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RESUMO

Os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) encontram-se entre os
principais agentes de infeccao hospitalar, para os quais ha grande dificuldade em se
obter antimicrobianos para o seu controle. A resisténcia a meticilina é codificada pelo
gene mecA, que estd localizado em um elemento genético mével denominado
“staphylococcal cassette chromosome mec” (SCCmec). O SCCmec também possui
o complexo génico ccr (ccrA e ccB ou ccrC) e a regiao J, que contém genes que
conferem resisténcia a drogas nao beta-lactamicas. Sao conhecidos cinco tipos de
SCCmec, os tipos |, Il e lll predominantes em infeccdes nosocomiais, enquanto os
tipos IV e V sdo, mais comumente, associados a infec¢cées adquiridas na
comunidade. Neste contexto, este estudo se propbs a realizar a caracterizacao
fenotipica e genotipica da resisténcia a meticilina de isolados de S. aureus e
fenotipica da resisténcia a vancomicina, bem como a determinagcado dos subtipos de
ccr associados. Para tanto, foram avaliadas 40 amostras de S. aureus obtidas no
Servico de Microbiologia do Laboratério de Analises Clinicas (LABIMED/Hospital de
Caridade Astrogildo de Azevedo — Santa Maria/RS). A concentragdo inibitéria
minima as drogas oxacilina e vancomicina foi determinada pelo método de diluicao
em agar. A deteccao de mecA e dos albtipos de ccr foi realizada através da reacao
em cadeia da polimerase (PCR). Todos os isolados testados foram considerados
resistentes a oxacilina. Nenhum dos isolados foi classificado como resistente a
vancomicina; no entanto, 25% (10/40) dos isolados apresentaram resisténcia
intermediaria a vancomicina. O gene mecA foi detectado em todos os isolados. O
ccrAB1 foi detectado em nove isolados (22,5%) e o ccrAB3 em 23 (57,5%). OQito
isolados foram caracterizados como nao ccrAB1 e nao ccrAB3. A proporgcéo de
alétipos ccrAB3, associado a SCCmec tipo lll, sugere que o clone epidémico
brasileiro (BEC) também possa estar presente nos hospitais do Estado do Rio
Grande do Sul (Brasil). Considerando que a caracterizacao do ccr nunca havia sido
relatada a partir de isolados desta regido do Brasil, este trabalho pode contribuir
para o estudo da dindmica do MRSA na América do Sul.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Infecgéo hospitalar. Antimicrobianos.



ABSTRACT

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are important agents of
nosocomial infection, to which considerable difficulty has been faced in order to
obtain efficient antimicrobials. Methicillin resistance is codified by the gene mecA,
which is located in a mobile genetic element named staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec). SCCmec also contains the ccr gene complex (ccrA
and ccrB or ccrC), and the region J, which contains the genes responsible by the
resistance against non beta-lactamic drugs. Five types of SCCmec have been
described, being types I, Il, and Ill the most common in nosocomial infections, while
types IV and V are, usually, associated to community-acquired infections. In this
sense, this study had the aim to characterize phenotypically and genotypically the
methicillin resistance and phenotypically the vancomycin resistance of S. aureus
isolates, as well as the associated ccr subtypes. Forty isolates from the “Servico de
Microbiologia do Laboratério de Analises Clinicas (LABIMED/Hospital de Caridade
Astrogildo de Azevedo — Santa Maria/RS)” were evaluated. The minimum inhibitory
concentrations to oxacillin and vancomycin were determined by agar dilution method.
The detection of mecA and the ccr alotypes were performed by polymerase chain
reaction (PCR). All isolates tested were considered resistant to oxacillin. No isolate
were considered resistant to vancomycin, but 25% (10/40) presented intermediary
resistance to vancomycin. The gene mecA was detected in all isolates. ccrAB1 was
detected in nine isolates (22.5%) and ccrAB3 in 23 (57.5%). Eight isolates were
characterized as non-ccrAB1 and non-ccrAB3. The proportion of ccrAB3, which is
associated to SCCmec type lll, suggests that the Brazilian epidemic clone (BEC)
may also be present in the hospitals of Rio Grande do Sul State (Brazil). Considering
that no ccr characterization was reported with in S. aureus isolates from this region of
Brazil, this study may significantly contribute to the understanding of the MRSA
dynamics in South America.

Key words: Staphylococcus aureus. Nosocomial infection. Antimicrobials.



LISTA DE FIGURAS

Figura1 - Elementos SCCmectipos |-V descritos em S. aureus....................... 16

Figuras do artigo cientifico

Figure 1 - Electrophoresis of amplification products from mecA gene (lanes 1
to 4) on 0.8% agarose gel stained with ethidium bromide and 100
bp molecular mass marker (Iane 5) ......ooooiiiiiiiiii e 27

Figure 2 - Detection of ccrAB1 and ccrAB3. A/Hindlll (lane 1), positive control
for ccrAB3 (lane 2), strains positive for ccrAB3 (lanes 3 to 5),
negative control for ccrAB3 reaction (lane 6), positive control for
ccrAB1 (lane 7), strains positive for ccrAB1 (lanes 8 to 10), and
negative control for ccrAB1 reaction (lane 11). ..., 27



LISTA DE TABELAS

Tabelas do artigo cientifico

Table 1 -
Table 2 -

Primers used to amplify mecA and ccr (ccrAB1 and ccrAB3) ...........

Genotyping and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the
Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus strains...........ccccceeee......



