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RESUMO

Caracterizacio fenotipica e molecular da resisténcia a eritromicina e clindamicina
em amostras de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis apresentando
diferentes tipos de SCCmec

Cristiane Roberta dos Santos Teodoro
Orientadora: Kétia Regina Netto dos Santos

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Biolégicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Gobes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

Os antimicrobianos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSg) sao
alternativas terapéuticas no tratamento de infec¢des por Staphylococcus spp. resistentes
a oxacilina. Entretanto, um ndmero crescente de amostras resistentes tem sido
detectado, podendo haver resisténcia cruzada entre tais drogas. A resisténcia a
eritromicina € codificada pelos genes erm (alteracdo na subunidade 50S ribossomal)
e/ou pelo gene msrA (bomba de efluxo), enquanto a resisténcia a meticilina € codificada
pelo gene mecA, que estd inserido no cassete estafilocécico mec (SCCmec). O objetivo
deste estudo foi avaliar fenotipica e genotipicamente a resisténcia a eritromicina e/ou
clindamicina em 50 amostras de Staphylococcus aureus e 34 de Staphylococcus
epidermidis isoladas de neonatos e ndo-neonatos, selecionadas por pulsotipos diferentes
através de PFGE, e correlacionar com os tipos de cassetes mec (SCCmec). O teste de
disco-difusdo foi utilizado para determinar a resisténcia a meticilina e para a detec¢ao
de resisténcia induzida a clindamicina. A concentracio minima inibitéria foi
determinada para oxacilina, eritromicina e clindamicina. A técnica de PCR foi
empregada para a deteccdo dos genes ermA, ermB, ermC e msrA e para a tipagem do
SCCmec. Os genes ermA (62%) e ermC (54%) foram detectados em amostras de S.
aureus que apresentaram altos niveis de resisténcia a eritromicina e a clindamicina
(CMlyy >256pug/mL), e resisténcia constitutiva a clindamicina de 86% e induzida de
10%. Entre amostras MRSA o gene ermA foi associado aos tipos de SCCmec 11 (100%)
e III (88,2%), enquanto as amostras tipo IV apresentaram o gene ermC (58,8%). Em
amostras de S. epidermidis,houve prevaléncia do gene ermC (82,4%), com altos niveis
de resisténcia a eritromicina e clindamicina (CMlIg >256pug/mL), seguido do gene msrA
(17,6%). Entre amostras de MRSE, o gene ermC foi associado ao SCCmec do tipo IV
(76,9%) e nao tipaveis (83,3%), com 61,7% de resisténcia constitutiva a clindamicina e
23,5% de resisténcia induzida. Em neonatos, 75% das amostras de MRSA e as amostras
de MRSE carreadoras do gene msrA apresentaram os mesmos perfis fenotipicos, com
CMlyy de 32pg/mL para eritromicina e sensibilidade a clindamicina. Concluimos que
entre amostras MRSA hd uma estreita relacdo entre a presenca do gene ermA e os
SCCmec tipos II e III, caracteristicas que tém sido relacionadas a altos niveis de
resisténcia antimicrobiana e resisténcia constitutiva. Por outro lado, o gene ermC foi
mais relacionado a espécie S. epidermidis e ao cassete tipo IV em ambas as espécies
estudadas.

Palavras-chave:  Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus  epidermidis,  eritromicina,
clindamicina, oxacilina, SCCmec, resisténcia antimicrobiana.
Rio de Janeiro
2010



ABSTRACT

Phenotypic and molecular characterization of resistance to erythromycin and
clindamycin in Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis isolates
presenting different types of SCCmec

Cristiane Roberta dos Santos Teodoro
Orientadora: Kétia Regina Netto dos Santos

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

Macrolide, lincosamides and streptogramin B (MLSg) antimicrobials are therapeutic
alternatives to treat infections caused by methicillin resistant Staphylococcus spp.
However, an increasing number of resistant isolates have been detected as well as cross-
resistance between these drugs. The erythromycin resistance is encoded by erm genes
(alteration in ribosomal 50S subunit) and/or by the msrA gene (efflux pump), while
methicillin resistance is encoded by the mecA gene, which is inserted into the
Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec). The aim of this study was to
evaluate phenotypic and genotypic resistance to erythromycin and / or clindamycin in
50 isolates of Staphylococcus aureus and 34 of Staphylococcus epidermidis obtained
from neonates and non-neonates, with different pulsotypes by PFGE, and to correlate
with the types of cassettes mec (SCCmec). The disk diffusion test was used to determine
resistance to methicillin and inducible resistance to clindamycin, while the minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined for oxacillin, erythromycin and
clindamycin. The PCR was used to detect ermA, ermB, ermC and msrA genes and
typing of SCCmec. The genes ermA (62%) and ermC (54%) were detected in S. aureus
1solates that had high levels of resistance to erythromycin and clindamycin (MICy
>256ug/mL) and they were related with constitutive resistance to clindamycin. Among
MRSA isolates the ermA gene was associated with SCCmec types II (100%) and III
(88.2%), while type IV isolates presented mainly the gene ermC (58.8%). In S.
epidermidis isolates, the high prevalence of ermC gene (82.4%) was associated with
high levels of resistance to erythromycin and clindamycin (MICgyy >256pg/mL),
followed by the msrA gene (17.6%). Among MRSE isolates, the ermC gene was related
to the SCCmec type IV (76.9%) and non typable (83.3%) strains. Constitutive and
inducible resistances to clindamycin were seen for these isolates. In newborns, MRSA
isolates and MRSE carrying msrA gene had similar phenotypic profiles that is CMIg, of
32ng/mL for erythromycin, and clindamycin susceptibility. We conclude that among
MRSA isolates there is a close relationship between the presence of ermA gene and the
SCCmec types II and III, characteristics that have been associated to high levels of
antimicrobial and constitutive resistance. On the other hand, the ermC gene was more
related to the S. epidermidis species and to cassette type IV in both species studied.

Keywords: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, erythromycin,
clindamycin, oxacillin, SCCmec, antimicrobial resistance.

Rio de Janeiro
2010
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1- INTRODUCAO

1.1. Infeccoes relacionadas a assisténcia a saide - Aspectos Gerais e
Epidemiolégicos

As infeccOes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS) sdo aquelas adquiridas
pelos pacientes quando associadas a prestacdo de cuidados, onde quer que seja,
independentemente do nivel dos cuidados, se agudos, de reabilitacdo, ambulatoriais ou
domiciliarios (COSTA, SILVA & NORIEGA, 2007). De acordo com dados recentes do
Center for Diseases Control (CDC, 2007), estima-se uma ocorréncia anual de 1,7
milhdo de casos de infec¢Oes bacterianas associadas a assisténcia a saide, somente em
hospitais americanos, ocasionando 99 mil mortes. Dentre essas infec¢des, 32% ocorrem
no trato urindrio, 22% em sitios cirdrgicos, 15% sao decorrentes de pneumonias e 14%
de sepse. Tais infec¢des tém como consequéncia maior tempo de hospitalizacdo,
aumentando custos e elevando as taxas de morbidade e mortalidade, sendo, portanto,
um grave problema de satde publica (EL FAR, MARINO & MEDEIROS, 2001).

A incidéncia de IRAs varia de acordo com o nimero de leitos hospitalares, a
especialidade da clinica médica, o tempo de permanéncia hospitalar, tendéncias locais
no uso de antimicrobianos e condicdes de higiene (BERGOGNE-BEREZIN, 1999).
Contudo, idade avancada, presenca de comorbidades, antibioticoterapia prévia,
intervengOes cirdrgicas € uso de procedimentos médicos invasivos estdo entre 0s
principais fatores de risco para aquisicdo de IRASs (PITTET, 1999). Estima-se que a
incidéncia mundial dessas infec¢des seja cerca de 4 a 9 casos em cada 100 admissdes,
sendo cerca de 20 a 25% das infecgdes adquiridas em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI) (LLANOS-MENDEZ et al., 2004). As taxas de infeccdo nessas unidades chegam
a ser trés vezes maiores do que em outros setores hospitalares (WEINSTEIN, 1998). Em
relagdo ao nimero de mortes por IRAS, estas podem chegar a 80.000 casos por ano nos
Estados Unidos, sendo que mais de 20% destas ocorrem em UTIs (SMITH, SAWYER
& PRUETT, 2003).

O avango tecnoldgico em termos de cuidados médicos contribuiu para uma
maior sobrevivéncia de recém-nascidos (RN) prematuros, mas também representou a
inclusdo de fatores de risco como o uso de procedimentos invasivos, facilitando ainda
mais a aquisicdo de IRAS por estes pacientes. Em particular, o baixo peso, assim como

0 imunocomprometimento e os baixos niveis de anticorpos transplacentdrios no RN



contribuem de forma determinante para o agravamento do quadro (PESSOA-SILVA et
al., 2001; KILBRIDE et al., 2003; ZINGG, POSFAY-BARBE & PITTET, 2008). As
IRASs sdo responsdveis por taxas significativas de morbidade e mortalidade em
Unidades de Tratamento Intensivo Neonatais (UTINs), resultando em hospitalizacao
prolongada dos RNs (WEI e al., 2005). A Organizacdo Mundial de Satide estima que a
taxa de IRAS em UTINs varie de 5,9% a 32% (BANG et al., 2005). No Brasil, as taxas
de IRAS em UTINs tém variado de 34% (COUTO et al., 2007; TAVORA et al., 2008)
a50,7% (NAGATA, BRITO & MATSUO, 2002).

Um estudo envolvendo seis paises da América Latina, incluindo o Brasil, entre
os anos de 1997 e 2001, mostrou que a espécie Staphylococcus aureus foi aquela com
maior prevaléncia em IRASs, especialmente em bacteriemias, sendo responsavel por
21% destes quadros. Os Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) ocuparam o
terceiro lugar, sendo responsédveis por 13% dessas bacteriemias (SADER et al., 2004).
Zhanel e colaboradores (2008) também observaram que os Staphylococcus spp. foram
importantes agentes etioldgicos que acometeram pacientes em UTIs de 19 centros
médicos canadenses no periodo de 2005 e 2006, tendo sido este microrganismo
prevalente em 34,3% das hemoculturas.

O grupo SENTRY, no periodo entre 1997 e 2000, avaliou a frequéncia de
patégenos em 25.745 hemoculturas coletadas em centros médicos da América do Norte.
Os autores observaram que S. aureus, Escherichia coli e SCN foram as bactérias mais
comuns, sendo responsdveis por 55% das bacteriemias. Além disso, os SCN foram os
microrganismos mais isolados em criangas com menos de um ano de idade (DIEKEMA,

etal.,2001).

1.2. O género Staphylococcus spp.

Os Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos com 0,5 a 1,5 um de didmetro e
baixo conteido C+G em seu genoma. Apresentam-se isolados ou aos pares, em
pequenas cadeias de trés a quatro células ou em cachos; sdo imdveis, resistentes a
bacitracina e capazes de crescer em meio contendo até 10% de cloreto de s6dio e em
temperatura entre 30 e 37°C (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Pertencente a
familia Staphylococcaceae, o género Staphylococcus spp. apresenta 42 espécies e 24
subespécies (EUZEBY, 2010) amplamente distribuidas na natureza, sendo um dos
principais grupos de bactérias que colonizam pele e mucosas de mamiferos (JARLOV,

1999; PEACOCK, 2005). Os Staphylococcus spp. constituem uma das principais causas



de infec¢des bacterianas no ambiente hospitalar, bem como de infec¢cdes comunitarias
(WILKINSON, 1997). Divide-se em dois grupos, Staphylococcus coagulase-positivos e
SCN, de acordo com a produgdo da enzima coagulase, a qual é responsavel pela
conversdo do fibrinogénio sanguineo em fibrina e que confere a bactéria a capacidade
de coagular o plasma humano (ARCHER, 2000).

S. aureus é o principal representante entre os coagulase-positivos, ndo somente
por sua prevaléncia em infecgdes, como também por sua viruléncia (ARCHER, 1998).
Essa espécie difere consideravelmente de outras espécies de Staphylococcus por

produzir uma variedade de toxinas extracelulares e outras proteinas associadas a

viruléncia (PROJAN & NOVICK, 1997). Os SCN constituem um grupo onde

(N

encontrada a maior parte das espécies do género Staphylococcus (JARLOV et al.,
1999). Eles foram considerados, durante muito tempo, microrganismos saprofitas,
porém, sua importancia como patégenos tem sido reconhecida nas ultimas décadas. Isso
se deve, principalmente, ao aumento no uso de préteses, cateteres e dispositivos
médicos, associado ao crescente numero de atendimentos de pacientes
imunocomprometidos (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Esses fatores trouxeram
os SCN para a vanguarda dos patégenos hospitalares. Contudo, como essas bactérias
sdao habitantes normais da pele e mucosas, um dos principais desafios é distinguir as
amostras com significancia clinica das amostras contaminantes (VON EIFF, PETERS &
HEILMANN, 2002).

Acredita-se que os SCN constituam um reservatorio para genes de resisténcia,
favorecendo a transferéncia horizontal destes para os S. aureus (HANSSEN & SOLLID,
2004). Berglund e Soderquist (2008) sugeriram que um clone prevalente de S.
haemolyticus resistente a oxacilina, isolado em uma UTIN de um hospital na Suécia
tenha transmitido horizontalmente o gene mecA para cepas de S. aureus sensiveis,

naquela instituicdo.

1.2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus € a espécie de Staphylococcus de maior relevancia clinica, sendo o
principal agente etioldgico de infec¢des nosocomiais € comunitérias, podendo causar
desde infec¢des cutaneas e de tecidos moles, como celulite, impetigo e abscesso até
infeccdes graves, decorrentes da invasdo direta dos tecidos, como pneumonia,

meningite, endocardite e bacteriemia (CASEY et al, 2007; KUBICA et al, 2008).



O ser humano é considerado o reservatdrio natural de S. aureus e as narinas
anteriores constituem o principal nicho deste microrganismo, sendo, aproximadamente,
20% dos individuos carreadores persistentes e 30% carreadores intermitentes
(WERTHEIM et al., 2008). Esse tipo de coloniza¢do se mostra um grande risco para a
aquisicao de infeccdes estafilocdcicas, ja que grande parte das bacteriemias nosocomiais
tem origem endégena (HOLTFRETER et al., 2007). Em RNs, o maior reservatdrio de S.
aureus € o corddo umbilical, sendo outros sitios também relatados, como pele,
nasofaringe e trato gastrintestinal. Apds dez dias de vida, aproximadamente 80% dos
RNs estdo colonizados por S. aureus (CIMOLAI 2003; ZING, POSFAY-BARBE &
PITTET, 2008). Esse microrganismo pode ainda causar doencas relacionadas a
producdo de toxinas, como a sindrome da pele escaldada e a sindrome do choque téxico,
(ARCHER, 1998; TENOVER & GAYNES, 2000).

