostras), e finalmente USA 600: ciprofloraci
(Cip®, 4/4 amostras), sulfametoxazol-trimetropim (§x#/4 amostras), tetraciclina
(Tet, 4/4 amostras) e eritromicina (Eri4/4 amostras), sendo o padrdo principal
designado AT8: Cip SxT® Tef Eri". Na tabela 7, os dados desses indicadores estdo

apresentados juntamente com os métodos de tipagézoutar.
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5.5. Deteccao da PVIUkSFpv)

A PVL é considerada por muitos autores como um aaanicgenético de CA-MRSA
(SAIMAN et al, 2003; VANDENESHet al, 2003; GONZALES:t al, 2006). Portanto,
achamos interessante acrescentar a detec¢do dad?™bh um marcador, por ser um
simples teste de PCR que poderia ser util paraedifégar amostras CC30 e CC5,
apresentando, predominantemente, antibiotipos A3 ¢Cip° SxT° Tef® Eri®®), com
objetivo de validar os resultados da tipagem pestetRM para tais amostras. Ao final
das nossas analises, confirmamos a deteccao danpaeda PVL apenas em amostras
relacionadas ao clone USA 1100 (Tabela 7).

5.6. Deteccado da enterotoxina $¢k)

Dados prévios de nosso laboratorio demonstraramogiaes as cerca de 70 amostras
USA 400 testadas carreavam o gesgh e que nenhuma das 250 amostras BEC
analisadas apresentavam tal gene (GUIMARAES & FIREPO; 2010. Dados n&o
publicados). Tendo em vista que amostras perteesaa CC1 (USA 400) e CC5 (USA
800) apresentam o mesmo antibiotipo predominante @p® Eri~ Tef SxT°) e o
mesmo tipo de SQGedV, achamos interessante analisar a possibilidadatidizar a
deteccdo deehcomo um marcador para diferenciar amostras desgeslinhagens, em
adicdo ao teste RM. Para confirmarmos que estes I0&a era comumente encontrado
em outros clones realizamos a detecgdo do mesmanmmastras relacionadas ao clone
USA 100, USA 600, USA 800 e USA 1100 e nao detectampresenca desse gene em

nenhuma das amostras analisadas.
5.7. Tipagem do lécuagr tipo 1l

Tendo em vista que a maioria das amostras relatasnaos clones USA 100 e USA
600 apresentaram antibiotipo idéntico (A4), promwa atraves de pesquisassilico e
na literatura cientifica de algum marcador molecglze pudesse diferenciar estes dois
clones. Observamos que o lé@ag tipo Il é especifico para linhagens pertencentes a
CC5, ou seja, englobando os clones USA 100 e USA Bara ratificarmos este dado,
desenhamos iniciadores especificos para este #éogstestamos em todas as amostras

pertencentes ao CC5 e CC45 analisadas neste wakmlfim de confirmarmos a
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especificidade dos iniciadores. Observamos que @sramostras identificadas como
CC5, obtivemos um produto de amplificacado do taroagperado, de 160 pb, enquanto
que para as amostras CC45 nao foi observada nenhmphficacdo, como ja era

esperado, visto que apresentagntipo | ou IV (Figura 7).

5.8. MLST

Com objetivo de validar os resultados obtidos rsbetéRM, uma amostra de cada
CC, como determinado pelo teste RM, foi aleatoriamescolhida para a realizagéo do
MLST. O perfil alélico no MLST 2-3-1-1-4-4-3 obtidpara a amostra 07-26 (PFGE
semelhante ao BEC, S@@dll e RM = CCB8) foi correspondente ao ST239 (CC8
Para a amostra 08-09 (relacionada ao USA 1100 PEGE, SC@edV e RM =
CC30), o padrao alélico obtido no MLST foi 2-2-2926-3-2, correspondente a um
novo ST, cujo numero € 1752, pertencente ao CC&@ & amostra 07-039, obtivemos
um perfil alélico no MLST 1-4-1-4-12-1-10, corresplente ao ST5 (CC5). Esta amostra
foi relacionada ao USA 800 através da técnica deERRpresenta SGaedV e RM =
CC5. A amostra 08-65 relacionada pelo PFGE ao digs& 400, SC@edV e RM =
CC1 apresentou um perfil alélico de MLST 1-1-1-1-1; correspondente ao ST1
(CC1). Finalmente, o padréo alélico 10-14-8-6-1®-8arresponde ao ST45 (CC45) e
foi obtido para a amostra 08-23, a qual foi relaadta ao USA 600, pela técnica de
PFGE, possui SQ@ecll e RM = CC45. Assim, os resultados do MLST vatam os
resultados obtidos através do teste RM.
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Tabela 7. Analise molecular e padrdo predominante de sudtkgiide a
antimicrobianos das 126 amostras relacionadasoae 8EC, USA 400, USA 100, USA
600, USA 800 e USA 1100 deste estudo

Clone® N° de

Antibiotipo® cc mec® PVL"  seh agrllf
amostrad

AT1 = Cip"'SxT" Tet Eri R
(32/36; 89%)
AT2 = Cip? ' SxT® TeCEri®
BEC 36 8 I - - -
(3/36; 8%)
AT3 = Cig? ' SxT° Tef Eri®