SUMARIO

TINTRODUGAOD ...ttt n et eeaeaees 11
2 REFERENCIAL TEORICO............oooeeeeeeeeee e s s en s 12
2.1 StaphyloCOCCUS QUIBUS ............cvouiiiiiiiiieiisiee s 12
2.2 VIRULENCIA......cccoiiiieee e 12
2.3 ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA. ... 13
2.4 MRSA E O Staphylococcal chromossome cassete MEC (SCCMEC,) ................. 15
B OBUETIVOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e ena 20
3.1 OBJETIVO GERAL ......ooviiiiii 20
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... 20

4 ARTIGO CIENTIFICO - Full Title: Partial Characterization of Ccr Element in
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Isolates from Southern Brazil....21

ABSTRACT .ot 22
INTRODUGTION ...ttt e s 23
MATERIALS AND METHODS ...t 23
RESULT S et e e s e e e et e e e e s 26
DISCUSSION ...ttt e s e e e e e e e e nn e e s ennneeea 28
REFERENGES ...t 30
5 CONSIDERAGOES FINAIS ............ooooeeeeeeeeeeeeee e en e 33
B CONCLUSOES ..ottt nn e 36

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oooooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 37



BEC
BORSA
CA-MRSA
CLSI
CIM
DNA
DNAse
EDTA
HA-MRSA
KCI
MRSA
MgC|2
Orf

PCR
PBP
PBP2a
PFGE
SCCmec
SES

Tris HCI
TSST-1
USA
VISA
VSSA
VRE
VRSA

LISTA DE ABREVIATURAS

Clone epidémico Brasileiro

Borderline Oxacillin Resistant Staphylococcus aureus

Community Associated Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
Clinical and Laboratory Standards Institute

Concentracgao Inibitéria Minima

Acido desoxirribonucléico

Desoxirribonuclease

Ethylenediamine tetraacetic acid (acido etilenodiamino tetra-acético)
Healthcare-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Cloreto de potassio

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina

Cloreto de magnésio

Open reading frame

Reacao da Cadeia pela Polimerase

Penicillin Binding Protein

Penicillin Binding Protein 2a

Eletroforese em campo elétrico pulsado

Staphylococcal Cassette Chromossome mec

Enterotoxinas estafilococécicas

Tris (hydroxymethyl) Amiomethane Hydrochloride

Sindrome do Choque To6xico

United States of America

Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina
Staphylococcus aureus sensivel a vancomicina.

Enterococcus resistente a vancomicina

Staphylococcus aureus resistente a vancomicina



11

1 INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus encontra-se entre os principais agentes de infeccao
hospitalar, para o qual ha grande dificuldade em se obter antimicrobianos ativos para
o seu controle 2.

A resisténcia a um grande numero de drogas antimicrobianas apresentada
por linhagens de S. aureus torna dificil o controle de infeccbes causadas por esse
microrganismo®. Os achados epidemiolégicos de Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (MRSA) vém sofrendo mudancas no decorrer dos anos *°. No Brasil e
em outros paises, as técnicas moleculares sdo importantes para a elucidacao
epidemioldgica da infeccdo Staphylococcus, especialmente por MRSA, as quais tém
sido adquiridas por carater endémico ao longo de varias décadas & "% 2.

O aumento crescente da freqiéncia desses microrganismos e a possibilidade
do aparecimento de amostras resistentes a vancomicina tornam importante a
investigacao epidemioldgica e controle da disseminacao deste patégeno. No Brasil,
apesar dos estudos descrevendo a disseminacdo de um clone predominante em
diversos hospitais e diferentes regides do pais, ainda ndo existe dados em relacéo
aos tipos de ccr na regido. A tipificacdo molecular desses isolados podem tornar
uma ferramenta essencial para uma melhor compreensao epidemiolégica desse

microrganismo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sao cocos Gram-positivos que
pertencem a familia Micrococcaceae ®, sendo composto de 35 espécies, entre as
quais, 17 subespécies podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas .
Sao anaerodbios facultativos, ndo apresentam motilidade, ndo formam esporos e
incluem-se entre os microrganismos produtores de catalase ' 3. Até a década de
80, o Staphylococcus aureus era considerado a Unica espécie coagulase positiva,
sendo o resultado do teste da coagulase definitivo para a identificacdo dessa
espécie. Posteriormente, foram isoladas, a partir de infeccées humanas e animais,
as espécies S. schleiferi '*, S. hyicus ' e S. intermedius '°, que também sdo
produtoras de coagulase. A diferenciacdo destes estafilococos baseia-se em outras
propriedades fisiolégicas e bioquimicas, como fermentacdo do manitol,
endonuclease termoestavel e teste da desoxirribonuclease, que sao provas
confirmatérias adicionais utilizadas para a caracterizagdo do patégeno '’. Comparati-
vamente, sdo microrganismos que se multiplicam sob condicées de alta pressao
osmdtica e pouca umidade, o0 que explica a sua sobrevivéncia nas secrecdes nasais
e napele’.

Em torno de 30 a 50% da populacdo humana é portadora desta bactéria,
sendo que o seu principal habitat € a membrana mucosa da nasofaringe. Neste local,
estas cepas podem persistir como membro transitdério ou persistente da microbiota

normal, sem causar nenhuma sintomatologia '®.
2.2 VIRULENCIA

Os S. aureus apresentam uma variedade de fatores de viruléncia que incluem
moléculas de adesdo e peptideoglicano . Alguns isolados de S. aureus produzem
capsula, que pode impedir a sua fagocitose pelos leucocitos polimorfonucleares,
auxiliando sua perpetuacdo em espécimes clinicos ?°. Estas bactérias também
produzem varias enzimas como coagulase, proteina A estafilocécica, desoxirribonu-
clease (DNAse), adesinas, fibrinolisinas, hialuronidases, hemolisinas e lipases, bem

como uma variedade de produtos extracelulares téxicos, como a toxina da sindrome
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do choque téxico (TSST-1) e as enterotoxinas estafilocécicas (SES) %2, A impor-
tdncia desses patdgenos reside na combinacdo da viruléncia mediada por suas

toxinas, seu carater invasivo e seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos 2.
2.3 ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA

O inicio do uso clinico dos antimicrobianos, nas décadas de 1940 a 1950,
trouxe para todo o mundo a equivocada ilusdo de que os antibidticos seriam
substancias capazes de controlar todas as doencas infecciosas até entéo
responsaveis por milhares de mortes ?*. Antes da descoberta dos antibiéticos, a
mortalidade por sepse por S. aureus alcangava mais de 80% dos individuos
infectados % e o antibiético capaz de controlar esse microrganismo foi a sulfonamida,
que, entretanto, foi usada sem muito sucesso nos casos de osteomielite causada por
S. aureus entre 1937 e 1942 %,