S. aureus produz um vasto numero de fatores de viruléncia, que inclui um
conjunto de adesinas superficiais capazes de se ligar aos componentes da matriz
extracelular do hospedeiro, denominadas “microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules” (MSCRAMMS). Além disso, praticamente todas as cepas
produzem enzimas como proteases, nucleases, hialuronidase, lipase e colagenase
(FOSTER, 2005; KUBICA et al., 2008).

Amostras de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo reconhecidas como
importante causa de infec¢des associadas aos cuidados a saide. No entanto, nos ultimos
anos tem-se verificado uma alta prevaléncia de MRSA em infec¢des adquiridas na
comunidade (CA-MRSA), acometendo individuos sem fatores de risco, atletas,
presididrios, criangas em creches, entre outros. Apesar de acometer individuos
sauddveis, cepas de CA-MRSA também t€m sido identificadas em numero crescente
nos hospitais (CHAMBERS & DELEO, 2009). Tais cepas sdo caracterizadas pela
predominancia do “Staphylococcal Cassete Chromosome mec” (SCCmec) tipo 1V, pela
auséncia de resisténcia a multiplas drogas e presenga de toxinas especificas, incluindo a
leucocidina de Panton Valentine (PVL) e, ocasionalmente, as toxinas esfoliativas
(PARK et al, 2007).

Fatores de risco para aquisicdo nosocomial de MRSA incluem hospitalizacao
prolongada, permanéncia em UTI, doengas crdnicas, exposi¢do prévia a antibidticos,
cirurgias e contato com pacientes colonizados por MRSA. A infec¢do por esse patdgeno

¢ tipicamente precedida pela colonizacdo das narinas anteriores e da pele. Outro sitio de



colonizacdo em potencial inclui feridas pds-operatérias (GARDAM et al, 2000) e

cavidade oral (SMITH et al, 2001).

1.2.2. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis € a espécie de SCN mais isolada de infeccdes em humanos,
representando a maior parte da microbiota comum da pele e das membranas mucosas do
individuo (VOUNG & OTTO, 2002). Nos ultimos anos, esse microrganismo tem sido
considerado uma das causas mais importantes de IRAs, sendo também o mais isolado de
bacteriemias relacionadas ao uso de cateteres vasculares (GARCIA et al, 2004,
WEISMAN, 2004; CASEY et al., 2007).

A grande maioria das infec¢Oes por S. epidermidis apresenta conseqiiéncias
significativas ao longo das hospitalizagdes, como aquisi¢cdo bacteriana de multipla
resisténcia a antimicrobianos. Genes de resisténcia a antibidticos especificos estdo
amplamente disseminados entre esses microrganismos. Em muitos paises, 75-90% de
todas as amostras hospitalares isoladas de S. epidermidis sao resistentes a meticilina,
indice mais elevado do que entre isolados de S. aureus (40-60%). Além da resisténcia a
meticilina, cepas de S. epidermidis t€m adquirido resisténcia a vdarios outros
antibidticos, resisténcia essa codificada, na maior parte dos casos, por genes
encontrados em plasmidios, ocorrendo mais frequentemente entre as cepas resistentes a
meticilina do que entre as susceptiveis (OTTO, 2009).

A crescente utilizacdo de aparatos médicos transitérios ou permanentes, tais
como cateteres intravasculares, préteses articulares e sondas em pacientes gravemente
debilitados e/ou imunocomprometidos (por exemplo pacientes em UTIs, com cancer,
transplantados e recém-nascidos prematuros), tornou os SCN patdgenos oportunistas de
grande relevancia clinica (KLOSS & BANNERMAN, 1994). Esse aumento no uso de
biomateriais em procedimentos médicos predispde a colonizacdo e infeccdo por S.
epidermidis devido a sua habilidade de aderéncia a biomateriais através da expressao de
proteinas de ligacdo como a “fibrinogen binding S. epidermidis” (Fbe) e a proteina
bifuncional AtIE, que atua como adesina e autolisina (VON EIFF, PETERS &
HEILMANN, 2002).

As infec¢des por S. epidermidis associadas a dispositivos médicos sao
complicadas pela formacdo de biofilme depositado na superficie desses polimeros
(VUONG & OTTO, 2002). O biofilme é formado por multiplas camadas de células

envolvidas por uma substincia extracelular amorfa conhecida como “slime”. Em



associacdo ao “slime” foi verificada a presenca de uma adesina polissacaridica
intercelular, denominada ‘“Polyssaccharide Intercellular Adhesin” (PIA), que é um
polissacaridio composto de B-1-6-N-acetilglicosamina (GOTZ, 2002) presente também
em S. aureus e em cepas de E. coli (VUONG et al., 2004). O biofilme atua como
barreira fisica a acdo do sistema imunoldgico do paciente e tem se tornado um grave
problema na 4rea de saude, pois estd intrinsicamente relacionado ao aumento da
resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos. As células envoltas no biofilme
encontram-se menos expostas aos antimicrobianos, a moléculas do sistema imune e,
adicionalmente, nesse microambiente hd maior concentracdo de nutrientes, como

carbono e nitrogénio (DONLAN, 2001).

1.3. Resisténcia a oxacilina/meticilina

Em 1959, com a introdu¢do das penicilinas semi-sintéticas, como meticilina e
oxacilina, ocorreu um grande avan¢o no tratamento das infec¢des estafilococicas
causadas por amostras produtoras de penicilinases, o que diminuiu consideravelmente
os indices de mortalidade por essas infecgdes (JOHN & BARG, 1996). Porém, ja no
inicio da década de 60, surgiram as primeiras amostras de S. aureus resistentes a essas
drogas na Inglaterra (JEVONS, 1961 apud ITO et al., 2004). Atualmente, tanto S.
aureus como S. epidermidis apresentam altos indices de resisténcia a oxacilina, o que
faz com que estes microrganismos sejam importantes agentes de IRAs em diversos
paises (DIEKEMA et al, 2001). A oxacilina e a meticilina ndo sofrem acdo das
penicilinases bacterianas e somente a oxacilina € comercializada no Brasil, além de
apresentar boa absorc¢ao apds administragao oral, ao contrario da meticilina, que precisa
ser administrada via parenteral (GOODMAN & GILMAN, 2005).

A resisténcia a esses farmacos, extensiva aos B-lactimicos em geral, deve-se a
aquisicdo do gene mecA, de 2,1 kb, responsavel pela producao de uma proteina ligadora
de penicilina alterada (PBP2a), cuja caracteristica principal € a baixa afinidade a essa
classe de antimicrobianos. O gene mecA encontra-se inserido no cassete cromossomico
mec presente no género Staphylococcus spp., sendo altamente conservado entre suas
espécies. O cassete mec tem sido bem caracterizado em amostras de S. aureus.

O SCCmec pode apresentar diferentes tamanhos, variando de 20 a 67 kb, sendo
caracterizado pela presenca de genes codificadores de recombinases, denominado
complexo ccr, pela presenca de genes reguladores da transcricdo do mecA (mecRI e

mecl) e ainda pode conter segmentos de DNA associados, como seqii€éncias de inser¢ao



(IS431), transposons (Tn554) e copias de plasmideos (pUBI10 e pT181)
(HIRAMATSU et al, 2001).

Ja foram descritas até o momento quatro classes de complexo do gene mec,
descritas como A, B, C (C1 e C2) e D, além de cinco tipos de complexos ccr: 1,2,3,4 ¢
5. Com base na classe do complexo dos genes mec e ccr presentes € em suas
combinacdes, os cassetes SCCmec sao classificados em oito tipos, I, II, III, IV, V, VI,
VII e VII (ITO et al, 2001; MA et al, 2002; ITO et al, 2004; OLIVEIRA,
MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006; HIGUCHI et al, 2008; ZHANG, 2009). A
Tabela 1 e a Figura 1 ilustram de forma esquemadtica as estruturas dos cassetes mec I ao
VIIL

O ccr pode consistir em dois genes adjacentes, ccrA e ccrB, ou em apenas um
gene, o ccrC, que codifica recombinases da familia da invertase/resolvase, que medeiam
a integracdo e excisdo do cassete no genoma bacteriano, sendo responsdveis pela
mobilidade do SCCmec. Ha cinco tipos de complexo génico ccr: tipol, ccrAlccrBI;
tipo 2, ccrA2ccrB2; tipo 3, ccrA3ccrB3; tipo 4, ccrA4ccrB4; e tipo 5 ou ccrC. O
complexo mec é composto por IS431 e/ou IS1272, mecA e um conjunto intacto ou
truncado dos genes regulatdrios mecR1 (codificante da proteina transdutora de sinal
MecR1) e mecl (gene codificante da proteina repressora Mecl) (CHAMBERS &
DELEO, 2009; ZHANG et al, 2009). O complexo mec apresenta quatro classes, com as
seguintes estruturas: classe A, mecl-mecR1-mecA-1S431 (completo); classe B, IS/1272-
AmecR(truncado)-mecA-1S431; classe C, 1S431-AmecRI-mecA-1S431, com subtipos
C1 e C2; classe D, dmecR1-mecA-1S431. Os subtipos C1 e C2 se diferem pelo fato de
C2 apresentar a regido IS43/ a montante com orientacdo inversa (KWON et al, 2005;
CHAMBERS & DELEO, 2009).

A proteina Mecl atua na repressao dos genes mecA e mecR1, enquanto a MecR1
¢ uma proteina transmembranar com capacidade de reconhecer os B-lactimicos. Na
presenca do antimicrobiano, MecR1 sofre clivagem e o dominio metaloprotease
intracelular torna-se ativo. Esse dominio cliva a proteina Mecl que esta ligada a regido
promotora do mecA, permitindo assim, a expressao do gene mecA e, conseqiientemente,

a sintese da PBP2a (BERGER-BACHI & ROHER, 2002).



Tabela 1: Caracteristicas dos diferentes tipos de SCCmec ja descritos

. Tipos de SCCmec
Caracteristicas I 11 11 v v VI VII VIII
Tamanho (kb) 34 53 67 21-24 28 24 41-49 32
Complexo
mec B A A B C2 B ClouC2 A
Complexo ccr 1(AleBl) 2(A2eB2) 3 (A3 eB3) 2(A2eB2) 5(C) 4A4eB4) 5(C2eC8) 4 (AdeB4)
1S431 (n) 1 2 4 1 2 1 1 1
Tn554 (n) 0 1 2 0 0 0 1
pUB 110 - + - - - - - -
pT181 - - + - - - - -
pl258 - - + - - - - -
Outros genes Nenhum erm, spc e Nenhum  Nenhum  Nenhum Nenhum erm e spc
de resisténcia tobra erm, tet ¢ Hg++

Adaptado de CHAMBERS & DELEO, 2009. n = numero de copias; Hg++ , erm, tet, spc e tobra = genes de resisténcia a mercurio,
eritromicina, tetraciclina, espectinomicina e tobramicina, respectivamente.
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Figura 1: Figura esquematica simplificada da estrutura dos tipos de cassete cromossdmico mec (SCCmec)
encontrados em amostras de Staphylococcus aureus (adaptado d¢ DEUREMBERG & STOBBERINGH,
2008; ZHANG et al, 2009). Cores iguais representam os mesmos fragmentos génicos.

Normalmente, os tipos I, IV, V, VI e VII determinam resisténcia apenas aos [-
lactamicos, enquanto os tipos II, III e VIII determinam resisténcia a vdrias classes de
antimicrobianos, devido aos elementos genéticos adicionais integrados a esses cassetes,
tais como: plasmideos (pUB110, pI258 e pT181) e transposons (Tn554 e ¥Tn554). O
plasmideo pUB110 apresenta o gene ant#(4”) que confere resisténcia a Vvarios
aminoglicosideos, enquanto o pI258 confere resisténcia as penicilinas e aos metais pesados
e o pT181 resisténcia a tetraciclina. O transpéson Tn554 carreia o gene ermA e, por este
motivo, € responsavel pela resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B; o

YTn554 confere resisténcia ao cadmio. Os elementos genéticos méveis atuam como
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potenciais regides “hot spot” (alta freqiiéncia de recombinagdo), contribuindo para a
varia¢o na composicao do cassete.

Os tipos I, II e III de SCCmec causam principalmente infec¢des nosocomiais € sao
significativamente maiores que os demais. O SCCmec tipo 1 possui tamanho de
aproximadamente 34 kb, sendo o menor entre os trés tipos. Esse cassete ndo carreia
transpdson ou plasmideo que confira resisténcia a metais pesados ou outros antibidticos
além da meticilina; contudo, o subtipo IA tem apresentado o plasmideo integrado pUB110.
O cassete denominado SCCmec tipo II tem o tamanho de 53 kb, e contém, além dos genes
que conferem resisténcia a meticilina mecA e mecRI, o transpéson Tn554, responséavel
pela resisténcia a eritromicina.

O SCCmec tipo III é o maior entre os demais tipos, com um tamanho de
aproximadamente 67 kb, contendo os genes mecA e mecRI, os transpdsons Tn554 e
YTn554, o plasmideo pT181 e com o transpéson WYTn554. Esse tipo de cassete apresenta
dois subtipos, o IIIA, que ndo contém o plasmideo pT181 ou seu elemento flanqueador
IS431, e o IIIB, com auséncia de copias de pT181 e Tn554.

Amostras de Staphylococcus contendo o SCCmec tipo IV sdo as principais
responsdveis por infec¢des adquiridas na comunidade. Esse elemento € pequeno e
normalmente ndo possui outros genes de resisténcia que nao seja o mecA. Além disso, esse
cassete apresenta multiplos subtipos, sugerindo que o SCCmec tipo IV seja altamente
transmissivel. Os quatro subtipos de SCCmec tipo IV (IVA, IVB, IVC e IVD) diferem em
suas seqiiéncias a montante do complexo ccr, conhecidas como regido L-C (SHORE et al.,
2005, apud MARTINS & CUNHA, 2007).