(1/36; 3%)

AT4 = Cip® 'SXT® Tet®Eri®
(11/17; 65%)
USA ATS5 = Cip® 'SxT° Tef’Eri®
17 30 IV + ; ;
1100 (5/17; 29%)
AT6 = Cip® 'SxT® TeEri®

(1/17; 6%)

AT5 = Cip® 'SxT° Tet°Eri R
(10/17; 59%)
AT4 = Cip® 'SxT° Tef’Eri®
(3/17; 18%)
AT7 = Cip® 'SXT° Tef Eri®
USA 800 17 5 \Y - - +
(2/17; 12%)
AT8 = Cip? ' SxT® TefErit
(1/17; 6%)
AT9 = Cip? ' SXT® TefEri®
(1/17; 6%)
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Tabela 7. continuacdo

N° de o . . .
Cloné Antibiotipo —AT® cC mec® PVL" seh agrll
amostra

AT8 =Cip" ' SxT® Tet®Eri®
(44/50; 88%)
AT1= Cip® 'SxT Tef Erit
(1/50; 2%)
USA 400 50 1 \Y
AT3 = Cig® 'SxT® Tef Eri®
(2/50; 4%)
AT9= Cip? ' SXT® TeEri®
(3/50; 6%)

AT8 = Cig? ' SxT® TefEri®
USA 100 2 5 [

(2/2: 100%)

AT8 = Cip? ' SxT°Tef® Eri®
USA 600 4 45 [

(4/4: 100%)

#Clones definidos pela técnica plelse-field gel electrophores{BFGE)

P As 5 amostras classificadas como esporadicas mdm fiacluidas nesta tabela.

°AT, antibiotipo. Ciprofloxacina, Cip; sulfametoxdzdmetoprim, SxT; tetraciclina, Tet
e eritromicina, Eri. Foram marcados em negritamtgbiotipos predominantes.

cc, complexo clonal, como determinado pelo teste(RRICKFIELD et al, 2007).
®meg tipagem de SCAec(BOYE et al, 2007)

'Deteccdo dos genes que codificam para leucocidmaPanton-Valentine (PVL),

enterotoxina H geh e para cagr tipo 1l (JARRAUD et al, 2002, GUIMARAES &
FIGUEIREDO, 2010, dados né&o publicados).
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Figura 2A. PFGE de amostras representativas dos principameslinternacionais
de MRSA e de amostras deste estudd.idha 1. marcador de peso moleculatadder;
2: amostra 08-19 (clone esporadic®);08-20 (relacionada ao clone USA 110¢)08-
23 (relacionada ao clone USA 60®); 08-25 (relacionada ao USA 110®), 08-26
(relacionada ao USA 100): amostra padrdao representativa do clone USA &00;
amostra padréo representativa do clone USA 80@mostra padrao representativa do
clone USA 1100}10: amostra padréo representativa do BELC;08-28 (relacionada ao
USA 400);12: 08-36 (relacionada ao USA 40Q)3: 08-40 (relacionada ao USA 800);
14:08-41 (relacionada ao USA 400)1%&: marcador de peso moleculatadder.
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Figura 2B. Linha 1: marcador de peso molecularladder, 2: 07-26 (relacionada
ao clone BEC); linh&: 07-29 (relacionada ao USA 40@y; 07-37 (esporadical: 07-
38 (relacionada ao BE(Q); amostra representativa do clone USA 1I00narcador de
peso moleculai-ladder; 8: amostra representativa do clone USA 400;amostra
representativa do clone USA 8Q10): amostra representativa do clone BEC; lidia
07-39 (relacionada ao clone USA 800%: 07-63 (relacionada ao clone BEQJR: 07-
76 (relacionada ao clone BEQ)Y: 07-127 (relacionada ao USA 400).
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Figura 3. Resultados obtidos com o teste Riklizando amostras padrabinha 1:
Padrado de tamanho molecular 100 pbCC30 (amostra WB69, represetativa do clone
USA 1100);3: C (controle negativo)d. CC45 (amostra USA 600)5: CC1 (amostra
USA 400);6: CC1 (amostra USA 400Y;: CC8 (amostra BMB9393; representativa do
BEC);8: CC5 (amostra USA 100); 8: Padréo de tamanho mae&0iOpb.
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Figura 4. Tipagem através do teste RM das quatro amostrsER®A deste trabalho
pertencentes ao clone USA 600.
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1000 pb

500 pb
400 pb

Figura 5. Tipagem SC@ecpara as amostras padrdonha 1: padrdo de peso
molecular 100 pb;2: amostra USA 100 (SQG@edl); 3: amostra BMB9393,
representativa do BEC (S@@dll), 4. USA 500, representativa do clone Ibérico
(SCQOmecl); 5: amostra USA 800 (SG@edV); 6: USA 400 (SC@edV); 7: amostra
WB69, representativa do USA 1100 (S@&1V); 8: controle negativo.
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1 kb
900 pb

Figura 6. Tipagem do SCRecdas amostras relacionadas ao clone USA l6oba

1. amostra 08-23: 08-30;3: 08-44;4: 08-62;5: padrao de peso molecular 100 pb.
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Figura 7.