O advento do uso clinico das sulfonamidas, em 1933, e em seguida da
penicilina, em 1941, levou a constatagdo da ocorréncia de resisténcia aos agentes
antimicrobianos, podendo ser uma caracteristica natural das espécies, ou ser
adquirida por cepas individuais dentro de uma populacdo sensivel ?’. A aquisicdo de
resisténcia em S. aureus pode ocorrer por mutagdao de gene cromossémico e/ou por
transferéncia génica horizontal (transducéao, transformacdo ou, mais comumente,
conjugacéo) ?. No caso de resisténcia adquirida, genes exégenos de resisténcia a
drogas antimicrobianas sdo encontrados em alguns elementos genéticos moveis
(plasmideos, sequéncias de insercao/transposons e ilhas gendémicas) de bactérias
resistentes #°.

A partir de 1942, a penicilina passou a ser utilizada para o tratamento de
infeccdes em seres humanos e, rapidamente, reduziu a mortalidade por sepse de
80% para 35% %, tendo sido um dos primeiros antibiéticos a ter sucesso no trata-
mento das infeccbes causadas por este microrganismo. O mecanismo de acao da
penicilina se deve a ligacao desse farmaco a proteina de ligacdo a penicilina (PBP —
Penicilin Binding Protein), as quais atuam nas etapas finais da formagédo da parede
celular das bactérias. Essas proteinas promovem a formagdo das pontes
transversais de pentaglicinas do peptideoglicano, através da ligacao da D-alanina de
uma cadeia peptidica com a L-lisina da cadeia subseqliente. O S. aureus produz
quatro tipos de PBPs (PBP1, PBP2, PBP3, PBP4) 3'- %
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As penicilinas sdo antibidticos beta-lactdmicos e um dos mecanismos de
resisténcia a estas drogas € mediado por um plasmideo, o qual codifica uma beta-
. lactamase capaz de hidrolisar o anel beta-lactamico destas drogas ** ®'. A introdu-
cao da benzilpenicilina, em 1944, foi acompanhada pelo aparecimento de cepas de
estafilococos produtoras de B-lactamase, com freqiiéncia de 5% em 1946, passando
para 50% em 1950 **. Com o objetivo de minimizar o problema causado pelo
aumento da prevaléncia de S. aureus produtores dessas enzimas *°, em 1959, foi
produzida a primeira penicilina semi-sintética resistente as B-lactamases (meticilina),
que possui radicais quimicos que as protegem da acédo das B-lactamases ¢ *'.

Um dos marcos na terapia anti-estafilocdcica foi o surgimento de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) *°, e 25 a 30 anos depois,
25% das linhagens hospitalares eram resistentes a esta droga *” 8. Algum tempo
depois do surgimento das isoxazolipenicilinas (oxacilina, dicloxaclina, cloxacilina e
flucloxaclina), que séo estaveis em pH &cido e apresentam alta capacidade de
ligacdo as proteinas plasmaticas (80%), a meticilina deixou de ser comercializada
em muitos locais, inclusive no Brasil **“°. Apesar da oxacilina ser usada no Brasil, e
nao a meticilina, continua sendo empregada a expressao “meticilina resistente” ou a
sigla MRSA (do inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) para designar as
linhagens de S. aureus que nao respondem ao tratamento com meticilina e, por
extensdo, as demais isoxazolipenicilinas >°.

Atualmente, quase a totalidade dos estafilococos sdo produtores de p-
lactamases *'* 1% “2, A taxa de resisténcia & meticilina dos S. aureus varia considera-
velmente de um pais para outro. Nos Estados Unidos houve um aumento de MRSA
de 4% em 1980 para 50% no final da década de 90 *®, enquanto no Norte da Europa,
a prevaléncia fica abaixo de 5% **.

Algumas linhagens de S. aureus apresentam baixos niveis de suscetibilidade
as penicilinas resistentes a penicilinases, caracterizadas por apresentar uma
concentragao inibitéria minima (CIM) de oxacilina de 2 a 4 ug/mL *°. Estas linhagens
também s&o denominadas como BORSA (Borderline Oxacillin Resistant
Staphylococcus aureus). Mecanismos bastante diferentes foram descritos para
elucidar esse feno6tipo, sendo primeiramente explicado pela hiperproducao de beta-
lactamases, uma vez que as linhagens que apresentavam essa baixa sensibilidade
tornaram-se sensiveis a penicilinas resistentes a penicilinases na presenca de

46, 47

inibidores de beta-lactamases . Porém, este fendtipo ndo pode ser atribuido
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somente a hiperproducao de beta-lactamase, pois linhagens transformadas com um
plasmideo contendo o gene para beta-lactamase de uma linhagem borderline
hiperprodutora desta enzima permaneceram sensiveis & meticilina e & oxacilina *® *°.
Além disso, Massidda et al.*® e Gal et al.® sugeriram que as linhagens que
apresentaram o fenétipo borderline possuiam uma meticilinase ligada a membrana,
o que foi caracterizado, posteriormente, por Keseri et al. *2.

Além das penicilinas resistentes as beta-lactamases, os glicopeptideos
constituem uma alternativa para o tratamento das infeccées estafilococicas. Os
glicopeptideos, como a vancomicina e a teicoplanina, inibem a sintese de
peptideoglicano ligando-se a porcao terminal D-alanina-D-alanina do pentapeptideo,
impedindo que ocorram as reacdes de transpeptidacao e transglicosilacao, e sao as
drogas de escolha para o tratamento de infeccdes causadas por MRSA %3 >4,

O surgimento da resisténcia aos glicopeptideos entre os S. aureus se tornou
uma preocupagdo constante > %%’ O CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) estabeleceu como sensivel (VSSA), intermediario (VISA) e resistente
(VRSA) aqueles estafilococos cujo crescimento é inibido por concentragdes de
vancomicina <2 ug/mL, 4 — 8 ug/mL e =16 pg/mL, respectivamente *2. Linhagens de
VISA foram observadas pela primeira vez no Japao em 1996 *° e, posteriormente,
houve relatos de VISA nos Estados Unidos %% ¢' %2 Sugere-se que o mecanismo de
resisténcia que resulta nas CIMs intermediarias seja derivado de aumento da
espessura da parede celular ®®. Mais recentemente, linhagens VRSA foram isoladas
de trés pacientes nos Estados Unidos ¢ . O fenétipo VRSA é conferido através
de um transposon que contém o gene vanA, além de outros genes associados ao
VRE (Vancomycin Resistant Enterococcus)®’. O gene vanA codifica uma ligase de
D-alanina-D-lactato, que catalisa a sintese de precursores de peptideoglicano com
baixa afinidade por glicopeptideos .