Em 2004, ITO et al. descreveram o SCCmec tipo V, um cassete de
aproximadamente 27 kb que, a semelhanca do tipo IV, possui somente genes codificadores
de resisténcia a meticilina. No entanto, diferente dos outros tipos, o SCCmec de tipo V
carreia um novo gene ccr, o tipo C, que estd presente em cdpia tnica, ao invés de um par
como encontrado em relacdo ao gene ccr de outros tipos de SCCmec.

Oliveira, Milheirico e De Lencastre, em 2006, detectaram o SCCmec tipo VI em
amostras de MRSA isoladas em hospitais portugueses, enquanto que Higuchi e
colaboradores, em 2008, detectaram o aparecimento de mais um tipo de SCCmec: o tipo
VII. Este foi encontrado em Taiwan, a partir de cepas de MRSA adquiridas na
comunidade, apresentando tamanho de 41 kb. Finalmente, em 2009, Zhang e
colaboradores descreveram o SCCmec tipo VIII, cujo tamanho fica em torno de 32 kb,

tendo sido relatado originalmente entre cepas de CA-MRSA isoladas na Suécia.
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A técnica de tipagem do SCCmec tem se mostrado uma ferramenta importante na
caracterizacdo de diferentes amostras de MRSA. A técnica se baseia na presenca de
diferentes fragmentos de DNA especificos dos varios tipos de SCCmec (OLIVEIRA & DE
LENCASTRE, 2002). Kondo e colaboradores (2007) desenvolveram uma técnica de
tipagem que tem sido mais apropriada para os SCN. Esta técnica consiste em duas reacdes
de polimerase em cadeia multiplex, M-PCR1, que amplifica genes dos cinco tipos de ccr e
a M-PCR2, que detecta as classes do gene mec. A combinagdo entre a classe de gene mec e
o tipo de ccr, indica o tipo de SCCmec da amostra analisada.

O tratamento utilizado em infec¢des causadas por amostras Staphylococcus spp.
resistentes a oxacilina ainda € bastante limitada. Algumas drogas comecaram a ser usadas
nos ultimos anos, tais como linezolida, quinupristina/dalfopristina, tigeciclina (AKSOY &
UNAL, 2007) e daptomicina. Contudo, a vancomicina, que ¢é administrada
endovenosamente e pode induzir efeitos colaterais devido a sua toxicidade, continua sendo
o principal antimicrobiano de escolha (HIRAMATSU et al., 2001). Macrolideos e
clindamicina também podem ser vistos como opg¢des terapéuticas no tratamento de tais

infeccoes.

1.4. Antibiéticos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSg): aspectos
gerais

Estes antimicrobianos apresentam mecanismos de acdo idénticos, mas estruturas
quimicas muito diferentes. Todos eles bloqueiam a sintese proteica por inibi¢do da
peptidiltransferase na subunidade 50S ribossomal, o que estimula a dissociagdo da
molécula de peptidil-tRNA durante o alongamento da cadeia peptidica. Devido a este
mecanismo de acdo em comum, os estafilococos freqiientemente desenvolvem resisténcia

cruzada a estas trés classes de antimicrobianos (SPIZEK & REZANKA, 2004).

1.4.1. Macrolideos

Esta classe é composta de diferentes antimicrobianos, tais como: eritromicina,
claritromicina, azitromicina, josamicina, espiramicina e tilosina. A eritromicina € o
protétipo do grupo, tendo sido introduzida em 1952 como o primeiro antibidtico
macrolideo. Foi originalmente obtida a partir de produtos metabdlicos de uma cepa de

Streptomyces erythreus. Sua acdo bacteriana pode ser bacteriostitica ou bactericida

(KATZUNG, 2003).
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Os constituintes mais novos dessa classe sdo moléculas semi-sintéticas com
substitui¢des no anel lactonico. Esses novos derivados, a exemplo da claritromicina e da
azitromicina, apresentam maior penetracdo intracelular e tissular, sdo mais estdveis,
possuem melhor absorcdo, interagem menos com outros firmacos e ocasionam menos
efeitos colaterais (ROBERTS er al, 1999). A claritromicina e a eritromicina Sio
praticamente idénticas na sua atividade antibacteriana e, por este motivo, os estafilococos
resistentes a eritromicina também apresentam resisténcia a claritromicina. A azitromicina,
por sua vez, difere-se das demais principalmente quanto as suas propriedades
farmacocinéticas, além de ser ligeiramente menos ativa contra estafilococos (KATZUNG,

2003).

1.4.2. Lincosamidas

Lincomicina e clindamicina sdo lincosamidas utilizadas na pratica clinica, cuja
atuacdo pode ser bacteriostdtica ou, em concentracdes mais elevadas, bactericida. A
lincomicina € obtida a partir de produtos de fermentacdo de cepas de Streptomyces
lincolnensis, enquanto a clindamicina é preparada semi-sinteticamente (SPIZEK &
REZANKA, 2004).

A clindamicina apresenta-se ainda hoje como alternativa terapéutica em casos de
infec¢do por S. aureus, sendo indicada a pacientes que apresentem alergia a penicilina.
Encontra-se disponivel em formulacdes oral e intravenosa e se distribui de forma
significativa na pele e em tecidos subcutdneos (GOODMAN & GILMAN, 2005). As cepas
de CA-MRSA, causadoras de infec¢des cutaneas e de tecidos moles, costumam ser
suscetiveis a este antibidtico. Além disso, a clindamicina inibe a produ¢do de toxinas e

fatores de viruléncia em microrganismos Gram-positivos interferindo na sintese protéica

bacteriana (DAUREL et al, 2008).

1.4.3. Estreptograminas B

A quinupristina € uma estreptogramina B derivada semi-sintética de uma
pristinamicina de origem natural produzida por Streptomyces pristinaespiralis. Devido a
sua solubilidade em 4gua, mostra-se apropriada para administracio intravenosa. E utilizada
clinicamente em associacdao com a dalfopristina, uma estreptogramina A que atua em sitio
ribossomal préximo. A agdo sinérgica entre ambos produz um efeito bactericida
(GOODMAN & GILMAN, 2005; KATZUNG, 2003). Fuchs e colaboradores (2000)

mostraram que mais de 90% das 516 amostras de S. aureus analisadas por eles
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apresentavam susceptibilidade a quinupristina-dalfopristina em concentragdes < 1,0
pug/mL, e que sua atividade ndo era significativamente afetada pela resisténcia a meticilina.
Além disso, esse grupo observou que a susceptibilidade a clindamicina, assim como a CMI
da quinupristina isoladamente, s@o bons indicadores da atividade bactericida in vitro da

quinupristina-dalfopristina.

1.4.4. Mecanismos de resisténcia aos antibioticos MLSg

O uso de antibidticos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSg)
costuma ser uma alternativa terapéutica no tratamento de infec¢des por cocos Gram-
positivos; no entanto, este tem sido acompanhado de um ndmero crescente de cepas
resistentes (GOODMAN & GILMAN, 2005).

Os principais mecanismos responsdveis pela resisténcia a eritromicina em
estafilococos sdo a alterac@o no sitio-alvo e o efluxo ativo do fadrmaco. A modifica¢do no
sitio-alvo da subunidade 50S ribossomal é mediada pelos genes erm (ermA, ermB ou
erm(C) e confere resisténcia aos antibidticos MLSg , cuja expressdo fenotipica pode ser
induzivel ou constitutiva (LIM et al, 2002). Por outro lado, o efluxo de macrolideos neste
mesmo género € realizado por proteinas de membrana codificadas pelos genes metil-
sulféxido redutase A e B (msrA e msrB, respectivamente), sendo este mecanismo
especifico para macrolideos, como a eritromicina, claritromicina, azitromicina e
estreptograminas B (fen6tipo MS) (SPILIOPOULQU et al, 2004).

Pode-se também observar, embora menos freqiientemente, a resisténcia somente as
lincosamidas (fenétipo L). Este tipo de resisténcia se da pelas lincomicina-
nucleotidiltransferases codificadas pelo gene /in ou [nu, que inativam somente este grupo
de antibidticos (ROBERTS et al, 1999). O gene [inA foi descrito em Staphylococcus
haemolyticus e o gene linA’ em S. aureus, tendo ambos apresentado alto grau de

homologia entre si (LINA et al, 1999).

1.4.4.1. Os genes “erythromycin ribosome methylation’ (erm)

Os genes erm codificam metilases que impedem a ligacao dos antibiéticos do grupo
MLSg ao ribossomo bacteriano, resultando na resisténcia cruzada a macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas B (ROBERTS et al, 1999). Tal resisténcia € mediada por
uma simples alteracdo no ribossomo, acarretando mudanca conformacional, conferida por
N°-dimetilagdo de uma adenina na posi¢do 2058 do RNAr 23S (MARTINEAU et al, 2000;
STROMMENGER et al, 2003).
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Em linhagens hospitalares de Staphylococcus spp., os genes erm mais encontrados
sdo ermA e ermC, também podendo ser encontrado, embora mais raramente, 0 gene ermbB.
O gene ermA foi primeiramente descrito em 1969 em uma amostra clinica com resisténcia
induzida a clindamicina (WEISBLUM & DEMOHN, 1969 apud WESTH et al., 1995).
Esse gene se encontra inserido no transpdson Tn554, possuindo predominantemente um
unico sitio especifico de inser¢ao no cromossomo de S. aureus (MURPHY, 1985). O gene
ermB fo1 detectado no Japao, em 1963, em um plasmidio de elevado tamanho molecular, o
pI258, tendo sido visto mais tarde também no transposon Tn55/ (NOVICK et al., 1979
apud WESTH et al, 1995). Esse gene é mais frequente entre espécies do género
Streptococcus spp. O gene ermC costuma estar inserido em pequenos plasmidios, cujos
tamanhos variam de 2,5 a 5 kb (IORDANESCU et al., 1975 apud WESTH et al, 1995).

A expressdo de resisténcia aos antimicrobianos do grupo MLSg pode ser
constitutiva ou induzida. Quando a expressio € do tipo constitutiva, as cepas sao
resistentes a todas as trés classes de antibidticos. A resisténcia induzida (fenétipo iMLSg) é
observada em resposta aos macrolideos, visto que estas moléculas sdo as unicas que atuam
como indutores da expressdao da metilase (FLUIT et al, 2001).

O caréter de resisténcia ndo estd relacionado a classe de gene erm, mas depende da
seqiiéncia da regido regulatéria a montante do gene estrutural da metilase. Na auséncia de
um indutor, a inatividade do RNAm € devido a estrutura de seu terminal 5°, que inclui um
peptidio lider e um conjunto de seqiiéncias repetitivas invertidas que formam a estrutura de
um grampo (Figura 2). Esta estrutura em grampo seqiiestra as sequéncias de iniciacdo
(sitios de ligagdo ao ribossomo e codon de iniciacdo) para a metilase através do
pareamento de suas bases. De acordo com o modelo de regulagdo pds-transcricional, a
indugdo acontece através da ligacio de um macrolideo indutor ao ribossomo durante a
traducdo do peptidio lider, levando a desestabilizacdo da estrutura em grampo, exposicao
das sequéncias de inicia¢do no ribossomo e traducao da metilase Erm (DAUREL et al,

2008).
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Figura 2: Conformagdes alternativas do mRNA do gene ermC induzivel com estruturas secundérias na
auséncia de eritromicina (conformag¢do I) ou na sua presenga (conformacdo II), promovendo a
desestabilizacdo da estrutura em grampo, o que permite a expressdo do peptideo lider. Regides pretas:
seqiiéncia do peptideo lider; regides hachuradas: seqiiéncia da metilase; 1, 2, 3 e 4 representam repeticdes
invertidas (palindromos); SD1 e SD2: sequéncias de Shine-Dalgarno (Figura adaptada de Leclercq &
Courvalin, 1991).

A exposi¢ao de S. aureus contendo fenotipo MLSg induzivel pode resultar em
resisténcia cruzada a todos os outros antibidticos do grupo, tanto in vitro quanto in vivo.
Pode-se observar entdo falhas terapéuticas durante o tratamento com clindamicina devido a
selecdo de cepas com genes erm mutantes constitutivos pré-existentes. Estes mutantes
podem se originar a partir de mutagdes pontuais ou duplicagdes em “tandem” no
atenuador, ou mesmo da delecao completa do mesmo, produzindo a expressao constitutiva

de resisténcia (SIBERRY ez al, 2003; DAUREL et al, 2008).

1.4.4.2. O gene metil-sulféxido redutase A (msrA)

O gene msrA € principal responsdvel pela resisténcia somente aos antibidticos da
classe dos macrolideos e estreptograminas B (MARTINEAU et al, 2000). Ele codifica uma
proteina hidrofilica denominada msrA que contém 488 aminodcidos e dois motivos
ligantes a ATP, caracteristicos dos transportadores do tipo ABC (“ATP-binding cassete”).
A organizagdo cléssica dos transportadores do tipo ABC requer a interagdo entre os dois
dominios de ligacdo a ATP citoplasméticos e dois dominios hidrofébicos posicionados na
membrana. H4 evidéncias de que este gene, além de conferir resisténcia a antibidticos,

pode ter um papel adicional na viruléncia de estafilococos (REYNOLDS et al, 2003). Dois
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genes, stpA e smpA, foram identificados a montante do gene msrA do plasmidio original de
S. epidermidis, codificando uma proteina de ligagdo a ATP e uma proteina transmembrana,
respectivamente. Seqiiéncias altamente similares ao stpA e smpA (stpB e smpB,
respectivamente) foram encontradas adjacentes a uma cépia cromossomial de msrA em S.

hominis (ROSS et al., 1995).

1.4.5. Aspectos epidemioldgicos das infeccoes por Staphylococcus spp. resistentes a
eritromicina

Alguns autores t€m identificado em amostras clinicas de S. aureus e S. epidermidis
resistentes a eritromicina genes que codificam resisténcia a macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas B. Schmitz e colaboradores (2000), num estudo envolvendo 851 amostras
clinicas de S. aureus (358 MSSA e 493 MRSA) obtidas de 24 diferentes hospitais
universitarios europeus, verificaram que o gene ermA apresentou a maior prevaléncia
(67%), seguido dos genes ermC (23%) e msrA/msrB (6%). O gene ermB foi detectado em
apenas 0,6% das amostras analisadas. Eles observaram também que o gene ermA foi o
mais comum entre amostras de MRSA (88%) do que entre amostras MSSA (38%),
enquanto o gene ermC foi mais freqiiente entre os MSSA (47%) do que em MRSA (5%).
Entre os S. aureus estudados, o gene ermA se mostrou predominante nas cepas que
expressavam o fendtipo MLSg constitutivo, ao passo que o gene erm(C foi prevalente em
amostras de MSSA com um fenétipo MLSg induzivel. Em 84% das amostras de S. aureus,
apenas um tipo de gene erm foi detectado, e a combinacao de ermA e ermC foi vista em
apenas 3% das mesmas.