Deteccgéao dagr tipo Il em amostras CC45 e CC5.
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6. Discussao

Staphylococcusaureus resistentes a meticilina (MRSA) representam unvegra
problema de saude publica. Tais microrganismosm atfe estar entre os mais
importantes agentes de infeccbes comunitarias, gimhalmente, os principais
patégenos em infecgcbes associadas aos cuidadad&seBACS (APEELBAUM, 2006;
PLATA, ROSATO & WEGRZYN, 2009). Dados do Center foisease Control and
Prevention (CDC), dos EUA, relatam que em 2005uakmpais, foram registradas
cerca de 100.000 infec¢cdes invasivas causadas R@AViresultando em um total de
19.000 mortes - niumero este superior ao de 6bdtesacios pelo virus HIV, nos EUA, a
época do estudo (TAUBES, 2008).

Desta forma, pesquisas visando o desenvolvimenitmdes métodos de deteccao de
MRSA, através de técnicas de DNA, tém resultad@ummento da precisdo e rapidez
desses diagnoésticos, o que € de extrema importjyaria a adocdo de medidas
terapéuticas e controles efetivos e imediatos deshghs associadas (HARBARTH,
2006). Paralelamente, métodos de genotipagem tdmasnplamente utilizados, com o
objetivo de se rastrear linhagens especificas d&SAJRima vez que estas podem
apresentar caracteristicas clinico-epidemiolégeate resisténcia aos antimicrobianos
bastante distintos (HARBARTH, 2006; OTTER & FRENC210). Dentre as técnicas
mais utilizadas para este fim incluem-se o PFGEpagem do genspae o MLST
(TENOVER et al, 1995; FRENAYet al, 1996; ENRIGHTet al, 2000). O PFGE é
considerado um dos principais métodos de genotipag®lecular dos MRSA, em
virtude do seu amplo poder discriminativo. No etdamesvantagens em relacdo a
utilizacdo desta técnica ndo podem ser descartddaise elas o fato de ser laboriosa, de
levar em média uma semana para ser concluida eseapae custo elevado
(STRANDEN, FREI & WIDMER, 2003). Além disso, muitaezes a comparagdo dos
pulsotipos de diferentes géis torna-se complexagué@ pequenas variantes podem
acarretar em alteracdes na migracado das bandagsattas malhas do gel de agarose.
Portanto, torna-se ainda mais dificil a analisedddos de laboratorios diferentes. As
técnicas de SPA e de MLST, por sua vez, dependesistignas de seqglienciamento de
DNA (FRENNAY et al.,1996; ENRIGHTet al, 2000). Tal tecnologia é de certa forma
laboriosa, demorada e apresenta custos ainda nelevados para ser utilizada
rotineiramente (DAVISt al, 2003).
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Devido as desvantagens citadas, metodologias detiggagem mais simples e
rapidas, envolvendo, por exemplo, a técnica de P@&n sendo descritas
(STRANDEN, FREI & WIDMER, 2003; DIEP, PERDREAU-RHNGTON &
SENSABAUGH, 2003; STRUELENS & DENIS, 2006). O tesd é um desses
exemplos e visa a alocacdo de amostras de MRSAcooglexos clonais mais
frequentemente disseminados no mundo, utilizandmples reacdes de PCR
(COCKFIELD et al, 2007). Cabe ressaltar que o termociclador janéegquipamento
presente em laboratorios de muitos hospitais @& $Erstante interessante se um teste
simples, capaz de alocar amostras de MRSA atéeb advcomplexo clonal, pudesse ser
utilizado rotineiramente, visto que poucos clonedtRSA fazem parte de um mesmo
CC (ENRIGHT et al, 2000; COCKFIELD et al, 2007, DEURENBERG &
STOBBERINGH, 2008). Devido a auséncia, na maiowa tiospitais, de estrutura
laboratorial para a realizacdo de diagndsticos ontdees mais robustos, como o PFGE,
a tipagem até o nivel de clones das amostras adinie MRSA ndo é geralmente
realizada e, desta forma, protocolos de terapiamambbiana empirica ndo séo
corretamente estabelecidos. Consequentemente, @enfgacpode nao receber
prontamente o tratamento mais adequado para dehedainfeccdo. Por outro lado, o
conhecimento dos clones de MRSA circulantes em wspital é de fundamental
importancia para o controle da disseminacdo dessesorganismos no ambiente
hospitalar (HARBARTH, 2006; APPELBAUM, 2006).

Deste modo, achamos interessante aferir a sedsilbd] especificidade e
confiabilidade do teste RM para estudos de gergpdipa Para tanto, utilizamos
amostras de MRSA isoladas em hospitais no Rio deirda entre os anos de 2007 e
2008. Este método se fundamenta na utilizacdo deadhares moleculares (0os genes
hsdSle hsdS2, os quais sdo conservados entre amostras de smar@C, mas diferem
entre amostras de CC diferentes (COCKFIEtal, 2007). Esta caracteristica permite
alocar amostras geneticamente semelhantes nogppisicomplexos clonais circulantes
no mundo: CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45.