2.4 MRSA E O Staphylococcal Chromossome Cassete MEC (SCCMEC)

Os MRSA séo resistentes a todas as drogas beta-lactamicas, pois expressam
uma PBP de baixa afinidade a estes antibi6ticos, denominada PBP2a ou 2’ ¢°.

A resisténcia a meticilina é determinada pela aquisicdo de um cassete
estafilocécico cromossomal-mec (staphylococcal chromossome cassete mec —

SSCmec), um elemento genético mével de 20-60 kb (Figura 1) 7417172,
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Figura 1- Elementos SCCmec tipos |-V descritos em S. aureus.
Fonte: Hanssen e Sollid *°.

O SCCmec é uma ilha genémica que esta inserida na porcao final 3' de uma
regido de fase aberta de leitura (orf, open reading frame) de funcédo desconhecida,
denominada orfX, que esta localizada préxima a origem de replicacdo de S. aureus.
Desde o descobrimento do primeiro elemento SCCmec ", véarios tipos de elementos
foram identificados através de sequénciamento de nucleotideos. O elemento
SCCmec é composto por dois componentes genéticos essenciais, o complexo
génico mec e o complexo génico ccr. O complexo génico mec é composto pelos
seguintes elementos estruturais:

a) 1S431 e IS1272: seqliéncias de insercao responsaveis pela codificacdo de genes
adicionais determinantes de resisténcia .

b) mecR1 e mecl: genes reguladores da expressdo de PBP2a que codificam um
receptor de membrana (mecRlI) e um gene repressor (mecl) ™.

c) mecA: gene que codifica a resisténcia a beta-lactamicos através da expresséo da
PBP2a >,

Quatro classes do complexo mec foram identificadas de acordo com os

agrupamentos estruturais (Figura 1) ®:

— Classe A: 1S431-mecA-mecR1-mecl;

— Classe B: 1S431-mecA-mecR1-1S1272;
— Classe C: 1S431-mecA-mecR1- 1S431;
— Classe D: 1S431-mecA-mecR1.
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A regulacao da expressao do gene mecA e a quantidade de PBP2a produzida
dependem de ao menos dois genes reguladores agindo ao nivel da transcricéao,
mecl e mecR1 7 %> 78 O gene mecl codifica a proteina Mecl, que se liga ao
promotor do gene mecA reprimindo a sua transcricdo. O gene mecR1 codifica a
proteina transdutora de sinal MecR1. Quando o S. aureus é exposto a drogas beta-
lactamicas, o dominio C-terminal da proteina MecR1 sofre uma acilagdo em uma
serina. Essa modificacdo na proteina leva a uma mudanca conformacional, que esta,
provavelmente, envolvida na transducdo de sinal através da membrana ° %°. O
dominio citoplasméatico sofre uma autoclivagem, que se acredita ativar o dominio
protease para a hidrolise da proteina repressora Mecl, levando ao término da
repressao da transcricdo de mecA 8" 87,

O complexo génico ccr contém os genes ccrA e ccB (genes ccrA e ccB
aparecem juntos) ou ccrC, que codificam as recombinases A, B e C da familia
invertase/resolvase, que sdo responsaveis pela motilidade do SCCmec * 4! 7683,
Quatro al6tipos de ccrAB foram identificados (ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3 e ccrAB4) e,
recentemente, foi relatado um novo complexo génico ccr, que contém somente o
gene ccrC ’°.

O restante do DNA presente no SCCmec é designado como regiao J (J de
junkyard, em inglés), que contém varios genes e/ou pseudogenes, incluindo genes
que codificam resisténcia para antibiéticos ndo beta-lactimicos e metais pesados,
alguns dos quais sdo oriundos de plasmideos ou transposons 284,

O SSCmec é classificado em cinco tipos diferentes que variam de acordo com
as combinacgdes de diferentes classes do complexo génico mec e do al6tipo de ccr,
como segue abaixo e esquematizado na Figura 1 47672
— Tipo I: classe B (IS1272 - AmecR1-mecA - I1S431) e ccrAB1;

— Tipo Il: classe A (mecl - mecR1 - mecA- I1S431) e ccrAB2;
— Tipo lll: classe A e ccrAB3;

— Tipo IV: classe B e ccrAB2, e

— Tipo V: classe C2 (1S431 - AmecR1-mecA - 1S431) e ccrC.

O tipo | (34Kb) ndo apresenta genes de resisténcia a antimicrobianos em sua
regiao J, enquanto o tipo Il (52Kb) apresenta uma copia integrada do plasmideo
pUB110, que codifica resisténcia para tobramicina e bleomicina. O tipo Il (66Kb)
apresenta uma cépia integrada do plasmideo pT181 e do transposon Tn554, que

codificam resisténcia para tetraciclina e mercurio, eritromicina e espectinomicina,
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respectivamente *'. O SCCmec tipo llla difere do SCCmec tipo Il pela auséncia do
pT181 e seus elementos 1S431. O SSCmec tipo lllb ndo apresenta as cépias
integradas de Tn554, pT181 e do operon mer com suas seqUéncias de insercao
associadas ®°. O tipo IV é subdividido em IVa, IVb, IVc e IVd devido a diferencas na
regido J 22887 Alguns tipos de SCCmec estruturalmente relacionados ao tipo 1V
apresentam o alétipo ccrAB4 . Boyle-Vavra et al. ® descreveram um novo subtipo
para o SCCmec tipo V designado como SCCmec V1, contendo uma nova variante de
cerC (ccrC2). Os mesmos autores detectaram um novo SCCmec que contém todas
as caracteristicas do SCCmec IV e também o ccrC.