Esses resultados corroboram com os encontrados por Lina e colaboradores (1999),
que estudaram 144 amostras de S. aureus provenientes de hospitais da Franca resistentes
aos antibidticos MLSg. Eles encontraram o gene ermA em 57,6% das amostras de MRSA,
principalmente entre as que expressavam o fendtipo MLSg constitutivo, e em 5,6% das
amostras de MSSA. Por outro lado, o gene ermC foi 0 mais comum entre as amostras de
MSSA (20,1%), principalmente entre as cepas com fenétipo de resisténcia induzivel, e em
apenas 4,9% das amostras de MRSA. Um outro estudo realizado em hospitais
universitarios da Grécia (SPILIOPOULOQOU et al., 2004) mostrou que, entre 60 amostras de
MSSA, 35 (58,3%) apresentaram o gene ermA, 12 (20%) o gene ermC e 13 (21,7%), o
gene msrA. Entre as 113 amostras de MRSA, 109 (96,5%) carreavam o gene ermC, e
somente 3 (2,7%) carreavam o gene ermA. Uma amostra continha os genes ermA e ermC e

nenhuma apresentou o gene msrA.
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Lina e colaboradores (1999) também mostraram que, entre 150 amostras de SCN
1soladas na Francga, tanto as resistentes quanto as sensiveis a meticilina apresentaram com
maior freqiiéncia o gene ermC. Eady e colaboradores (1993) documentaram a
predominancia do gene ermC entre amostras clinicas e comensais de SCN isoladas no
Reino Unido. A resisténcia codificada pelo gene msrA foi mais encontrada entre os SCN
do que entre os S. aureus (EADY et al., 1993 apud FLUIT et al., 2001).

Park e colaboradores (2007) realizaram um estudo num hospital universitirio na
Coréia, comparando caracteristicas fenotipicas e genotipicas de 138 amostras de MRSA
obtidas de 50 pacientes adultos e 88 pacientes pedidtricos. Os autores correlacionaram os
tipos de SCCmec e ‘“sequence typing” (ST) com a presenga dos genes erm e verificaram
que o gene ermA foi detectado principalmente entre amostras com SCCmec II / STS. O
gene ermC foi prevalente entre amostras tipo IV apresentando diferentes STs. Os
resultados também mostraram que a resisténcia a clindamicina foi mais alta na populacdo
adulta do que na pediétrica, além de o gene ermC ter sido detectado em 52 (59,1%) das 88
amostras pediatricas de MRSA e somente em 5 (10%) das amostras de MRSA obtidas de
pacientes adultos. Os resultados desses trabalhos mostram claramente a variacdo existente
na prevaléncia dos genes que codificam resisténcia a eritromicina e clindamicina em
relacdo as espécies de Staphylococcus, as diferentes regides geograficas, as diferentes
populacdes, assim como em relacdo a resisténcia a meticilina em amostras de
Staphylococcus spp.

Estudos que objetivam a investigacdo da resisténcia a macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas B em Staphylococcus spp. sdo escassos no Brasil. Como escolha
aternativa na terapéutica de infecgdes estafilocdcicas, em especial aquelas causadas por
amostras da comunidade, essas classes de antimicrobianos necessitam ser melhor avaliadas
quanto a resisténcia bacteriana e presenca de genes relacionados. Adicionalmente, em
amostras resistentes a meticilina, a presenca de alguns desses genes parece estar
relacionada a multirresisténcia estafilococica e, por conseqiiéncia, a cassetes mec
especificos. Entretanto, sdo raros os estudos que analisam essa correlagdo. Desse modo, a
caracterizacdo da resisténcia a eritromicina e clindamicina em amostras clinicas de S.
aureus e S. epidermidis, duas estafilocdcicas espécies de maior relevancia clinica, e a
andlise de sua relacdo com diferentes tipos de SCCmec tém grande importancia na

epidemiologia de infecc¢des por Staphylococcus spp.
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2 - OBJETIVO

O presente estudo objetivou caracterizar um grupo de amostras clinicas de S.
aureus e S. epidermidis, isoladas de neonatos e ndo-neonatos, quanto a aspectos
fenotipicos e moleculares da resisténcia a eritromicina e a clindamicina, relacionando-os

aos diferentes tipos de SCCmec.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho do estudo
Foi realizado um estudo descritivo, com amostras selecionadas por conveniéncia, a
partir de amostras clinicas nido duplicadas de S. aureus e S. epidermidis pertencentes a

colecio de culturas do Laboratério de Infeccao Hospitalar do Departamento de

Microbiologia Médica, IMPPG, UFRJ.

3.2. Cepas bacterianas

De um total de 315 amostras bacterianas isoladas inicialmente analisadas, sendo
208 de S. aureus e 107 de S. epidermidis, foram selecionadas apenas aquelas resistentes a
eritromicina e com perfis de fragmentagdo gendmica distintos (Figura 3). A técnica de
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), apds tratamento com a enzima de restri¢cao
Smal, serviu como base para tal andlise, possibilitando a selecdo apenas das amostras que
apresentavam pulsotipos diferentes. Os dendrogramas foram obtidos por andlise
computadorizada utilizando o programa Bionumerics versiao 6.0. Todas as amostras foram
obtidas no periodo de junho de 2004 a junho de 2009 a partir de 7 hospitais do Rio de
Janeiro (Tabela 2). As mesmas foram previamente submetidas a confirmacdo de suas

espécies.

Tabela 2: Amostras clinicas de S. aureus e S. epidermidis obtidas entre 2004 e 2009 de diferentes hospitais
do Rio de Janeiro utilizadas no presente estudo.

Hospital Amostras resistentes a meticilina (71)  Amostras sensiveis a meticilina (13)
(Total de amostras = 84) S.aureus S.epidermidis S.aureus S.epidermidis
(n=39) (n=32) (n=11) (n=2)
HNMD (30) 16 13 0 1
INTO (22) 14 0 8 0
IMMEM (17) 1 15 0 1
HMLJ (6) 3 1 2 0
CPL (3) 0 3 0 0
HCD (3) 3 0 0 0
HUCFF (3) 2 0 1 0

HNMD=Hospital Naval Marcilio Dias, INTO=Instituto Nacional de Traumato-ortopedia, IMMFM=Instituto Municipal da Mulher
Fernando Magalhdes, HMLJ=Hospital Municipal Lourengo Jorge, CPL= Clinica Perinatal de Laranjeiras, HCD=Hospital Copa D'Or,
HUCFF=Hospital Universitario Clementino Fraga Filho.
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As cepas utilizadas neste estudo como controles dos testes estdo apresentadas na

Tabela 3.

Tabela 3: Amostras-controle utilizadas neste estudo.

Espécie Amostra Descri¢do Referéncia
S. aureus ATCC 25923 Padrdo para antibiograma CLSI
S. aureus ATCC 29213 Padrao para teste de diluicdo em agar CLSI
ou caldo para determinacido da CMI
S. aureus ATCC 33591 Amostra mecA positiva CLSI
S. aureus ATCC BAA-976 Amostra msrA positiva CLSI
S. aureus ATCC BAA-977 Amostra ermA positiva CLSI
Streptococcus do grupo G 015195 Amostra ermB positiva D’OLIVEIRA
et al (2003)
S. aureus HM290-1 Amostra ermC positiva LINA et al (1999)°
S. aureus 63a Amostra clinica com SCCmeclll VIVONI et al
(2005)
S. aureus Mu50 Amostra SCCmecll HIRAMATSU
et al (1997)
S. aureus 522a Amostra clinica com SCCmeclV VIVONI et al
(2005)

ATCC — American Type Culture Collection. ® Amostra gentilmente cedida pelo Dr.Gerard Lina, do
Laboratério de Bacteriologia do Centro Nacional de Referéncia de Toxemias Estafilocécicas, Francga.

S. aureus e S. epidermidis

(Resistentes 4 eritromicing)

PFGE

(Belegdo de pulsotipos diferentes)

Meétodos Fenotipicos

Meétodos Moleculares

+PCR multiplex tipagem 3CCmec
+PCR detecgio genes ermd, ermbB, ermC e msrd

% Teste D e disco - difusio para cefoxitina
4 CMI para oxacilina - Diluigdo em dgar

& CMI para eritromicina e clindamicina
Microdiluicio em caldo

Figura 3: Fluxograma da metodologia.
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3.3. Avaliacao da susceptibilidade antimicrobiana

3.3.1. Teste de disco-difusao para deteccdo da resisténcia a oxacilina e resisténcia
induzida a clindamicina por eritromicina (CLSI, 2009a)

O teste de difusdo foi realizado para os discos de cefoxitina (30ug, Oxoid,
Hampshire, Inglaterra), clindamicina (2ug, CECON, Sdo Paulo, Brasil) e eritromicina
(15ug, CECON). O disco de cefoxitina € preconizado pelo CLSI como indicador da
resisténcia fenotipica a meticilina. Os discos de eritromicina e clindamicina foram
posicionados a uma distancia de 20 mm entre bordas internas. A presenca de um halo de
inibicao achatado na regidao préxima ao disco de eritromicina (descrito como zona “D”) foi
indicativo de resisténcia a clindamicina induzida por macrolideos. Foram utilizados como
controles positivo e negativo para o teste as amostras de S. aureus ATCC BAA-977 (teste
D positivo) e ATCC BAA- 976 (teste D negativo), respectivamente. A leitura dos testes foi

realizada de acordo com os valores do CLSI (2009a).

3.3.2. Determinacao da CMI para oxacilina através do teste de diluicio em agar
(CLSI, 2009b)

As amostras bacterianas foram inicialmente semeadas em dgar-sangue, por 18-24h,
a 35°C. Algumas coldnias foram diluidas em salina a 0,9% (p/v) para obtencdo do padrdo
de turvagdo 0,5 da escala de McFarland (~1,5x10° UFC/poco). Em seguida, fez-se uma
diluicao 1:10 (v/v) em salina 0,9% e as amostras foram transferidas para o replicador de
“Steers”. Posteriormente, as amostras (~1,5x10’ UFCs/poco) foram inoculadas nas placas
contendo dgar Mueller-Hinton (Difco Laboratories, Le Pont de Claix, Francga), 2% de NaCl
(Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) e concentracdes crescentes de oxacilina (Sigma-Aldrich
Company, St. Louis, EUA), variando de 0,25 a 256ug/mL. As placas foram entdo
incubadas por 24 h a 35°C. A leitura do teste foi realizada de acordo com os valores do
CLSI (2009c). As cepas de S. aureus ATCC 29213 e S. aureus ATCC 33591 foram

utilizadas como controles de susceptibilidade e resisténcia, respectivamente.

3.3.3. Determinacio da CMI para eritromicina e clindamicina através do teste de
microdiluicao em caldo (CLSI, 2009b)

As amostras bacterianas foram inicialmente semeadas em dgar-sangue, por 18-24h,
a 35°C. Algumas col6nias foram ressuspensas em salina a 0,9% (p/v) para obtencdo do

padrdo de turvacdo 0,5 da escala de McFarland (~1,5xlO8 UFC/mL). Em seguida, fez-se
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uma dilui¢do 1:10 (v/v) em salina 0,9% e 10 uL por pogo foram adicionados na placa de
microtitulacdo, apresentando concentragdes crescentes (0,25 a 256 pg/mL) de eritromicina
e clindamicina (Sigma-Aldrich Company). Posteriormente, as placas foram incubadas por
24h a 35°C. A leitura do teste foi realizada visualmente de acordo com os valores do CLSI
(2009a). As cepas de S. aureus ATCC 29213 (sensivel a meticilina), ATCC BAA-976
(resistente a eritromicina e teste D negativo) e ATCC BAA-977 (resistente a eritromicina e

teste D positivo) foram utilizadas como controles.

3.4. Métodos Moleculares

3.4.1. Obtenciao de DNA

O DNA foi obtido através de lise por guanidina, conforme descrito por Pitcher, Sauders
& Owen (1989). Cinco coldnias isoladas previamente em 4dgar-sangue foram transferidas
para “Tryptic Soy Broth” (TSB; Oxoid) e incubadas a 35°C durante 18h. Em seguida, 1 mL
do crescimento bacteriano foi transferido para um tubo eppendorf e centrifugado por 5 min
a 8.000 x g. O sedimento foi ressuspenso em 1 mL de tampdo TE (Tris 10 mM, EDTA 1
mM, pH 7,8) e novamente centrifugado a 8.000 x g por mais 5 min. Ao sedimento, foram
adicionados 100 pL de solugdo de lise [1 mL de tampao TE, 10 mg de lisozima (Sigma),
50 puL de BRIJ a 0,5% (Sigma)] acrescido de 5 pL de lisostafina (I mg/mL) (Sigma),
seguidos por agitacdo e incubagdo a 37°C, por 1h, em banho-maria. Em seguida, 500 pL de
solucdo de isotiocianato de guanidina (Gibco BRL — Life Technologies) a 5 M foram
adicionados, tendo sido os tubos agitados manualmente e incubados a temperatura
ambiente por 5 a 10 min. As amostras lisadas foram deixadas posteriormente em gelo,
durante 10 min, quando entdo foram adicionados 250 pL de acetato de amonio (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil) a 7,5 M. Apds agitacdo manual, os tubos foram deixados mais uma vez
por 10 min no gelo. Passado esse tempo, adicionou-se aos tubos 500 pL. de solucdo de
cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 v/v (Vetec), homogeneizando-se em seguida. As
amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 10 min e aproximadamente 800 pL. de sua
fase aquosa transferida a um novo tubo, acrescentando-se 0,54 volumes (430 pL) de
isopropanol gelado (Vetec). Os tubos foram agitados suavemente por inversao durante 1
min para homogeneizagdo e centrifugados por 5 min a 13.000 x g. O DNA precipitado foi
lavado 3 vezes com etanol (Vetec) gelado a 70% (a 13.000 x g por 5 min), ressuspenso em

50 pL de tampao TE, incubado por 18 h a 37°C, em banho-maria, e estocado a -20°C.
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3.4.2. PCR multiplex para tipagem do SCCmec de S. aureus

A determinacgdo do tipo de SCCmec foi realizada conforme descrito por Oliveira e De
Lencastre (2002). O resultado dessa PCR multiplex consiste na amplificacao de fragmentos
de regides especificas de cada tipo de SCCmec. Como controle interno da reacio, utilizou-
se o par de oligonucleotideos MRS1 e MRS2, responsavel pela amplificacao do gene mecA
(SANTOS et al., 1999). Na tabela 4 estdo descritas as seqiiéncias dos oligonucleotideos
utilizados, o tamanho dos amplicons e a especificidade para cada tipo de SCCmec em S.
aureus. A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha), utilizando-se um volume total de 50 uL
constituido por 1 puL (cerca de 25 ng em S. aureus e 10 ng em S. epidermidis) de DNA,
tampao da enzima (10mM de Tris-HCI e 25 mM de KCl), 3 mM de MgCl,, 200uM de
cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP,dCTP, dTTP) (LifeTechnologies,
Parsley, Escocia), 1,5 U de Tag DNA polimerase (Biotools, Madrid, Espanha), 20 pmoles
dos oligonucleotideos CIF2 F2, CIF2R2, MECI P2 e MECI P3, 25 pmoles dos
oligonucleotideos RIF5 F10, RIF5 R13, pUB110 R1 e pTI181 R1, 40 pmoles dos
oligonucleotideos DCS F2, DCS RI, 1S431 P4, MRS1 e MRS2 e 10 pmoles dos
oligonucleotideos KDP F1, KDP R1, RIF4 F3 e RIF4 R9 (Tabela 4).