Ao final da analise das 126 amostras de MRSA quesaptavam padrdes de PFGE
bem conhecidos, por serem clones circulantes esormas, concluimos que o teste RM
mostrou-se bastante sensivel e especifico parasaif@tacdo dessas amostras em seus
respectivos CC. Os resultados obtidos foram contbseanto com os perfis de restricdo
gerados pelo PFGE como com os dados da tipagemCedin&c obtidos paracada
amostra (TENOVERet al, 1995; BOYEet al, 2007). Ou seja, todas as 50 amostras que
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apresentaram pulsotipos relacionados ao clone WHAGL seja, com até seis bandas de
diferenca no PFGE em relacdo a cepa padréo utillizachrreavam S@aedV foram,
corretamente, alocadas no CC1 pelo teste RM. Danmésrma, as 17 amostras que
apresentaram pulsotipos relacionados aos clones 11898 e presenca do S@EdV
foram alocadas no CC30. Similarmente, todas asni&@as relacionadas ao clone USA
100/USA 800 no PFGE e que apresentaram B8&UIV foram corretamente
classificadas como CC5. Por fim, as 36 amostrasimladas ao clone BEC, quanto aos
pulsotipos apresentados e que carreavamnddd foram alocadas no CC8 pelo teste
RM. Tais resultados indicam 100% de especificidpdea a identificagdo dos CCs
relativos aos clones USA 100, USA 400, USA 800, U3A0 e BEC, os quais ja foram
descritos como circulantes, ndo somente, em diwersgibes de nosso pais, mas
também em diversos paises do mundo (TEIXEHRAL, 1995, RIBEIRCet al., 2005;
SOUSA-JUNIOR et al., 2009; SILVA-CARVALHO et al, 2009; CURYet al, 2010;
RODRIGUEZ-NOBREGAet al, 2010). O padrdo de PFGE de 4 amostras nidoaasult
em um perfil compativel com linhagens de MRSA dantes em nosso pais e por isso
foram também consideradas, inicialmente, como obsperadico. Entretanto, buscamos
na literatura cientifica perfis de bandas de PFGE& sp assemelhassem ao observado
para essas amostras, as quais foram classificalastgste RM no CC45. De fato,
através da comparacao entre os tamanhos dos freggr®md gerados chegamos a
conclusdo que tais amostras eram relacionadasoae tISA 600 (ST45-SGwedl), o
qual tem sido denominado também, por alguns aytocesno clone Berlim
(McDOUGAL et al, 2003, WANNETet al., 2004). Portanto, o teste RM classificou
corretamente essas amostras no CC45.

E interessante ressaltar que, até o0 momento, né@ $ido relatada a presenca deste
clone em hospitais brasileiros. Amostras CC45 eimargem Berlim, na Alemanha, em
1993, apresentando S@€dV. Por este motivo receberam o nome de clone 1Rerli
Hoje, porém, tais amostras estdo amplamente disadas em diversos outros paises
europeus como Austria, Bélgica, Holanda, EspankéndRUnido. Interessantemente,
amostras CC45 encontradas nos EUA carreiamn®dC o qual foi também observado
nas amostras CC45 detectadas neste estudo (MCDOWEAL, 2003, WANNET et
al., 2004, DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). Visanda@@nfirmacdo desses
resultados, realizamos o MLST para uma dessas eaa@68-23) e observamos que esta

apresentou ST45, validando, mais uma vez, os agdtobtidos através do teste RM.
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Outras 5 amostras (07-37, 07-132, 08-17, 08-19 2108ambém apresentaram
pulsotipos considerados esporadicos e diferentesdas outros, com excecdo das
amostras 08-17 e 08-21 que apresentaram perfisddénEm relacdo a deteccédo do CC
pelo teste RM, a amostra 07-132 foi alocada no €@8% amostras 08-17 e 08-21 foram
alocadas ao CC8, e as outras duas amostras fomtipadeis. As amostras 07-132, 07-
37 e 08-19 apresentaram S@€&4V, enquanto que as amostras 08-17 e 08-21
apresentam SQ@ed .

Deste modo, concluimos que o teste RM demonsteMaéh especificidade (100%),
alocando em CC todas as 126 amostras com perR§@& conhecidos, e sensibilidade
de cerca de 98,5 %, alocando 129 das 131 amostaisa@las aqui em complexos
clonais. Realizamos o0 MLST para uma amostra reptasie de cada CC e obtivemos o
mesmo resultado obtido pelo teste RM, validandstadi®rma, tais analises.