As infec¢des causadas por MRSA eram exclusivamente documentadas em
hospitais. Entretanto, nos ultimos anos, as infeccées causadas por MRSA oriundos
da comunidade, conhecidos como CA-MRSA, tém sido documentadas de modo

crescente em individuos saudaveis % 9

. No Uruguai, por exemplo, os primeiros
casos foram identificados em 2002 e o Ministério de Saude Publica reportou, entre
janeiro e outubro de 2004, 3.836 novos casos de infeccdes por CA-MRSA %,
Diferentemente dos MRSA oriundos de ambiente hospitalar, conhecidos como HA-
MRSA, que é multiresistente, CA-MRSA é sensivel a maioria de classes de
antimicrobianos, exceto a beta-lactamicos .

Os CA-MRSA tém sido descritos predominantemente como portadores do
alétipo SCCmec tipo IV e V, enquanto os HA-MRSA sao mais comumente
portadores dos al6tipos SCCmec tipo |, Il e lll. Os alétipos SCCmec tipo IV séo
subdivididos, atualmente em [Va, IVb, IVc e Ivd % 4" 2 7. 8 FE nrovavel que a
origem do SCCmec IV em S. aureus tenha surgido a partir de S. epidermidis
coagulase negativa **. Além disso, os tipos IV e V possuem resisténcia predominan-
temente aos antibidticos beta-lactamicos, ndo apresentando genes de resisténcia a
antimicrobianos na regido J 2% °.

Com o auxilio de técnicas moleculares, foi verificada a existéncia de cinco
clones de MRSA disseminados internacionalmente, designados como ibérico,
brasileiro, hiingaro, Nova lorque/japonés e pediatrico 8. No Brasil, o clone epidémico
brasileiro (BEC) de MRSA, que apresenta o SCCmec llla, foi relatado primeiramente
em 1992 % e é encontrado de Norte a Sul % %% |solados deste mesmo clone tém
sido também detectados em outros paises, incluindo Argentina, Uruguai, Paraguai,

Chile, Portugal, Italia e RepUblica Tcheca % 190: 101, 102,103, 12
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O clone ibérico foi relatado pela primeira vez em 1989 na Espanha e,
posteriormente, em Portugal, Reino Unido, Alemanha, Bélgica, Suica, Franca,
Republica Tcheca, Poldnia e Estados Unidos . O clone pediatrico foi inicialmente
relatado em Portugal, em 1992, e, posteriormente, na Polonia ', Estados Unidos "%,
Argentina *° e Colémbia '’ e Brasil '®®. Trindade et al. % demonstraram que 85%
das cepas de MRSA isoladas de sangue de pacientes atendidos em um hospital de
Sao Paulo apresentaram o SCCmec tipo llla, tendo sido também encontrados
isolados de SCCmec tipo IV.

A correta identificacdo de cepas MRSA é de extrema importancia para o
tratamento do paciente, para uma correta vigilancia epidemiolégica e para o controle
das infecgdes causadas por este patdgeno ®°. As técnicas classicas para diferencia-
cao de linhagens bacterianas (sorotipagem, biotipagem, antibiograma e fagotipagem)
sado baseadas na caracterizagdo dos produtos de expressao génica bacteriana. Tais
sistemas sao limitados pela capacidade da bactéria alterar a expressao dos produtos
em funcdo das condicdes de crescimento (temperatura, composicdo do meio de
cultura e inéculo), fase de crescimento e mutagdes espontaneas . Os testes para
deteccao do gene mecA ou da proteina PBP2a sdo os métodos mais acurados para
determinar resisténcia & oxacilina ®. Desta forma, os isolados ndo portadores de
mecA ou que nao produzem PBP2a devem ser reportados como sensiveis a
oxacilina, se a CIM para oxacilina for igual ou menor que 2 ug/mL (CCLS, 2006).

A deteccdo fenotipica da resisténcia de S. aureus a meticilina pode
apresentar algumas limitagdes, devido a expressao irregular do gene mecA. Um
método de escolha para a tipificacao dos isolados microbianos, citado por Pfaller et
al. " ¢ a eletroforese em campo elétrico pulsado (PFGE) por proporcionar boa
reprodutibilidade. Porém, a deteccdo do gene mecA pela técnica de PCR é
atualmente considerada padrdo ouro para linhagens de MRSA ''".

A utilizacdo de técnicas moleculares é importante ndo s6 para a deteccao do
gene mecA, mas também para a analise epidemiolégica de linhagens isoladas ao
longo de um periodo em um determinado local. Anédlises moleculares de linhagens
resistentes a oxacilina de diversas partes do mundo sugerem que houve

disseminagao destas linhagens a partir de poucos clones iniciais '*2.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacao fenotipica e genotipica da resisténcia a meticilina
de isolados de S. aureus e fenotipica da resisténcia a vancomicina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a concentragdo inibitéria minima das drogas antimicrobianas
meticilina e vancomicina em isolados de S. aureus;
2. Detectar o0 gene mecA e os subtipos do gene ccrAB1 e ccrAB3 através da

Reacédo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em isolados de MRSA.
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TITLE: Partial Characterization of ccr Element in Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus isolates from Southern Brazil