As etapas do ciclo foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 4 min, seguida de 30 ciclos
de 30sa 940C, 30sa53°Cel mina 720C, finalizada com um ciclo de extensao a 720C,
por 4 min. O produto da reacdo foi em seguida analisado por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, em TBE (Tris 0,89 M, acido bérico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2).
Ap6s corrida de 1h a 80V, o gel foi corado em solug¢do de brometo de etidio (0,5ug/mL) e
a imagem capturada sob luz ultravioleta em um fotodocumentador (Vilber Lourmat,
Marne-la-Vallé, Franca). Como padrao de DNA, utilizou-se o marcador 100 pb DNA
ladder (Biotools).
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Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados e amplicons esperados na PCR para tipagem do SCCmec em S.

aureus segundo Oliveira e De Lencastre, 2002.

Oligonucleotideo Seqiiéncia (5°-3") Amplicon (pb) Especificidade
(tipo de SCCmec)
CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 I
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 284 II
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 I, III
MECIP3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC
DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 LI IV
DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG
RIF4F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 I
RIF4R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC
RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 I
RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC
1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 381 IA
pUB110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC
1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 303 A
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC
Controle interno da
MRS1 TAGAAATGACTGAACGTCCG 154 reacdo
MRS2 TTGCGATCAATGTTACCGTAG

3.4.3. PCR multiplex para tipagem do SCCmec de S. epidermidis

O protocolo de tipagem de SCCmec em S. epidermidis, assim como a interpretagao

dos resultados, foram realizadas segundo Kondo e colaboradores (2007). Esse protocolo

consistiu em duas reagdes de PCR multiplex, sendo a primeira para detecc¢ao do tipo de ccr

na amostra analisada, e a segunda para detec¢do da classe de gene mec. As seqii€ncias dos

oligonucleotideos utilizados e o tamanho dos amplicons estdo descritos na Tabela 5. A

Tabela 6 descreve as combinagdes dos tipos de ccr com as classes mec para determinacdo

do tipo de SCCmec em S. epidermidis.
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Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados e amplicons obtidos na PCR para tipagem do SCCmec em S.
epidermidis.

PCR Multiplex 1 (para amplificagdo do tipo de complexo génico ccr e e do gene mecA)

Amplicon
Oligonucleotideo Sequencia (5'—3") Gene (pb)
mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG mecA 286
mA?2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA
al AACCTATATCATCAATCAGTACGT ccrAl 695
a2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT ccrA2 937
a3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT ccrA3 1.791
Be (reverso dos anteriores) ATTGCCTTGATAATAGCCITCT ccrBl1, ccrB2, ccrB3
a4.2 GTATCAATGCACCAGAACTT ccrA4 1.287
p4.2 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT ccrB4
YR CCTTTATAGACTGGAATTATTCAAAATAT ccrC 518
vF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT
PCR Multiplex 2 (para amplificagdo da classe do complexo génico mec)
Oligonucleotideo Sequencia (5'—3") Gene Amplicon (pb)
ml6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG mecl (classe A) 1.963
IS7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG IS 1272 (classe B) 2.827
IS2 (iS-2) TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT IS 431 (classe C) 804

mA7 (reverso dos anteriores) ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA

Kondo et al., 2007.

Tabela 6: Tipos de SCCmec determinados pelas combinagdes entre os tipos de ccr e as classes mec.

SCCmec PCR 1 (tipo ccr) PCR 2 (classe mec)
Tipo I cer 1 mec classe B
Tipo II cer? mec classe A
Tipo III cer3 mec classe A

Tipo III mercury cer 3+ ccrC mec classe A

Tipo IV cer? mec classe B
Tipo V ccr 5 (= ccrC) mec classe C

Tipo VI cerd mec classe B

Tipo VII ccrC2 + ccrC8 mec classe C

Tipo VIII ccrd mec classe A

www.staphylococcus.net
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Cada reacdo foi composta por um volume final de 50 pL, contendo tampdo de
enzima, 3,2 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 20 pmoles dos oligonucleotideos, 1,5
U de Taqg DNA Polimerase ¢ 1 pL. de DNA bacteriano.

As etapas da primeira PCR (tipo de ccr) consistiram em uma desnaturacdo inicial a
94°C por 2 min, seguida de 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 2 min, anelamento a
60°C por 1 min, extensao a 72°C por 2 min, e extensao final a 72°C por 5 min. A segunda
PCR (classe mec) teve como unica diferenca a temperatura de anelamento, que neste caso
foi de 57°C. Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose a 1,5%, em
TBE, a 80 V. Apds corrida de 1h e 30 min, o gel foi corado em solu¢do de brometo de
etidio (0,5ug/mL) e a imagem capturada sob luz ultravioleta em um fotodocumentador
(Vilber Lourmat). Como padrdoes de DNA, utilizou-se os marcadores 1 kb DNA ladder
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 100 pb DNA Ladder (Biotools).

3.4.4. PCR multiplex para deteccao dos genes ermA e ermC

A deteccdo dos genes de resisténcia aos antibidticos MLSg foi realizada conforme
Lim e colaboradores (2002), com algumas modificacoes.

Foram utilizados 1ul de DNA obtido por lise de guanidina, tampao da enzima 10X
(10mM de Tris-HCI e 25 mM de KCl), 1,5 mM de MgCl, 200uM de cada dNTP, 1,5 U de
Tag DNA polimerase, 40 pmoles dos oligonucleotideos ERM Al, ERM A2, ERM CI e
ERM C2 (Bioneer, Denmark), em volume final de 50 uL.

As etapas do PCR consistiram de desnaturagdo inicial a 95°C por 5 min, seguida de
35 ciclos de 30 s a 95°C, anelamento de 30 s a 54°C e extensdo a 72°C por 1 min; e ciclo
de extensdo final a 72°C por 5 min. Os produtos das reagcdes foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em TBE, utilizando-se como padrao de tamanho
molecular o marcador de 100 pb DNA ladder (Biotools). Apds corrida de 1h a 80V, o gel
foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,5ug/mL) e a imagem capturada sob luz
ultravioleta em um fotodocumentador (Vilber Lourmat). As sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados, assim como os tamanhos dos fragmentos obtidos estdo

contidos na Tabela 6.

3.4.5. PCR para deteccao do gene ermB
A deteccdo deste gene também seguiu os pardmetros descritos por Lim e

colaboradores (2002), com algumas modificagdes. Foram utilizados 1 pLL de DNA, tampao
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da enzima (10 mM de Tris-HCl e 25 mM de KCl), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada
dNTP, 1 U de Tag DNA Polimerase, 40 pmoles dos oligonucleotideos ERM B1 e ERM
B2, em volume final de 25 pL. As etapas de PCR, assim como a visualiza¢do do resultado,
foram realizadas de forma idéntica a realizada na detec¢do dos genes ermA e ermC. A
sequéncia dos oligonucleotideos utilizados, assim como o tamanho do fragmento obtido

esta contido na Tabela 6.

3.4.6. PCR para deteccao do gene msrA

A deteccdo do gene responsdvel pelo fendtipo de resisténcia MS foi realizado
segundo Lina e colaboradores (1999) com modificagoes.

Foram utilizados 1 pl de DNA, tampao da enzima (10mM de Tris-HCI e 25 mM de
KCl), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 1 U de Tag DNA Polimerase, 30 pmoles
dos oligonucleotideos MSRA F e MSRA R (Bioneer) em volume final de 25 pL.

As etapas desse PCR consistiram de desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguida
de 25 ciclos de 1 min a 94°C, anelamento de 1 min a 50°C, extensdo a 72°C por 90 s e
extensao final a 72°C por 5 min. Os produtos das reacdes foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, em TBE, utilizando-se como padrdao de tamanho molecular o
marcador de 100 pb DNA ladder (Biotools). Apés corrida de 1h a 80V, o gel foi corado em
solug@o de brometo de etidio (0,5ug/mL) e a imagem foi capturada sob luz ultravioleta em
um fotodocumentador (Vilber Lourmat). A sequéncia dos oligonucleotideos utilizados,

assim como o tamanho do fragmento obtido estd contido na Tabela 7.

Tabela 7: Oligonucleotideos utilizados e tamanhos dos amplicons obtidos nas PCRs para detec¢do de genes

de resisténcia a eritromicina.

Gene Sequencia (5'—3") Amplicon (pb)

ermA* GTTCAAGAACAATCAATACAGAG 421
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC

ermb® GAAAAGGTACTCAACCAAATA 639
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

ermC’ GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC 572
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC

msrA® GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG 940

AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT

“Lina et al., 1999. ° Lim et al., 2002.
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3.4.7. Analise do perfil de fragmentacao do DNA cromossdomico apos tratamento com
enzima de restricao e separacao por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

A anélise do perfil de fragmentagdo do DNA cromossdmico das amostras isoladas
nesse estudo foi realizada por PFGE dos fragmentos gerados apds tratamento com a
enzima de restricdo Smal (Vivoni et al, 2005). As amostras foram inicialmente cultivadas
em dgar-sangue a 35°C, por 24h. Posteriormente, cinco coldnias isoladas de S. aureus ou
dez de S. epidermidis foram inoculadas em 3 mL de caldo TSB (Oxoid) e incubadas por
aproximadamente 4 h, a 35°C, até atingir a escala 2 de Mc Farland (~6,0xlO8 UFC/mL). A
seguir, 1 mL desta suspensao foi transferido para um tubo Eppendorf, centrifugado a 7.000
x g por 5Smin, e ressuspenso em 250 uL. de tampao PIV (NaCl 1M, Tris-HCI 10mM, pH
7,6). A esta suspensdo adicionou-se o mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusdo
(“Low Melting Point Agarose”, IBI Technical, New Haven, EUA) a 2%, dissolvida em
tampdo PIV e mantida a 58°C. Apds homogeneizagdo, a agarose foi distribuida em moldes,
os quais foram posteriormente mantidos a 4°C por cerca de 10 min para serem cortados em
pequenos blocos. A seguir, os blocos de agarose foram colocados em 2 mL de solucdo de
lise EC (Tris-HCl 6mM, NaCl 1M, EDTA 100 mM, 0,5% de Brij 58 e 0,5% lauril
sarcosinato de sddio; pH final 7,5), contendo lisozima (Sigma-Aldrich Company) e
lisostafina (Sigma-Aldrich Company) em concentragdes finais de 0,5 e 0,05 mg/mL,
respectivamente, e incubados a 37°C, sob agita¢do lenta, durante 18 h. Apés este periodo,
os tubos foram resfriados a 4°C e a solugdo substituida por 2 mL de solucdo ES (EDTA
0,4M pH 9.5, 1% (p/v) de lauril sarcosinato de s6dio) contendo 0,1 mg/mL de proteinase K
(Sigma-Aldrich Company), sendo essa solu¢do incubada a 50°C, em banho-maria, sob
leve agitacdo, durante 18 h. A digestao do DNA cromossdmico foi realizada utilizando-se
somente um bloco de agarose, lavado cinco vezes em tampdo TE a 37°C, em banho-maria,
sendo as quatro primeiras lavagens de 1 h cada e a dltima de 18 h. Apds este processo, o
bloco de agarose foi transferido para uma solu¢do contendo 250 uL. do tampdo especifico
da enzima de restricdo Smal (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) e incubado a
25°C, por 4 h. Em seguida, o bloco de agarose foi novamente transferido para um novo
tampdo da enzima de restricdo contendo 20 U da enzima Smal e incubado a 25°C durante
18 h. Posteriormente, a solucdo contendo a enzima foi retirada e o bloco de agarose
fundido a 70° e entdo aplicado no gel de agarose (Invitrogen) a 1% feito em tampao TBE
0,5x. O gel foi submetido a eletroforese em campo pulsado (CHEF DR III, Bio-Rad),
utilizando um tempo de pulso crescente de 1 a 35 s, durante 21 h, a 6 V/cm, 13°C, com

angulo de 120°. Essas condigdes sdo iguais tanto para a espécie S. aureus quanto para S.
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epidermidis. Ap6s a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/mL), por 40
min. Posteriormente, a imagem foi capturada sob luz ultravioleta em um fotodocumentador
(Vilber Lourmat). Como padrdao de tamanho molecular de DNA, utilizou-se o marcador
50-1.000 Kb Lambda Ladder PFGE Marker (New England BioLabs).