Neste estudo, obtivemos amostras representantésdde os complexos clonais
passiveis de identificacdo pelo RM, com excecdo Q©22. Um dos clones
internacionais alocados no CC22 € o EMRSA 15. Omoes prevalente em hospitais no
Reino Unido e vem sendo detectado em outras regifepéias da Alemanha, Bélgica,
Espanha e Portugal, além de ter sido encontradoétanma Australia e Nova Zelandia
(MURCHAN et al, 2003; O’'BRIANet al, 2004; CONCEICAGet al, 2010). Um outro
clone passivel de identificacdo pelo teste RM e tqngbém néo foi identificado em
nossas analises € o EMRSA 16 ou USA 200 (AMORiMal, 2007). Este clone
também esta disseminado em diversas regifes easopéambém vem sendo detectado
no Canada e no México. O EMRSA 16 pertence ao CM3a8,apresenta uma ST36, se
diferenciado, deste modo, do USA 1100, que € SARON disso, ambos difererem em
relacdo ao SC@e¢ visto que o USA 1100 carreia o tipo IV enquante @ USA
EMRSA 16 carreia o tipo Il (AMORIMet al, 2007, DEURENBERG:t al, 2009). A
auséncia do EMRSA 15 e do EMRSA16 em nossas asaistd de acordo com o
contexto epidemioldgico brasileiro, visto que asprega destes clones néo foi, ainda,
observada em nossos hospitais (TEIXEI&AL, 1995, RIBEIRCet al.,2005; SILVA-
CARVALHO et al, 2009; SOUSA-JUNIOR al.,2009; CURYet al, 2010).

A fim de aumentarmos a confiabilidade dos resukadbtidos pelo teste RM,
estudamos a possibilidade de se acrescentar ajgwnsos marcadores. Apesar do
namero limitado de amostras aqui estudadas, umguen antibiograma € um teste de
rotina em laboratorios clinicos, achamos interdssacrescentar, como um dos

primeiros parametros a serem analisados, o perél gsusceptibilidade aos
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antimicrobianos (antibiotipo). Nossas analisesdadim que a susceptibilidade a quatro
antimicrobianos (Cip,SxT, Tet eEri) poderia ser extremamente Uutil para uma
classificacéo inicial dos MRSA de acordo com oshaotipos obtidos. Um total de oito
antibiotipos diferentes foram detectados para tasamostras testadas (Tabela 7).
Entretanto, observamos que os clones de MRSA eltsdauderam ser agrupados em 4
antibiotipos principais (AT1, AT4, AT5 e AT8), guara susceptibilidade concomitante
a essas quatro drogas. Observamos que para o Bpafilopredominante encontrado
(AT1) foi de resisténcia aos quatro antibiéticosamastdo - CipSxT Tef Eri® (32/36;
89%).Cabe ressaltar g@ste clone adquiriu uma série de genes que confessténcia
multipla a diferentes classes de antimicrobianddXEIRA et al, 1995; OLIVEIRAet

al.,, 2001). Estudos anteriores demonstraram o isolemale amostras BEC
apresentando-se susceptiveis somente a vancorajaiaaregido Nordeste do pais, ja foi
apontada a emergéncia de uma subpopulagéo, reddeica este clone, apresentando
resisténcia heterogénea a vancomicina e teicogdmiBIXEIRA et al, 1995, SOARES

et al, 2001, RODRIGUEZ-NOBREGAet al, 2010). Assim, a presenca de
susceptibilidade tipo AT1 (em nosso meio) seridgefandicativo de que a amostra
analisada poderia ser relacionada ao BEC. Adiaeale, para confirmacéo, além do
teste RM (que alocaria essas amostra no CC8),isuageque fosse confirmada, através
de PCR, a presenca nessas amostras dan8@(C visto que o BEC carreia este
elemento e este ndo tem sido verificado em outrdmdens circulantes no mundo
(Tabela 7 e 8; TEIXEIRAet al, 1995; OLIVEIRAEet al, 2001; ENRIGHTet al., 2002,
RODRIGUZ-NOBREGAet al, 2010).

A grande maioria das amostras relacionadas ao U988 fboram alocadas nos AT4 e
AT5 (Tabela 7), sendo que a maior parte delas {116b6%) no AT4, ou seja,
apresentaram susceptibilidade a todas as quatgasireCip SxT° Tef Eri®). Uma
menor percentagem dessas amostras (5/17; 29%) fal@radas no AT5 (CHSxT®
Tef Eri"). Ao contrario, as amostras relacionadas ao cloi®A 800, foram
classificadas em sua maioria como AT5 (10/17; 5%desentando resisténcia apenas a
eritromicina e somente 18% (3/17) dessas amosiramfalocadas no AT4 (Tabela 7).
Portanto, no caso de uma amostra apresentar Afeldado seria um bom indicio de
gue esta poderia estar relacionada ao USA 110@nkmto, 5 das amostras USA 1100
testadas apresentaram resisténcia a eritromiciastee fenétipo ja foi observado em
amostras deste clone isoladas em um hospital de Rtagre (SCRIBELet al, 2009).
Portanto, o AT5, apesar de mais rar@mnbém pode ser detectado, com relativa
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frequéncia, entre amostras USA 1100. Adicionalme®ii€4 e AT5 foram, como
relatamos acima, observados em amostras relacimaadaone USA 800, sendo porém
AT5 o0 padrdo predominante. Por outro lado, observamos tqdas as amostras
relacionadas ao clone USA 1100 (CC30) foram pa@stipara a presenca do lécus
luKSF-pv. Desta forma, para que possamos distinguir, com m@iteza, amostras
relacionadas ao USA 800 daquelas relacionadas #0180 sugerimos que além do
teste RM, que devera alocar as amostras como C&3f(em relacionadas ao USA
1100) ou CC5 (se forem relacionadas ao USA 800y, taenbém realizada a deteccéo
por PCR do I6cubIkSF, que codifica a PVL (Tabela 7 e 8). Neste estedtg l6cus foi
encontrado apenas em amostras relacionadas ao®hel 100, tendo o mesmo sido
observado nas amostras isoladas na regido sul dsil RRIBEIRO et al, 2005;
SCRIBELet al, 2009) e nas isoladas em outras partes do m@idbER & FRENCH,
2010). Assim, a deteccédo por PCR do ldauSF-pvfoi introduzido em nossas analises,
para fornecer maior seguranca a alocacao de amgseti@teste RM no CC30.