ABSTRACT

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are important agents of
nosocomial infection, to which considerable difficulty has been faced in order to
obtain efficient antimicrobials. Methicillin resistance is codified by the gene mecA,
which is located in a mobile genetic element named staphylococcal cassete
chromosome mec (SCCmec). SCCmec also contains the ccr gene complex (ccrA
and ccrB or ccrC), and the region J, which contains the genes responsible by the
resistance against non beta-lactamic drugs. Five types of SCCmec have been
described, being types |, II, and Ill the most common in nosocomial infections, while
types IV and V are, usually, associated to community-acquired infections. In this
sense, this study had the aim to characterize phenotypically and genotypically the
methicillin resistance and phenotypically the vancomycin resistance of S. aureus
isolates, as well as the associated ccr subtypes. Forty isolates from the “Servico de
Microbiologia do Laboratério de Analises Clinicas (LABIMED/Hospital de Caridade
Astrogildo de Azevedo — Santa Maria/RS)” were evaluated. The minimum inhibitory
concentrations to oxacillin and vancomycin were determined by agar dilution method.
The detection of mecA and the ccr alotypes were performed by polymerase chain
reaction (PCR). All isolates tested were considered resistant to oxacillin. No isolate
were considered resistant to vancomycin, but 25% (10/40) presented intermediary
resistance to vancomycin. The gene mecA was detected in all isolates. ccrAB1 was
detected in nine isolates (22.5%) and ccrAB3 in 23 (57.5%). Eight isolates were
characterized as non-ccrAB1 and non-ccrAB3. The proportion of ccrAB3, which is
associated to SCCmec type lll, suggests that the Brazilian epidemic clone (BEC)
may also be present in the hospitals of Rio Grande do Sul State (Brazil). Considering
that no ccr characterization was reported with in S. aureus isolates from this region of
Brazil, this study may significantly contribute to the understanding of the MRSA
dynamics in South America.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is an important human pathogen that causes a wide
variety of community-and healthcare-associated infections (1). The first report of
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) was from the UK in 1961 (2), soon after the
introduction of methicillin as a therapeutic agent in medical practice. Methicillin
resistance in S. aureus is facilitated by the acquisition of the staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec), which integrates site specifically into the
staphylococcal genome and carries the mecA gene, encoding an altered penicillin-
binding protein (PBP2a) that is responsible for this resistance (3,4,5,6). The precise
excision and site as well as orientation-specific integration of this element depend on
the action of cassette chromosome recombinase genes (ccr's) located within the
element (5). The ccr complex consists of the ccr genes, ccrA and ccrB, in
combination (ccrAB) in SCCmec |-V, or ccrC alone in SCCmec V (7,8). Their key
roles in resistance and mobility make the mecA gene complex and ccrAB genes ideal
targets for SCCmec typing strategies. The mecA gene itself is highly conserved
among different lineages, even among methicillin-resistant strains of other
staphylococcal species (9,10,11). SCCmec may be classified into four major types by
combining the class of the mec gene complex with the ccrAB alotype: type |, class B
and ccrAB1; type I, class A and ccrAB2; type lll, class A and ccrAB3; and type 1V,
class B and ccrAB2 (9,12) Some sporadic SCCmec types structurally related to type
IV are characterized by ccrAB4 alotype (8, 9,13).

The purpose of the present study was the characterization of MRSA isolates,
including the determination of minimum inhibitory concentration for oxacillin and

vancomycin, and detection of mecA gene and ccr alotypes by PCR.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains

The study was carried out using 40 clinical Staphylococcus aureus strains
isolated in the Service of Microbiology from the Laboratory Hospital Astrogildo de
Azevedo — Santa Maria - RS/Brazil over the period August 2005 to August 2006.
Antimicrobial resistance was previously determined according to the guidelines of the
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (14) for the disk diffusion
technique. S. aureus ATCC 29213 and S. aureus ATCC 43300 were used as a
reference strain for antibiotic disk control. Strains were kept at -20°C in trypticase soy
broth (TSB-Oxoid) with 20% glycerol and were re- inoculated in TSB and incubated
for 18—24 h at 37°C prior to PCR and MIC test.

Antimicrobial Susceptibility Testing

Minimum inhibitory concentrations (MICs) for oxacillin and vancomycin were
determined by the agar dilution method according to Clinical Laboratory and
Standards Institute (CLSI) methods (14). Briefly, plates were inoculated with 10* cfu
and then incubated at 35 °C for 16 to 20 h. The isolate was considered sensitive to
oxacillin with MIC < 2 pg/mL and resistant with MIC = 4 ug/mL. For vancomycin,
isolates were considered sensitive with MIC < 2 pg/mL and resistant with MIC = 16
pug/mL (VRSA).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Oligonucleotide Primers

The presence of mecA was tested using primers described by Murackami et al
(15). The characterization of ccr complex was performed with three sets of primers
pairs previously described by Ito et al (9). These primers amplify fragments of ccrAB1
(B2a1) and ccrAB3 (B2a3) (Table 1).

Table 1
Primers used to amplify mecA and ccr (ccrAB1 and ccrAB3)
Target genes  Primer sequence (5 — 3') Amplification product (bp)
mecA 5" AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC & 533
5" AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC &
ccrAB1 5ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 3
B2 5 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 700
al(a2) 3
ccrAB3 5ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 3 1600
B2 5 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 3’

o3(04)
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DNA Extraction

A 1 mL aliquot of pure cultures grown in TSB was centrifuged at 12000 g for 5
min. Cells were washed twice in 1 mL of 1 M NaCl and pelleted by centrifugation at
12000 g for 3 min. Cells were resuspended in 100 uL of TE (10 mM Tris HCI pH 8.0,
1 mM EDTA). Total DNA was prepared according to the method of Rademaker and
de Bruijn (15). Briefly, bacterial cells were lysed with 500 pL of 5 M guanidine
thiocyanate, 0.03 M N-lauryl sarkosine, 0.1 M EDTA, for 5 min at 4°C. After, 250 uL
cold 7.5 M ammonium acetate were added, tubes were gently shaked and incubated
for 5 min at 4°C. An aliquot of 500 pL of chloroform/isoamyl-alcohol (24:1) was added
and the mixture was vortexed vigorously. After centrifugation at 12000 g for 10 min,
the DNA-containing pellet was further washed with isopropyl alcohol, homogenized
until a white cloud of precipitated DNA became visible and incubated at -20°C
overnight. The DNA was centrifuged at 12000 g for 10 min, following which the
supernatant was removed and the pellet washed with 150 pL of etanol 70%. The
DNA pellet was ressuspended in 100 uL the TE and incubated overnight at 4°C. After
this period, the samples of DNA were stored - 20°C. The DNA was analyzed in gel of
agarose (0.6%) containing 0.5 pg/mL ethidium bromide and visualized under

ultraviolet radiation.