O padrao dos fragmentos foi analisado através da comparacdo visual entre as
amostras e classificados de acordo com os critérios de Tenover e colaboradores (1995),
além de ter sido realizada uma andlise automatizada utilizando-se o programa
Bionumerics, versdao 6.0 (Applied Maths, Bélgica), usando-se o coeficiente Dice de
similaridade e o método de “Unweitgthed Pair Group Method using Arithmetic Averages”

(UPGMA) para andlise dos agrupamentos.
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4 - RESULTADOS

4.1. Caracterizacao genomica das amostras de S. aureus e S. epidermidis utilizadas no
estudo

No presente estudo foram selecionadas 84 amostras que apresentavam, além de
resisténcia a eritromicina, diversidade gendmica, com diferenca de pelo menos uma banda
entre si. A Figura 4 ilustra perfis de fragmentagao representativos de 26 das 50 amostras de

S. aureus estudadas. Entre elas se encontram amostras resistentes € sensiveis a meticilina.

Numero da
amostra
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Figura 4: Imagem representativa de perfis de fragmentagdo gendmica de 26
amostras de S. aureus. Amostras MSSA: 10513, 1124a, 1135a, 1131a, 1863, 1194a,
1109a; amostras com SCCmec tipo III: 1090a, 679a, 1113a, 1118a, 1117a, 1139a,
1129a, 1140a, 1116a, 1160a, 1164a; amostras com SCCmec tipo IV: 1060a, 1125a,
1115a, 1105a, 1106a, 1134a, 100n, 1100a.

A Figura 5 representa os padrdes de fragmentagdo representativos de 18 amostras

de S. epidermidis. Entre elas se encontram amostras sensiveis e resistentes a meticilina.
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Figura S5: Imagem representativa de perfis de fragmentagdo genomica de 18
amostras de S. epidermidis. Amostra MSSE: 2274; amostras com SCCmec tipo II:
591s, 2423; amostras com SCCmec tipo III: 4628, 572s; amostras com SCCmec
tipo IV: 2539, 4674, 590s, 594s, 2426, 2367, 4587, 559s, 561s, 2281; amostra com
SCCmec tipo V: 565s; amostras com SCCmec ndo tipavel: 2314, 1952.

4.2. Caracteristicas gerais das amostras estafilococicas analisadas e relacdo com os
tipos de SCCmec

As 84 amostras selecionadas foram discriminadas por espécie (S. aureus e S.
epidermidis), local de isolamento e grupo de paciente envolvido (neonatos e ndo-
neonatos). A tabela 8 apresenta as 39 amostras de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) analisadas no presente estudo, sendo 34 (87%) de ndo-neonatos. Entre essas
amostras, 57% eram de secre¢do cutdnea e de prétese ortopédica. A andlise do tipo de
SCCmec mostrou que 34 (87%) das amostras eram dos tipos III e IV. Todas as 4 amostras

de neonatos eram do SCCmec tipo IV, sendo 3 delas de sangue.
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Tabela 8: Distribuicao de 39 amostras de MRSA isoladas de ndo-neonatos € neonatos
de acordo com o local de isolamento e o tipo de SCCmec detectado

Pacientes (n) Local de isolamento Tipos de SCCmec
Im¢G) a7y 1v A7) Total (%)
Naio-neonatos (35) Prétese Ortopédica - 6 6 12 (30,8)
Secregdo Cutanea 2 5 1 8 (20,5)
Secrecdo de TR 3 1 2 6 (15,4)
Sangue - 3 2 5(12,8)
Urina - - 2 2(5,1)
Liquor - 1 - 1(2,6)
Narina - 1 - 1(2,6)
Neonatos (4) Sangue - - 3 3(7,6)
Narina - - 1 1(2,6)
Total 5 17 17 39 (100)

MRSA = S. aureus resistente a meticilina; (n) = n° de amostras; TR- trato respiratério.

Dentre as 32 amostras de S. epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), 20
(62,5%) eram de neonatos, sendo 95% destas de sangue. Entre as 12 amostras de nao-
neonatos, 66,6% eram de sangue e de cateter vascular. A andlise do tipo de SCCmec
mostrou que a maioria das amostras MRSE (43,8%) era do tipo IV, apesar de 37,5% das
amostras de neonatos ser ndo-tipavel (Tabela 9). As 13 amostras sensiveis a meticilina, 11
de S. aureus e duas de S. epidermidis, foram isoladas principalmente de prétese ortopédica

(61,5%) e sangue (30,8%) (Tabela 10).

Tabela 9: Distribuicdo de 32 amostras de MRSE isoladas de ndo-neonatos e neonatos
de acordo com o local de isolamento e o tipo de SCCmec detectado

Pacientes (n) Local de isolamento Tipos de SCCmec
me) Mm@ Ivda4) Vd) NT(12) Total (%)
Nao-neonatos (12) Cateter Vascular - - 3 - 1 4(12,5)
Sangue - 1 3 - - 4 (12,5)
Liquido Pericardico 1 - - - - 1(3,1)
Prétese Ortopédica - - 1 - - 1(3.1)
Narina - - 1 - - 1(3.1)
Urina - - - - 1 1(3,1)
Neonatos (20) Sangue 1 2 6 1 9 19 (59,5)
Cateter Vascular - - - - 1 1(3,1)
Total 2 3 14 1 12 32 (100)

MRSE = S. epidermidis resistente a meticilina; NT = ndo tipdvel; (n) = n° de amostras.
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Tabela 10: Distribui¢dao de 13 amostras de S. aureus e S. epidermidis
sensiveis a meticilina de acordo com o local de isolamento.

Espécie (n) Local de isolamento Total (%)
S. aureus (11) Prétese Ortopédica 8 (61,5)
Sangue 3(23,1)
S. epidermidis (2) Sangye 1.(7,7)
Tecido Osseo 1.(7,7)

(n) = n° de amostras.

4.3. Tipagem do cassete estafilococico mec (SCCmec) em S. aureus (MRSA) e S.
epidermidis (MRSE)

A Figura 6 mostra a eletroforese em gel de agarose das sequéncias gé€nicas que
codificam os tipos de SCCmec detectados por PCR multiplex em amostras de MRSA. A
figura mostra a presenca de segmentos génicos compativeis com 3 tipos de cassete mec: II,

IIelV.

1000 pb —>

500 pp —>

100 pb —>

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose das sequéncias génicas que codificam os tipos de SCCmec em
amostras clinicas de S. aureus. M — padrdo de tamanho molecular de 100 pb ladder; Linha 1 — SCCmec tipo
II; Linha 2 — SCCmec tipo III; Linha 3 — SCCmec tipo IV;Linhas 4 e 6 — amostras contendo SCCmec tipo 1V;
Linha 5 - amostra contendo SCCmec tipo III (OLIVEIRA & DE LENCASTRE, 2002).

A Figura 7 mostra a eletroforese em gel de agarose das sequéncias gé€nicas que
codificam os tipos de SCCmec detectados por PCR multiplex, M-PCR 1 (detec¢do do tipo
de ccr) e M-PCR 2 (deteccdo da classe do gene mec) em S. epidermidis. A andlise mostrou
a presencga de segmentos génicos compativeis com os tipos II, III, IV e V de cassete mec
(Tabela 9). Em 12 (37,5%) amostras nao foi possivel determinar o tipo de SCCmec porque

essas apresentavam mais de um tipo de gene ccr ou auséncia da classe do gene mec.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose das sequéncias génicas que codificam os tipos de SCCmec em
amostras de S. epidermidis. M| — padrdo de tamanho molecular de 1Kb ladder; M, — padrdao de tamanho
molecular de 100 pb ladder; Linha 1 — mec classe A (1963 pb); Linha 2 — mec classe B (2827 pb); Linha 3 —
mec classe C (804 pb); Linha 4 — ccr 1 (695 pb); Linha 5 — ccr 2 (937 pb); Linha 6 — ccr 3 (1791 pb); Linha 7
—ccr2eccr4 (1287pb); Linha 8 - ccr 5 ou C (518 pb); Linhas 4 a 8 — fragmentos de 286 pb correspondentes
ao gene mecA (KONDO et al., 2007).

A tabela 11 mostra os resultados encontrados em relagdo a presenca de genes ccr e
da classe do gene mec para 12 amostras ndo-tipaveis de MRSE, de acordo com Kondo e
colaboradores (2007). Duas amostras do grupo dos nao-neonatos apresentaram apenas o
gene mecA, enquanto entre 10 amostras de neonatos, quatro apresentaram trés genes ccr

diferentes, ao passo que em seis amostras detectou-se dois genes ccr distintos.

Tabela 11: Perfis das 12 amostras de S. epidermidis resistentes a meticilina que foram ndo-

tipaveis pelos métodos utilizados.

M-PCR, M-PCR,
Pacientes N° de mec mec mec
amostras mecA ccrl ccr2 ccr3 ccrd  cerS classe A classe B classe C
N3ao neonatos (n=2) 2 + - - - - - - - -
Neonatos (n=10) 2 + - - + + + + - -
1 + - + - + - - + -
2 + - + - + - - +
1 + - - - + + - -
1 + - + - + - + - -
3 + - - — + + - - +

M-PCR;- PCR multiplex para deteccdo dos genes mecA, ccrl, ccr2, ccr3, ccrd4 e ccr5; M-PCR,- PCR multiplex para deteccdo dos genes

mec classes A, B ou C.
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4.4. Associacao entre tipos de SCCmec e CMIs de oxacilina, eritromicina e
clindamicina

A tabela 12 mostra a relacdo entre tipos de SCCmec e CMIs para oxacilina,
eritromicina e clindamicina em 50 amostras de S. aureus analisadas. O grupo de amostras
MRSA isoladas de ndo-neonatos apresentou altos indices de resisténcia a eritromicina e
clindamicina. Apenas algumas poucas amostras com SCCmec IV foram mais sensiveis,
similar ao observado para amostras de neonatos, todas com SCCmec tipo IV, que foram
sensiveis a clindamicina e apresentaram valores de CMIy para oxacilina de 16ug/mL e
para eritromicina de 32ug/mL. As 11 amostras de MSSA também foram sensiveis a
clindamicina, mas a CMlIy para eritromicina foi >256ug/mL.

A tabela 13 mostra a relacdo entre os tipos de SCCmec e suas respectivas CMIs
para oxacilina, eritromicina e clindamicina entre as 34 amostras de S. epidermidis
analisadas. Amostras de nao-neonatos foram em geral e independente do tipo de SCCmec
mais resistentes aos antimicrobianos eritromicina e clindamicina do que amostras de
neonatos. As CMIs para clindamicina e eritromicina em amostras tipo IV de neonatos
foram as mais baixas, 32 e <0,25ug/mL, respectivamente. Em relacdo a oxacilina, os

valores de CMI foram baixos para todas as amostras.



Tabela 12: CMI;5, e CMIy, para oxacilina, eritromicina e clindamicina em 50 amostras de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina
e sua relacdo com os tipos de SCCmec.

Tipo de amostra (n) Tipos de Oxacilina (ug/mL) Eritromicina (ug/mL) Clindamicina (ug/mL)
SCCmec (n) Intervalo CMls, CMly, Intervalo CMlIs, CMly, Intervalo CMlI;s, CMly,
MRSA (39)
Nao-neonatos (35) I (5) 128 - >256 128 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
I (17) >256 >256 >256 >256 >256 >256 <0,25 - >256 >256 >256
IV (13) 8-2>256 32 128 2-2256 >256 >256 <0,25 - >256 128 >256
Neonatos (4) 11 (0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
111 (0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V4 1-16 16 16 8-32 8 32 <0,25 <0,25 <0,25
MSSA (11) - <0,25-1 0,5 1 1 -2>256 16 >256 <0,25 <0,25 <0,25

MRSA = S. aureus resistente a meticilina; MSSA = S. aureus sensivel a meticilina; (n) = n° de amostras. CMI para eritromicina (ug/mL): <0,5 (S), 1-4 (I), > 8 (R); CMI para clindamicina (ug/mL): <0,5

(S), 1-2 (I), > 4 (R); CMI para oxacilina (ug/mL) em S. aureus: <2 (S), >4 (R); CMI para oxacilina (ug/mL) em S. epidermidis: <0,25 (S), 20,5 (R). (S) = sensibilidade; (I) = intermedidria; (R) = resisténcia

(CLSI, 2009c).



Tabela 13: CMIs, e CMIy, para oxacilina, eritromicina e clindamicina em 34 amostras de S. epidermidis sensiveis e
resistentes a meticilina e sua relacao com os tipos de SCCmec.

Tipo de amostra (n) Oxacilina (ug/mL) Eritromicina (ug/mL) Clindamicina (ug/mL)
SCCmec (n) Intervalo CMlIs, CMlg, Intervalo CMIs, CMly, Intervalo CMlIs, CMly,
MRSE (32)
Nao-neonatos (12) II (1) 8 8 8 >256 >256 >256 >256 >256 >256
I (1) 8 8 8 >256 >256  >256 >256 >256 >256
IV (7) 1-64 2 8 32-2256 2256 >256 0,5-2256 >256 >256
V(1) 2 2 2 32 32 32 <0,25 <0,25 <0,25
NT (2) 8 8 8 >256 >256 >256 <0,25-2>256 <0,25 2>256
Neonatos (20) I(1) 4 4 4 16 16 16 <0,25 <0,25 <0,25
III (2) 64 - 128 64 128 64 - 128 64 128 >256 >256 >256
IV (6) 1-64 1 2 4 - >256 32 >256 <0,25->256 <0,25 128
V(1) 1 1 1 >256 >256  >256 <0,25 <0,25 <0,25
NT (10) 1-8 2 8 4 - >256 >256 >256 <0,25-2256 0,5 >256
MSSE (2) - <0,25 <0,25 <0,25 <0,25->256 <0,25 2>256 <0,25 - >256 <0,25 2>256

MRSE = S. epidermidis resistente a meticilina; MSSE = S. epidermidis sensivel a meticilina; NT = ndo-tipavel; (n) = n° de amostras. CMIs, e CMIy, = concentragdo minima
capaz de inibir o crescimento de 50% e 90% da populagdo bacteriana, respectivamente. CMI para eritromicina (ug/mL): <0,5 (S), 1-4 (I), > 8 (R); CMI para clindamicina
(ug/mL): <0,5 (S), 1-2 (I), > 4 (R); CMI para oxacilina (ug/mL) em S. epidermidis: <0,25 (S), >0,5 (R). (S) = sensibilidade; (I) = intermedidria; (R) = resisténcia

(CLSI, 2009c¢).
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4.5. Presenca de genes de resisténcia a eritromicina e relacio com tipos de SCCmec
em amostras de S. aureus e S. epidermidis

A Figura 8 ilustra a eletroforese em gel de agarose de fragmentos correspondentes
aos genes de resisténcia a eritromicina (erm e msrA) detectados em amostras de S. aureus e

S. epidermidis.

M 1 2 3 4 5 6 7

1000pb—>

500pb —>

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose dos genes de resisténcia a eritromicina em amostras representativas
de S. aureus e S. epidermidis. M - padrdo de tamanho molecular (100 pb ladder); Linha 1 - gene ermA (421
pb); Linha 2 — gene ermB (639 pb); Linha 3 — gene ermC (572 pb); Linha 5— gene mrsA (940 pb); Linhas 4, 6
e 7- genes ermA e ermC simultaneamente.