Vale a pena alertar que em outros paises ja forbsereadas amostras CC5
carreanddukSF, como relatado na Argentina (SOleA al, 2008). Neste caso, um PCR
alternativo poderia ser acrescentado no lugar da Bamo por exemplo, a deteccdo do
polimorfismo agr, uma vez que as amostras CC5 testadas, até o nwynieram
descritas como apresentando polimorfisagsll, enquanto que as ST30 apresentam
polimorfismo agrlll (DE SOUZA et al., 2005). Portanto, fica claro que a escolha do
marcador a ser utilizado para validacdo do testedeira depender das caracteristicas
especificas dos clones predominantes na area fieagggaminada.

Com relagcéo ao antibiograma dos MRSA pertencemteslanes USA 100 (CC5),
USA 400 (CC1l) e USA 600 (CC45), nossos resultadosaeam a maioria dessas
amostras em um mesmo antibiotipo AT8, ou seja, saptaram resisténcias
concomitantes a Cip e Eri e sensibilidades ao SXete Apesar do numero total de
amostras estudadas relacionadas ao USA 100 e USfe68ido pequeno (6 amostras),
todas apresentaram padrdo AT8, assim como 44 (@85%60) das amostras relacionadas
ao USA 400 (Tabela 7). A tipagem do S@€t(como marcador adicional) ndo seria,
neste caso, muito elucidativa, visto que tanto & W80 quanto o USA 600, circulantes
em Nnosso meio, carreiam o0 S@EdI. Porém, cabe acrescentar que este teste paagria
introduzido caso desejassemos confirmar se o CE@a¢drdo com o teste RM) seria,
realmente, um representante do clone USA 100 (SdGagdl), ou se ndo poderia ser

uma amostra relacionada ao USA 800 (ST5-®€®/), apresentando um padréo
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atipico de resisténcia a Cip. Procuramos na fiteaiecientifica um marcador adicional
gue pudesse diferenciar amostras USA 100 das demaistras agrupadas no AT8 e
achamos util introduzir a deteccédo do loags Il, através de PCR, visto que o clone
USA 600 carreia @gr tipo IV ou |, 0 USA 400agr lll, enquanto que destes somente 0
USA 100 carreia o tipo Il (JARRAURL al, 2000, STROMMENGER al, 20003, DE
SOUZA et al., 2005). Desta forma, desenhamos iniciadores, tesuino base as
sequéncias dagrBD da cepa Mu50, sabidamente pertencente ao CChaentes para
todas as nossas amostras genotipadas como CC3v&@hes que para todas elas houve
uma amplificacdo de um fragmento de 160 pb, corperado. Como controle negativo
do set deiniciadores testamos também para as amostras CC45 e nacrobsv
produtos de amplificacdo, como ja era esperadtm yise apresentaayr tipo | ou V.

As enterotoxinas estafilocécicas (SE) sdo supgrambs e, portanto, se ligam a
porcao externa do complexo de histocompatibiliddeleclasse 1l (MHC de classe 1),
presente nas células apresentadoras de antigemasjormando uma proliferacdo
policlonal de células T, gerando, consequentemenbelucao elevada de citocinas pro-
inflamatorias, podendo levar a sindrome do chogued (OMOE et al, 2005). Um
estudo anterior do nosso laboratério, realizado aorostras relacionadas ao clone USA
400, revelou que todas as amostras analisadasiacarr® geneseh e, portanto,
consideramos a presenca deste gene um marcadoruhaolda presenca de amostras
relacionadas ao USA 400 em nosso pais (GUIMARARESL, dados n&o publicados).
Igualmente, este l6cus também foi encontrado ensta®ST1-SCMedV isoladas nos
Estados Unidos e na Coréia do Sul, ndo sendo,t@mtime comum em outros clones
internacionais circulantes de MRSA (VANDENES@#Hal, 2003, CHAet al, 2005,
DE MIRANDA et al, 2007). A SEH parece possuir elevada afinidaddigdedo ao
MHC de classe Il, sendo considerada como o supgeaat mais potente (AGWet al,
2007). Sabe-se também que a SEH é muito deteatadasos de intoxicacdo alimentar
(OMOE et al, 2002 JORGENSENet al, 2005). Como todas as amostras relacionadas
ao USA 400 (alocadas como CC1 no teste RM), esagdaitt 0 momento, apresentam o
geneseh achamos interessante, por todos os motivos aifadticionar a deteccéao deste
gene, através de PCR, ao esquema de identificaggmgto, visando diferencia-las,
principalmente das amostras USA 600, alocadas ridjéitamente com as USA 400 e
USA 100 (estas ultimas diferenciadas das demassekenca dagr 1), e diferencia-

las das amostras USA 800 alocadas (principalmeatéT5 (Tabela 7). Os iniciadores
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utilizados foram especificos e somente demonstranaplificacbes para as amostras,
deste trabalho, que foram alocadas no CC1.