DNA Amplification

PCR reactions used BMB 9393 and US 100 strains as positive controls for
ccrAB3 and ccrAB1, respectively. Negative control reactions that contained every
component except the target DNA were included in each experimental set. PCR
amplifications for detection of mecA were performed in a final volume of 25 puL
containing 1 uL of DNA template, 2.5 mM MgCl,, 10 mM Tris HCI (pH 8.0), 50 mM
KClI, 1 mM of each nucleotide (Amerscham), 20 pmol of each primer (Integrated DNA
Technologies, Inc.) and 0.2U of Tag DNA polymerase PHT (Photoneutria
Biotecnologia e Servicos).

PCR for mecA consisted of initial denaturation at 94°C for 5 min, followed by
40 cycles of denaturation at 94°C for 45 s, annealing at 54°C for 45 s and extension
at 72°C for 1 min, with a final extension at 72°C for 10 min. For ccrAB1 and ccrAB3

were used 35 cycles in the same conditions used to mecA except for the 52°C and
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49°C annealing temperature, respectively. Amplification products were analyzed by

electrophoreses on 0.8% agarose gels containing 5 pug/mL ethidium bromide.

RESULTS

All S. aureus strains tested were considered resistant to oxacillin. None of the
strains was resistant to vancomycin, however, 25% (10/40) of strains showed
intermediate resistance to vancomycin (VISA - MIC = 4 ug/mL) (Table 2).

Table 2
Genotypes and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the Meticillin-
Resistant Staphylococcus aureus strains

MIC
Strain  Oxacillin  Vancomicin mecA Ccr Strain origin
2 R’ s° + ccrAB3 HA-MRSA®
3 R S + ccrAB3 HA-MRSA
5 R S + ccrAB3 CA-MRSA*
6 R S + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 CA-MRSA
7 R S + ccrAB1 HA-MRSA
9 R 1° + ccrAB3 HA-MRSA
10 R S + ccrAB3 HA-MRSA
12 R S + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 HA-MRSA
13 R I + ccrAB3 HA-MRSA
14 R S + ccrAB1 HA-MRSA
16 R S + ccrAB3 HA-MRSA
17 R S + ccrAB3 HA-MRSA
21 R S + ccrAB1 HA-MRSA
23 R I + ccrAB3 CA-MRSA
24 R S + ccrAB1 HA-MRSA
25 R I + ccrAB3 HA-MRSA
26 R S + ccrAB3 HA-MRSA
27 R S + ccrAB1 HA-MRSA
30 R S + ccrAB1 CA-MRSA
31 R | + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 CA-MRSA
33 R I + ccrAB3 HA-MRSA
34 R S + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 CA-MRSA
34A R S + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 CA-MRSA
35 R S + ccrAB3 HA-MRSA
38 R S + ccrAB3 HA-MRSA
39 R | + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 HA-MRSA
40 R S + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 HA-MRSA
42 R S + ccrAB3 HA-MRSA
43 R S + ccrAB3 HA-MRSA
44 R S + non-ccrAB1 and non-ccrAB3 CA-MRSA
47 R S + ccrAB1 HA-MRSA
48 R I + ccrAB3 HA-MRSA
49 R S + ccrAB3 HA-MRSA
50 R I + ccrAB1 HA-MRSA
53 R I + ccrAB3 CA-MRSA
54 R S + ccrAB1 CA-MRSA
56 R S + ccrAB3 HA-MRSA
57 R S + ccrAB3 HA-MRSA
58 R S + ccrAB3 HA-MRSA
60 R S + ccrAB3 HA-MRSA

'R = resistant; °S = sensitive; "HA-MRSA = Healthcare-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus*; CA-MRSA = Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus; °| = intermediate.
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The mecA gene was detected in all strains (Figure 1 and Table 2). The ccrAB1
was detected in nine isolates (22.5%) and ccrAB3 in 23 (57.5%). Eight isolates were

characterized as non-ccrAB1 and non-ccrAB3 (Figure 2 and Table 2).

533 pb

Figure 1: Electrophoresis of amplification products from mecA gene on 0.8% agarose
gel stained with ethidium bromide (lanes 1 to 4) and 100 bp molecular mass marker
(lane 5).

Figure 2: Detection of ccrAB1 and ccrAB3. A/Hindlll (lane 1), positive control for
ccrAB3 (lane 2), strains positive for ccrAB3 (lanes 3 to 5), negative control for ccrAB3
reaction (lane 6), positive control for ccrAB1 (lane 7), strains positive for ccrAB1
(lanes 8 to 10), and negative control for ccrAB1 reaction (lane 11).
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Among the 10 isolates classified phenotypically as VISA, seven showed to be
positive for ccrAB3 and one positive for ccrAB1, while the remaining two do not show
either ccr subtypes (Table 2).

Among the putative CA-MRSA isolates, 50% (5) were genotyped as ccrAB1 (1)
or ccrAB3 (3), while 20 (67%) of putative HA-MRSA were positive for ccrAB3 and
seven (23%) were positive for ccrAB1, the remaining three do not show either ccr

subtypes (Table 2).

DISCUSSION

The characterization of S. aureus isolates concerning the antimicrobial
resistance and associated genetic profiles is a fundamental tool in epidemiologic
analyses and surveillance, especially in relation to nosocomial infections. In this
sense, the present manuscript presents the first analysis of Brazilian isolates from the
Central region of Rio Grande do Sul State.

Full characterization of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
requires definition of not only the bacterial genetic background but also the structure
of the complex and heterologous mec element that these bacteria carry, which is
associated with the drug resistance determinant mecA (8).

The detection of methicillin resistance within S. aureus isolates or strains is
normally determined by tests that evaluate the expression of this character. However,
phenotypic expression of methicillin resistance is usually heterogeneous, being
influenced by culture conditions such as temperature, medium pH, and NaCl content
in the medium (17). In this study, the resistance to oxacillin observed phenotypically
by the minimum inhibitory concentration test was confirmed by detection of mecA
gene in all strains analyzed.