A tabela 14 mostra a relacdo entre a presenga de genes de resisténcia a eritromicina
e os tipos de SCCmec em 50 amostras de S. aureus. O gene ermA foi detectado,
isoladamente ou em associagcdo, em 62% das amostras. Entre as amostras tipo III, 88,2%
apresentaram o gene ermA. Todas as amostras tipo II do estudo também apresentaram esse
gene. O gene ermC foi o segundo mais encontrado (54%), sendo mais detectado entre

amostras tipo IV (58,8%) e em todas amostras sensiveis a meticilina.

Tabela 14: Associagdo entre genes de resisténcia a eritromicina e tipos de SCCmec em 50 amostras de S. aureus.

MRSA Nio-Neonatos (n = 35) MRSA Neonatos (n =4)

Genes de resisténcia Tipos de SCCmec Tipos de SCCmec MSSA
a eritromicina n m IV V NT II I IV V NT (n=11) Total (%)

ermA 5 15 1 - - - - - = - - 21 (42)
ermC - 2 9 - - - - 1 - - 4 16 (32)
msrA - - 2 - - - - - - - - 24)
ermA+ermC - - - - - - - 3 - - 6 9 (18)
ermB+ermC - = 1 - - - - - = - - 1(2)
ermA+ermB+ermC - - - - - - - = = - 1 1(2)
Total 5 17 13 - - - - 4 - - 11 50 (100)

MRSA = S. aureus resistente a meticilina; MSSA = S. aureus sensivel a meticilina.
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Entre as 34 amostras de S. epidermidis foi verificada a presenca do gene ermC em

amostras com SCCmec de diferentes tipos (Tabela 15). Esse gene

foi detectado,

isoladamente ou em associagcdo, em 82,4% das amostras de S. epidermidis. Esse gene foi

detectado entre amostras com SCCmec tipo IV (76,9%) e nido tipaveis (83,3%). O gene

msrA, com prevaléncia de 17,6%, foi detectado somente entre amostras de neonatos.

Tabela 15: Associagdo entre genes de resisténcia a eritromicina e tipos de SCCmec em 34 amostras de S.

epidermidis.
MRSE Nao-Neonatos (12) MRSE Neonatos (20)
Genes de resisténcia Tipos de SCCmec Tipos de SCCmec MSSE Total (%)
a eritromicina In n 1v V NT II I IV V NT (n=2)

ermA - - - - - - - - - - 1 1(2,9)
ermC 1 1 7 - 2 - 2 3 1 8 1 26 (76,6)
msrA - - - - - 1 - 2 - 2 - 514,7)
ermA+ermC - - - 1 - - - - - - - 12,9
msrA+ermC - - - - - - - 1 - - - 12,9
Total 1 1 7 1 2 1 2 6 1 10 2 34 (100)

MRSE = S. epidermidis resistente a meticilina; MSSE = S. epidermidis sensivel a meticilina

A Figura 9 mostra o fendtipo de resisténcia a clindamicina
eritromicina (iMLSg) em S. epidermidis detectada através do teste D.

Disco de
Eritromicina

Disco de
Clindamicina

Figura 9: Resisténcia a clindamicina induzida por
eritromicina (Teste D) observada em uma amostra
clinica de S. epidermidis.

induzida pela
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A tabela 16 relaciona as CMIs de oxacilina, eritromicina e clindamicina com a
presenca dos genes de resisténcia a eritromicina em amostras de S. aureus e S. epidermidis.
Observa-se uma prevaléncia dos genes ermA (42%) e ermC (32%), isoladamente, entre
amostras de S. aureus apresentando CMIs > 256 pug/mL para todas os antimicrobianos
testados. A relacdo entre os genes ermA e ermC foi detectada entre amostras com CMIs
relativamente baixos para oxacilina e eritromicina e sensibilidade a clindamicina. Entre as
34 amostras de S. epidermidis verificou-se uma prevaléncia entre o gene ermC com CMIs
altas para a eritromicina e clindamicina O gene msrA esteve relacionado com CMI mais
baixa para eritromicina (CMI = 32ug/mL) e sensibilidade a clindamicina.

A tabela 17 apresenta uma associagdo entre os fendtipos MSg (resisténcia apenas a
macrolideos e estreptograminas) € MLSg (macrolideos, lincosamidas e estreptograminas
B) e genes de resisténcia a eritromicina em amostras de S. aureus. O fendtipo MLSg
constitutivo foi verificado em 86% das amostras e o fenétipo induzivel em 10% das
amostras, com predominancia do gene ermA seguido do gene ermC. A resisténcia a

clindamicina foi de 79,5% entre amostras de MRSA e 36,4% entre amostras de MSSA.



Tabela 16: Intervalo, CMIs5y e CMlIgy para oxacilina, eritromicina e clindamicina em 50 amostras de S. aureus e 34
amostras de S. epidermidis sensiveis e resistentes a meticilina em relagdo aos genes de resisténcia a eritromicina.

Espécie /Genes de resisténcia Oxacilina (ug/mL) Eritromicina (ug/mL) Clindamicina (ug/mL)
(nimero de amostras) Intervalo CMIs, CMly, Intervalo CMIs; CMly, Intervalo CMIs, CMly,
S. aureus
ermA (21) 64 - >256 >256 2256 >256 >256 2256 <0,25 - >256 >256 2256
ermC (16) 1 -2>256 64 >256 1-2>256 >256  >256 <0,25 - >256 >256  >256
msrA (2) 8-32 8 32 2-4 2 4 <0,25 <0,25 <0,25
ermA+ermC (9) 0,5-16 16 16 1-8 8 8 <0,25 <0,25 <0,25
ermB+ermC (1) 16 16 16 >256 >256 =256 >256 >256 =256
ermA+ermB+ermC (1) <0,25 <0,25 <0,25 16 16 16 <0,25 <0,25 <0,25
S. epidermidis
ermA (1) <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
ermC (26) <0,25 - 128 2 64 32-2256 2256 =256 <0,25 - >256 >256 =256
msrA (7) 1-8 4 8 4 - >256 8 32 <0,25 <0,25 <0,25

msrA+ermC (1) 1 1 1 4 4 4 <0,25 <0,25 <025
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Tabela 17: Associacdo entre os fenétipos MSg / MLSg e genes de resisténcia a eritromicina em

amostras de S. aureus.

Tipo de amostra

ermA ermC

ermA+C

ermA+B+C  msrA

Total (%)

(N total=50) Fenétipo
MRSA Nio-neonatos (35) MSg
cMLSg
iMLSg

Resisténcia a clindamicina

MRSA Neonatos (4) MSg
cMLSg
iMLSg

Resisténcia a clindamicina

MSSA (11) MSg
cMLSg
iMLSg

Resisténcia a clindamicina

20

20

10

10

—_ — W

W N A~

2(5,7)
31 (88.6)
2(5,7)
31 (88.6)

4 (100)

8 (72,7)
3(273)
4 (36,4)

Fenétipo MSg = resisténcia a macrolideos e estreptograminas B produzida pelo gene msrA; fenétipo MLSg = resisténcia a macrolideos, lincosamidas
e estreptograminas B produzidas pelos genes erm; cMLSg = resisténcia constitutiva a clindamicina; iMLSg = resisténcia induzida a clindamicina;
MRSA = S. aureus resistente a meticilina; MSSA = S. aureus sensivel a meticilina.

A tabela 18 apresenta a relagdo entre os fendtipos MSg e MLSp com genes de

resisténcia a eritromicina em amostras de S. epidermidis. O fen6tipo MLSg constitutivo

foi observado em 61,7% das amostras e o induzivel em 23,5%, com predominancia do

gene ermC. A resisténcia a clindamicina foi de 70,6% entre amostras de MRSE e de

50% entre amostras de MSSE.
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Tabela 18: Associacdo entre os fenétipos MSg / MLSg e genes de resisténcia a
eritromicina entre amostras de S. epidermidis.

Tipo de amostra

(N total=34) Fenétipo ermA ermC ermA+C  msrA+ermC msrA Total (%)
MRSE Nao-neonatos (12) MSg - - - - - -
cMLSg - 9 1 - - 10 (83,3)
iMLSg - 2 - - - 2 (16,7)
Resisténcia a clindamicina  — 11 - - - 11 (91,7)
MRSE Neonatos (20) MSg - - - - 5 5(25)
cMLSg - 8 - 1 - 9 (45)
iMLSg - 6 - - - 6 (30)
Resisténcia a clindamicina  — 12 - - - 12 (60)
MSSE (2) MS; - - - - - —
cMLSg 1 1 - - - 2 (100)
iMLSg - - - - - 0
Resisténcia a clindamicina  — 1 - - - 1 (50)

Fenétipo MSg = resisténcia a macrolideos e estreptograminas B produzida pelo gene msrA; fenétipo MLSg = resisténcia a
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B produzidas pelos genes erm; cMLSg = resisténcia constitutiva & clindamicina;
iMLSg = resisténcia induzida a clindamicina; MRSE = S. epidermidis resistente a meticilina; MSSE = S. epidermidis sensivel a
meticilina
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5 - DISCUSSAO

Os Staphylococcus spp. sdo habitantes comuns da microbiota humana e
responséveis por cerca de um ter¢co das IRAS (SADER er al, 2004). As espécies S.
aureus € S. epidermidis sao as de maior prevaléncia nessas infec¢des (CASEY et al.,
2007), e tém adquirido resisténcia a diversas classes de antimicrobianos (SADER et al,
2004), o que torna extremamente relevante a realizacdo de estudos que auxiliem na
compreensdo desses mecanismos.

No presente estudo, foram avaliadas amostras de S. aureus e de S. epidermidis
resistentes a eritromicina, isoladas no periodo de junho de 2004 a junho de 2009, de
diferentes espécimes clinicos e de dois tipos de pacientes, neonatos € ndo-neonatos. Em
amostras resistentes a meticilina, foram também detectados os tipos de cassetes mec
(SCCmec) presentes e, em seguida avaliada sua relacdo com a resisténcia fenotipica e
molecular a eritromicina e a clindamicina. A andlise de amostras estafilocdcicas
diferentes entre si, nas duas espécies avaliadas, foi determinada pela utilizacdo da
técnica de PFGE, que permitiu selecionar pulsotipos diferentes. Portanto, apesar do
nimero reduzido de amostras, foi possivel avaliar amostras Unicas, com perfis
gendmicos nao duplicados.

Em um total de 84 amostras selecionadas, 50 foram de S. aureus e 34 de S.
epidermidis. Entre as 39 amostras de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), o maior
percentual (89,7%) era de nao-neonatos, sendo 57% de secrecdo cutanea e de protese
ortopédica. No grupo dos neonatos havia apenas quatro amostras MRSA, confirmando
que amostras de S. aureus de neonatos costumam ser sensiveis a maioria dos
antimicrobianos. Segundo Graham e colaboradores (2002), MSSA ¢ geralmente
considerado um patégeno endémico em UTINs. Quanto ao cassete mec, verificamos que
os tipos III e IV foram os mais detectados (87%) em amostras MRSA, sendo que, de
neonatos sO havia amostras tipo IV. Cepas hospitalares, em geral, apresentam os tipos I,
IT ou III, diferentes daquelas de origem comunitdria que apresentam, normalmente, 0s
tipos IV ou V (DIETRICH et al., 2004, KILLIC et al., 2006, UDO et al., 2008).
Entretanto, esse quadro vem se alterando na dltima década, sendo cada vez mais comum
o isolamento de amostras com SCCmec IV no ambiente hospitalar (WANNET et al.,
2005; FOSSUM & BUKHOLM, 2006; UDO et al., 2008; SCHUENCK et al., 2009). O

tamanho reduzido do SCCmec dessas amostras emergentes pode conferir vantagem
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adaptativa a elas. Tal caracteristica auxiliaria em sua disseminacdo (OKUMA et al.,
2002), inclusive para amostras de MSSA (ROBINSON & ENRIGHT, 2003), as quais
normalmente colonizam regides, como corddao umbilical em neonatos, narina e pele.

Os SCN também t€m se mostrado patdgenos relevantes em IRAS, sobretudo em
infecgdes relacionadas a dispositivos médicos (ARNASON et al., 2008; GARLAND et
al., 2008). Sua presenca tem sido relevante em bacteriemias neonatais, com prevaléncia
da espécie S. epidermidis (GRAY et al., 2007; HIRA et al., 2007; MYREYA et al,
2007). No presente estudo foram avaliadas 34 amostras de S. epidermidis, sendo 94%
resistentes a meticilina (MRSE). Destas, a maioria (62,5%) era de neonatos, sendo 95%
de sangue, espécime clinico de bacteriemias, o tipo de infec¢do mais avaliado em
neonatos (COUTO et al., 2007, TAVORA et al., 2008). O tipo de SCCmec mais
encontrado entre as amostras MRSE foi o IV (43,8%), seguido de 37,5% de amostras
ndo tipaveis. Os poucos estudos que analisaram amostras de SCN, em relacdo ao seu
cassete de resisténcia, relataram a predominancia do SCCmec IV, com taxas de até 41%,
apesar de amostras nao tipaveis também terem sido comuns (HANSEN & SOLLID,
2007; MIRAGAIA et al, 2007; MACHADO et al., 2007; RUPPE et al.,2008;
IBRAHEM et al., 2009). O SCCmec tipo IV se mostra como um problema particular,
visto que ndao impde um custo energético extra, além de poder ser disseminado mesmo
na auséncia de pressao seletiva de antibidticos (OTTO, 2009). Um estudo desenvolvido
por Ruppé e colaboradores (2008) mostrou que, dentre 96 amostras de SCN, 29%
apresentavam o cassete tipo IV e 26% o tipo V. Esse mesmo trabalho mostrou que o
SCCmec tipo IV era predominante em S. epidermidis, enquanto o SCCmec tipo V era
detectado sobretudo em S. haemolyticus, sugerindo que estas espécies sejam 0s
principais reservatorios dos tipos IV e V, respectivamente.