O CC1 foi inicialmente observado na Australia, eemanidades remotas, sendo
denominado primeiramente como clone WA1 (ST1-8@@&v e PVL negativo). Nos
EUA, o clone ST1-SCRedV, denominado entdo USA 400, aparece como agente
causador de infec¢cdes comunitarias e, diferenteamdat WAL, é produtor da PVL
(UDO, PEARMAN & GRUBB,1993; DAILEYet al.,2005). A presenca desta citolisina,
juntamente com a presenca do $@@V, é considerada, por muitos autores, como
caracteristicas importantes de linhagens CA-MRSAseja, marcadores moleculares
encontrados na maioria dessas amostras (VANDEN&SH, 2003). No entanto, um
estudo realizado entre os anos de 2000 e 2005 wwsti@s relacionadas ao clone USA
400 isoladas no Canada revelou que essas amodrhsafresentaram perfis tanto
positivos como negativos para a presenca dos gpreesodificam para PVL, sendo o
perfil negativo o prevalente (ZHANG@t al, 2008). Todas as amostras brasileiras
analisadas relacionadas ao clone CC1 ndo apresmengste l6cus

Resumindo, amostras AT8 positivas pseftdevem ser alocadas pelo teste RM no
CC1 (geneticamente relacionadas ao USA 400). Roo tado, esperamos que amostras
AT8, que amplificaram com os iniciadoragr Il e apresentaram S@&dl, sejam
classificadas pelo teste RM como CC5 e geneticametdacionadas ao clone USA 100
ou, se apresentarem SREdV, relacionadas ao USA 800. Ja as amostras ATS,
agrupadas como CC45 (relacionadas ao clone USA @60¢m ser tipicamensgr Il e
sehnegativas (Tabela 7 e 8).

Apesar de ndo termos detectado amostras relac®naolaCC22, Cockfield e
coladoradores (2007), em seu trabalho originadntitcomo um marcador adicional, o
teste fenotipico da deteccéo da urease para distiagpostras CC22, que normalmente
sdo urease negativas, de amostras CC1, CC5, CQ3046, que normalmente sao
urease positivas. Ja em relagdo ao CC8, o testeirélmse mostrou-se variavel
COCKFIELD et al.,2007). O teste da urease ja foi utilizado em suastudos para a
identificacdo rapida de amostras EMRSA 15 (CC2ZZHMRDSON & REIT 1993;
UDO, AL-SWEIH & NORONHA, 2006). Portanto, para diguir amostras
relacionadas ao EMRSA 15, das amostras relaciorsal8&C, que n&o apresentam um
padrdo quanto a presenca ou ndo da urease, pederniaaliza a tipagem do S@Eq
visto que amostras ralecionadas ao ERMSA 15 camreis&&SCGnectipo IV enquanto
que amostras BEC carreiam o tipo Il (UDO, AL-SWEHNORONHA, 2006).
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N&o obstante termos ressaltado as vantagens ddRistcomo um método rapido e
sensivel para estudos epidémico moleculares (codiabilidade aumenta com o
acréscimo de alguns poucos marcadores, aqui saggri€ importante ressaltar, mais
uma vez, que seu uso se aplica apenas na idegdificdas principais linhagens de
MRSA circulantes no mundo (CC1, CC5, CC8, CC22, CEECA45). Obviamente, nao
podemos descartar técnicas como o MLST, que trdngst@ia evolutiva das diferentes
linhagens de MRSA, uma vez que € baseado em segoemtos de segmentos de 7
genes conservados dBsaureuslgualmente, no caso da avaliacdo de surtos fecldmlos
curta duragdo, ndo é recomendado, da mesma fomsapmkiderar o PFGE, ja que
alteragcbes nos perfis de bandas observadas em lymodgriam indicar ocorréncias de
insercbes ou delecbes de elementos genéticos moeeisquais podem conferir
resisténcia aos antimicrobianos ou genes de veidésendo esta, portanto, uma técnica
recomendada para um estudo temporal destas linhagEENOVER et al., 1995;
ENRIGHT et al.,2000; MCDOUGALet al, 2003).

No entanto, ndo podemos deixar também de acrescprdasta metodologia € util,
principalmente, para triagens iniciais, em estud@es genotipagem com numeros
elevados de amostras, sobretudo quando a epidgmiofnolecular das amostras
circulantes na regido é conhecida. Portanto, ésattiéivel que apos a realizacao do teste
RM, amostragens de cada CC sejam selecionadasoraeeente, de forma a serem
confirmadas com outros métodos de tipagem molecolao, por exemplo, PFGEpa
e/ou MLST, dependendo das finalidades do estudmopto.

O acréscimo das modificacbes propostas no teste \Rddndo & introducédo de
determinados marcadores com o objetivo de validateste, é, a nosso ver,
extremamente, importante para acrescentar conflaté a este teste, principalmente,
por ser um método baseado na técnica de PCR, a agiial sujeita a erros de
conhecimento notdrio. Por outro lado, a escollmrdarcadores adequados dependera
do cenario epidemiolbgico regional, uma vez queM iBentifica complexos clonais e
nao linhagens de MRSA especificas. Os marcadongiseasgolhidos (SCRe¢ PVL,
polimorfismo agr 1l e sel) se enquadram no contexto epidemiolégico obseneo
hospitais da cidade do Rio de Janeiro, e do BfaRIXEIRA et al, 1995; RIBEIRCet
al., 2005; SOUSA-JUNIORet al., 2009; SILVA-CARVALHO et al, 2009, CURYet
al., 2010) e, provavelmente, de muitas cidades dodmy{mabela 7 e 8; OTTER &
FRENCH, 2010; RODRIGUEZ-NOBREGAt al, 2010). Porém, é provavel que nio

sejam adequados para areas geograficas onde addesntes dos encontrados aqui
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sejam predominantes. Entretanto, linhagens intemnais especificas de MRSA tém
sido bem caracterizadas, o que facilita a escathand marcador adicional (OTTER &
FRENCH, 2010; RODRIGUEZ-NOBREG#t al, 2010).

Outra questdo que néo poderia deixar de ser almrélaml fato de que, apesar de
determinados clones de MRSA apresentarem padrdgssdeptibilidade semelhantes, a
resisténcia a um ou outro antimicrobiano pode valigpendendo da regido geografica,
e, portanto, tal variacdo tem que ser consideranas,ndo anula a utilidade das analises
do antibiotipo (CONCEICAGet al, 2010; OTTER & FRENCH, 2010; RODRIGUEZ-
NOBREGAZet al, 2010). A definicdo dos antibiotipos é de sumpdrténcia, visto que
pode nos indicar qual o clone de MRSA provaveksm servir como um marcador de
validacéo dos resultados obtidos no teste RM.

Tendo em vista todos 0s aspectos analisados, suggetima nova metodologia para
triagem epidemiolégico-molecular baseada no tedie eRna adicdo de marcadores
especificos para os clones locais circulantes, amd a validar o primeiro. Tal
metodologia inclui técnicas simples, como antibéoga e PCR e, portanto, poderia ser
utilizada em laboratorios clinicos hospitalares,aunez que a maioria ja realiza
antibiograma e possui termocicladores. Deste modaso dessa metodologia poderia
fornecer, rapidamente, dados precisos as comisgbesntrole de infeccdo hospitalar
(CCIH), com relacdo aos clones circulantes naquedsocémio, 0 que seria,
extremamente, importante para o controle e trateonefetivo das infec¢cdes causadas
pelos MRSA. Além disso, 0 uso dessa metodologi#a sail como uma triagem
preliminar em estudos de epidemiologia moleculancpalmente quando um grande
namero de amostras for analisado, em regifes and®Cd, CC5, CC8, CC22, CC30 e
CC45 predominam.
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Tabela 8 Resumo da metodologia proposta para triagem fpécetde amostras de
MRSA isoladas no Rio de Janeiro tendo como basste RM.

o Clone b
Antibiotipo _ ] RM Marcadore$
mais provavel

Cip® SxT® Tef® Eri (AT1)? BEC CCs SCQmedl
Cip® SxT° Tef Eri® (AT4) USA 1100 CC30 pvL*d
Cip> SxT° Tef Eri® (AT5) USA 800 CC5 pvLef
USA 100 CC5 agril™*
Cip? SxT° Tef’ Eri® (AT8) J .
USA 400 cC1 seH
USA 600 CC45 agrll’, seh

2AT: Antibiotipo.

PRM: restriction modification test (COCKFIELEX al.,2007).

“Marcadores: testes de PCR adicionais, sugeridds estudo, visando a tipagem do
SCQOmeg deteccdo dos gendskSF que codificam para a leucocidina de Panton-
Valentine (PVL), do polimorfismagr tipo 1l e da presenca ou auséncia do geste
gue codifica para a enterotoxina estafilococic&HH).

9+: presenca; -: auséncia.

°Amostras CA-MRSA (ST5-SQ@edV) isoladas na Argentina (Cérdoba), portanto
relacionadas ao USA 800, podem apresentar gak&& (SOLA et al.,2008). Neste
caso, o teste para o polimorfismagr Il poderia ser aqui acrescentado, além da PVL,
visto que CC5 possui o polimorfisnagr Il.

A deteccdo do SQ@ec pode ser desejavel, visto que amostras CC5 apa@sen
geralmente, SC@ed| (USA 100) ou SCtedV (USA 800).
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