Amostras nado tipdveis tém sido comuns entre os SCN (HANSEN et al., 2004;
RUPPE et al., 2008). Ruppé e colaboradores, em 2008, detectaram 43,7% de amostras
ndo tipaveis entre SCN. Na Finlandia, Ibrahem e colaboradores (2009) determinaram o
tipo de SCCmec em 61 amostras hospitalares de SCN isoladas de colonizagdo nasal,
pela técnica de Oliveira e De Lencastre (2002), utilizada para S. aureus. Os autores
observaram que 90% dessas amostras eram ndo tipaveis. Em contrapartida, quando
esses mesmos autores compararam os resultados com aqueles obtidos com a técnica
descrita por Kondo e colaboradores (2007), somente 38% das amostras foram ndo
tipaveis. No presente estudo, optamos por utilizar as duas técnicas para a tipagem do

SCCmec, o que nos permitiu detectar 12 (37,5%) amostras ndo tipaveis entre as 32
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amostras de MRSE analisadas, valor préximo ao encontrado por Ibrahem e
colaboradores (2009), apesar de nosso estudo nao ter sido do tipo epidemioldgico. Essas
amostras ndo tipaveis apresentaram mais de um tipo de ccr ou auséncia de classe mec.
Ruppé e colaboradores (2008) e Ibrahem e colaboradores (2009) também verificaram
auséncia de classe mec e presenca de mais de um ccr em amostras de SCN resistentes a
meticilina.

As CMIs obtidas em nosso estudo para os trés antimicrobianos avaliados em
amostras de MRSA foram bem distintas entre os dois grupos de pacientes avaliados. As
amostras de ndo-neonatos apresentaram elevados indices de resisténcia para oxacilina,
eritromicina e clindamicina, com valores que variaram entre 128 e >256 pg/mL.
Diekema e colaboradores (2001) avaliaram a sensibilidade de um grande numero de
amostras de S. aureus (1274 MSSA e 692 MRSA) obtidas em hospitais da América
Latina, entre os anos de 1997 e 1999. Eles detectaram resisténcia a eritromicina e
clindamicina entre amostras de MRSA, com valores de CMIyy maiores que 8 pg/mL
para ambos os antibidticos. Apesar de os autores ndo testarem concentragdes mais
elevadas das drogas, nossos resultados confirmam os dados de resisténcia encontrados
em amostras MRSA.

Por outro lado, entre amostras MRSA de neonatos, todas com SCCmec tipo IV,
as CMIs para eritromicina foram baixas (CMIg=32ug/mL) e todas foram sensiveis a
clindamicina, fato que tem sido observado para amostras com este tipo de cassete. O
perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana de amostras com esse tipo de cassete €
similar, independentemente do pais de origem. Amostras com SCCmec tipos IV e V nao
costumam ser resistentes a mdaltiplas drogas, além de frequentemente ocasionarem
infecgOes cutaneas e de tecido mole (CHAMBERS & DELEO, 2009). Outro aspecto
relacionado a essa baixa resisténcia seria o fato de serem amostras MRSA de pacientes
neonatos, sendo provavelmente uma aquisi¢cao enddgena a partir da microbiota da mae,
o que justificaria essa maior sensibilidade bacteriana.

Entre amostras de MRSE, aquelas mais resistentes foram as de ndo-neonatos,
cujas CMIs para clindamicina e eritromicina foram, em geral, elevadas (>256ug/mL).
Concentracdes elevadas também foram verificadas por Lim e colaboradores (2002)
entre 186 amostras de SCN resistentes e sensiveis a meticilina. Por outro lado, em
amostras MRSE tipo IV de neonatos as CMIsy para clindamicina e eritromicina foram
as mais baixas, 32ug/mL e <0,25ug/mL, respectivamente. No presente estudo, apesar de

N

muitas amostras de MRSE isoladas de neonatos serem resistentes a eritromicina e
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clindamicina pelo menos metade foi sensivel a clindamicina e apresentou resisténcia em
niveis baixos a eritromicina, refletindo provavelmente, a microbiota do paciente. A
literatura tem demonstrado que grande parte das amostras nosocomiais apresenta altos
indices de resisténcia a diversos antibidticos, a0 passo que, amostras comensais ou
provenientes da comunidade costumam ser mais susceptiveis (CASEY, LAMBERT &
ELLIOTT, 2007).

Em relacdo a presenca de genes de resisténcia a eritromicina em amostras de S.
aureus, foi verificado na presente colecdo de amostras uma prevaléncia do gene ermA
(62%) e uma forte associacdo entre a presenca dele e os tipos II e III de SCCmec em
amostras de MRSA. O gene ermA € encontrado em um transposon, o Tn554, que faz
parte dos SCCmec tipos II e III, podendo ainda ser encontrado em outras regides do
genoma bacteriano (MURPHY, 1985). Park e colaboradores (2007) detectaram uma
taxa de 58% e 6,8% do gene ermA entre amostras de MRSA com SCCmec tipo 11
obtidas de adultos e criancgas, respectivamente. Entre amostras de MRSA com tipo III,
eles verificaram 16% do gene ermA entre amostras obtidas de adultos, e 1,1% em
amostras de criangas.

O gene ermC foi o segundo mais encontrado (54%) em amostras de S. aureus,
sendo mais detectado entre amostras MRSA tipo IV (58,8%) e em amostras sensiveis a
meticilina (100%). Quanto a sensibilidade antimicrobiana, observou-se uma associagao
entre a presenca desse gene e o tipo de amostra, visto que ele esteve presente
principalmente em amostras tipo IV, normalmente de origem comunitria, € em
amostras MSSA. O gene ermC se encontra presente em pequenos plasmideos,
facilmente transferiveis entre essas amostras de mesma origem. (MURPHY, 1985;
WESTH et al., 1995). Por outro lado, Schmitz e colaboradores (2000), analisando 358
amostras de MSSA e 493 de MRSA, verificaram que o gene ermC foi mais freqiiente
entre MSSA (47%) do que em amostras de MRSA (5%).

O gene ermB, carreado por transposons ou plasmidios de elevado tamanho
molecular, foi detectado em somente 2 (4%) amostras, uma de MRSA tipo IV e outra
MSSA, sempre associado a outros genes erm. Martineau e colaboradores (2000), em
estudo envolvendo 206 amostras clinicas de S. aureus e 188 amostras de S. epidermidis
provenientes de varios paises, relataram que o gene ermB € menos frequentemente
encontrado do que o gene ermA em estafilococos eritromicina-resistentes, com taxas de
1,9% entre amostras de S. aureus e 0,5% entre amostras de S. epidermidis. O presente

trabalho detectou esse gene em uma taxa de 4% e somente em amostras de S. aureus.
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Um outro estudo realizado no Reino Unido, detectou uma incidéncia de 7,2% do gene
ermB entre amostras de SCN e observou que esse gene foi encontrado exclusivamente
em amostras de origem animal das espécies S. intermedius, S. xylosus € S. hyicus, o que
explicaria a baixa freqiiéncia do gene ermB encontrada entre as amostras de origem
humana (EADY et al., 1993).

No presente estudo, uma amostra sensivel a meticilina carreando o gene ermA
apresentou CMI para eritromicina de sensibilidade (<0,25 pg/mL). Esse fato indica a
aquisicdo do gene de resisténcia a eritromicina, sem que haja a sua expressdo. Hososaka
e colaboradores (2007) descreveram casos de amostras clinicas que continham o gene
mecA, e que, no entanto, apresentavam fendtipo de susceptibilidade a oxacilina. Num
total de 480 amostras de S. aureus isoladas de dois hospitais universitarios € nove
hospitais gerais do Japdo, no periodo entre 2003 a 2005, eles detectaram 6 amostras
mecA-positivas com CMIs para oxacilina menores que 2 pg/mL. Portanto, pacientes
infectados por amostras MRSA oxacilina-sensiveis, como foram denominadas, quando
tratados com antibidticos P-lactdmicos tenderiam a desenvolver altos niveis de
resisténcia aos mesmos, ocasionando falha terapéutica. Apesar de ndo haver relatos
deste tipo em relacdo a resisténcia a eritromicina, pode-se inferir que 0 mesmo pode
ocorrer com o paciente infectado com amostras deste tipo, que contém o gene ermA mas
ndo apresenta resisténcia fenotipica a droga.

Entre as amostras de S. epidermidis analisadas, foi verificada a presenca do gene
ermC em amostras com SCCmec de diferentes tipos, independente do tipo de paciente,
tendo sido detectado em 82,4% das amostras. O gene msrA foi detectado no presente
estudo em 17,6% das amostras de S. epidermidis, mas somente em amostras MRSE de
neonatos. Lina e colaboradores (1999) mostraram que, entre 150 amostras de SCN
isoladas na Francga, tanto as resistentes quanto as sensiveis a meticilina apresentaram
com maior freqiiéncia o gene ermC. Eady e colaboradores (1993) documentaram a
predominancia do gene ermC entre amostras clinicas e comensais de SCN isoladas no
Reino Unido. Contudo, ainda ndo hd relatos na literatura que correlacionem os genes de
resisténcia a eritromicina aos tipos de SCCmec em amostras S. epidermidis.

Em algumas amostras, tanto de S. aureus quanto de S. epidermidis, que
continham o gene msrA, observou-se faixas de CMI intermedidrias para eritromicina (1
- 4 pg/mL). Esse gene codifica uma proteina que se liga a moléculas de ATP, atuando
como uma bomba de efluxo, dose-dependente, mediante a hidrdlise dessas moléculas

(ROSS et al., 1990). Por agir de forma dose-dependente, quanto maior a utilizacdo de
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antibidticos da classe dos macrolideos e estreptograminas B, maior € a expressio dessa
proteina, induzindo altos indices de resisténcia aos mesmos. No entanto, se comparado
aos genes erm, o gene msrA leva a niveis de resisténcia a eritromicina bem mais baixos,
além de ndo atuar em lincosamidas, gerando o fendtipo conhecido com MSg.

O presente estudo detectou uma relacdo entre as CMIs (> 256ug/mL) para os
trés antimicrobianos testados e a presenca dos genes de resisténcia a eritromicina (ermA
e ermC) em amostras de S. aureus. Entre os S. epidermidis, esse tipo de associacdo foi
observado para o gene ermC. Dados de Lim e colaboradores (2002) mostraram essa
correlacio em amostras de S. aureus e de SCN. Apesar de os autores ndo
correlacionarem os genes erm com as CMIs para eritromicina e clindamicina, eles
detectaram valores de CMIyy maiores que 64ug/mL para ambas as drogas em S. aureus
e em SCN. Um outro estudo realizado por Park e colaboradores (2007) detectou, entre
50 amostras de MRSA de adultos, CMI maior que 512ug/mL para eritromicina e
clindamicina associada ao gene ermA, confirmando nossos resultados.

A clindamicina costuma ser utilizada como alternativa no tratamento de
infeccdes ocasionadas por MRSA e MSSA. Contudo, a presenca de resisténcia induzida
em amostras estafilococicas pode limitar sua eficicia, levando possivelmente a falha
terapéutica (WEISBLUM, 1985). Nosso estudo detectou entre amostras de S. aureus,
mesmo entre aquelas sensiveis a meticilina, alto indice de resisténcia a clindamicina
(70%) e de fenodtipos do tipo MLSg constitutivos (86%). No entanto, a resisténcia
induzivel foi observada em um total de 10% das amostras, tendo sido detectada em
5,7% das amostras de ndo-neonatos € em 27,3% das amostras de MSSA. Em Séo Paulo,
Amorim e colaboradores (2009) verificaram a presenga de resisténcia constitutiva em
79,1% das amostras de MRSA, sendo que em 4,7% foi observada resisténcia induzida a
clindamicina. Entre amostras de MSSA, o fen6tipo MLSg constitutivo foi de 2,9% e o
fenétipo MLSg induzivel foi de 6,7%. A resisténcia no grupo MLSg e a expressdo
constitutiva foram mais comuns entre as amostras MRSA, e a taxa de resisténcia MLSg
induzivel foi maior entre amostras MSSA.

O fendtipo MLSg constitutivo (61,7% das amostras) foi associado a um elevado
percentual de resisténcia a clindamicina (70,6%). Os fenétipos MLSg induzido e MSp
apresentaram taxas de 23,5% e 14,8%, respectivamente. A prevaléncia do fenétipo
induzivel foi relativamente alta entre amostras de neonatos (30%). A taxa de resisténcia
induzivel a clindamicina entre MRSE de neonatos sugere que este antibidtico seja

utilizado com critério neste grupo. Lina e colaboradores (1999) também mostraram um
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fenétipo induzivel de 28,7% entre 150 amostras de SCN isoladas na Franga, tanto
resistentes quanto sensiveis a meticilina.

Os resultados deste trabalho confirmam a relagdo entre os SCCmec tipos 11 ou
I1I, altos niveis de resisténcia a eritromicina e clindamicina e presenca do gene ermA em
amostras de MRSA, em geral, mais isoladas de ndo-neonatos. O fenétipo cMLSg foi
predominante neste grupo de amostras. Amostras de MRSE foram freqiientes entre os
neonatos que apresentaram principalmente o SCCmec tipo IV e ndo tipavel,
apresentaram elevados niveis de resisténcia a eritromicina e clindamicina e o gene ermC
como predominante. Os fendétipos cMLSg, iMLSg e MSp apresentaram freqii€ncias
similares. Os altos indices de resisténcia encontrados aos macrolideos e a clindamicina
entre os grupos de amostras analisados, assim como o elevado percentual de resisténcia
induzida a clindamicina em amostras de MRSE de neonatos, sugerem maior precaucao

na utilizacdo deste farmaco, a fim de se evitar falha terapéutica.



51

6 - CONCLUSOES

Entre amostras de MRSA houve uma estreita relacdo entre a presenga do gene
ermA, os SCCmec tipos Il e III e altos niveis de resisténcia a eritromicina € a

clindamicina.

Amostras de MRSA tipo IV apresentaram o gene ermC como mais freqiiente.

Amostras de neonatos apresentaram principalmente a associagdo dos genes ermA
e ermC, baixos valores de CMlIg, para eritromicina e sensibilidade a

clindamicina.

Entre amostras MRSE, o gene ermC esteve associado a todos os tipos de
SCCmec avaliados, em especial entre amostras com SCCmec tipo IV e ndo

tipaveis, além de altos valores de CMI para eritromicina e clindamicina.

O gene msrA se mostrou relacionado a amostras tipo IV, apresentando baixos

niveis de resisténcia a eritromicina e sensibilidade a clindamicina.

O fenotipo MLSg constitutivo foi observado em S. aureus e os fendtipos MSg e

MLSg5 induzivel na espécie S. epidermidis.
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