The growing number of MRSA strains has left few alternatives for the
treatment of infections caused by these pathogens. One of the drugs of choice has
been vancomycin. However, cases of reduced susceptibility and resistance to this
drug have already been reported (18). The first VISA strain was reported at USA in
1997 (19), and many additional VISA strains has been isolated worldwide ever since.
Among the isolates analyzed in this study, 25% showed a VISA phenotype, but none
VRSA strain was detected. The importance of vancomycin resistance determination
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relies especially in the fact that treatment failure has been described against VISA
isolates from hospitalized patients receiving vancomycin (20, 21).

The heterogeneous MRSA profiles found in Brazilian isolates strengthens the
dynamic genetic populational structure of this pathogen and the importance of
methods of molecular typing in order to uncover the relations between nosocomial
and community-related isolates (22).

The presence of ccrAB3 alotype is indicative of a SCCmec type lll isolate, as
well as ccrAB1 indicates a SCCmec type | (9). So, 57.5% of the isolates analyzed
can be associated to SCCmec type lll (positive for ccrAB3), and 22.5% can be
associated to SCCmec type | (positive for ccrAB1). The MRSA Brazilian epidemic
clone (BEC) presents SCCmec IlIA, and, according to the literature, it is spread from
north to southern Brazil, what is corroborated by the results from this analysis, as it
also showed the predominance of this type of SCCmec, suggesting that BEC may
also be highly disseminated in the hospitals of Rio Grande do Sul State (Brazilian
southernmost State).

Among the nosocomial isolates, 67% belong to SCCmec type Ill. This
predominance was expected, but it is lower than the results described by Vivoni et al.
(23), which analyzed HA-MRSA strains isolated from patients at a public University
Hospital at Rio de Janeiro, Brazil, and showed that 94% of isolates were SCCmec
type lll. In Germany, a HA-MRSA investigation showed that the prevalence of
SCCmec type Il dropped from 96% within the 1984-1988 intercourse to 8% within
1989-1993. On the other hand, SCCmec type | prevalence raised from 4% within
1984-1988 to 97% within 1989-1993, but then diminished to 62% within 1994-1998
(23). The data shown in this study allows, therefore, the speculation that a similar
variation in subtype SCCmec prevalence may be occurring in the hospital analyzed.
An alternative explanation would be that BEC, or at least SCCmec type lll MRSA, is
not as prevalent as in other Brazilian hospitals of different regions, considering that a
ccr characterization was never performed in hospitals of this region of Brazil (24).

Many articles describe the predominance of SCCmec type IV (ccrAB2 or
ccrAB4) among the CA-MRSA isolates (25, 26, 27, 28). Conversely, this study
showed that 50% of CA-MRSA strains belong to SCCmec types | or Ill, what is in
agreement to another Brazilian analysis, which showed that all MRSA isolated from
children obtained within the first six hours of entering the hospital, belong to SCCmec
type Il (29).
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The characteristics of MRSA from this Brazilian region may represent a new

epidemiologic clue to the dynamics of antimicrobial resistance in South America.

Further analyses and a wider comparison to MRSA from nearby countries would

greatly help in the understanding and surveillance in the S. aureus prevalence as a

health problem.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (MRSA) tém causado
infeccdes hospitalares desde 1961 %°. No Brasil, o S. aureus é o microrganismo mais
freqientemente isolado de infeccdes nosocomiais, € a prevaléncia do isolamento de
MRSA varia de 40 a 80% na maioria dos hospitais brasileiros '* 1'% 1'° A analise de
isolados de MRSA, geralmente, exige ndo s6 a caracterizacao fenotipica, mas
também genotipica do cassete SCCmec %°. Dentro do SSCmec estdo presentes o
complexo génico mec, que confere resisténcia a meticilina e o complexo génico ccr,
provavel responsavel pela mobilidade do cassete e para o qual estdo descritos seis
alétipos ®°. Neste contexto, o presente estudo constitui-se no primeiro envolvendo o
complexo génico ccr entre isolados de S. aureus na regiao Central do Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil.

Entre os isolados testados, foi observada fenotipicamente a resisténcia a
oxacilina em todas as amostras, sendo esta confirmada genotipicamente pela
deteccdo do gene mecA. Por outro lado, nenhuma linhagem VRSA foi detectada,
porém 25% dos isolados apresentaram resisténcia intermediaria a vancomicina. O
percentual de isolados que apresentaram resisténcia intermediaria a vancomicina €
bastante superior ao descrito em outros trabalhos realizados no Brasil. Bernardes et
al. '® ao analisarem 104 isolados de estafilococos coagulase-positivas provenientes
de trés diferentes Hospitais do municipio de Sao José dos Campos, encontraram
que 63,46% dos isolados foram resistentes a oxacilina, porém todos foram sensiveis
a vancomicina. O fenétipo VISA também nao foi detectado por Perez & D’Azevedo

"7 e Spiandorello et al. %

ao analisarem isolados de MRSA provenientes de
pacientes internados em trés hospitais da cidade de Porto Alegre e em um hospital
de Caxias do Sul, respectivamente. A resisténcia a vancomicina € preocupante, pois
€ a droga de escolha para o tratamento de infec¢cdes causadas por MRSA, sendo
que falhas no tratamento devido a resisténcia a esta droga ja tém sido descritas %
118.

Os subtipos de SCCmec e a sua correlacdo com multiresisténcia
antimicriobiana, além do padrdo de distribuicdo dos isolados como causa potencial
de infecgdo, tornam a sua deteccao e diferenciacdo uma ferramenta de analise
epidemioldgica importante para MRSA. Portanto, especificamente as variagdes no

complexo génico ccr, que esta possivelmente relacionado com a variacado genémica
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presente entre 0s subtipos, possam ser funcionalmente determinantes para
caracteristicas especificas encontradas em isolados MRSA.

A presenca do alétipo ccrAB3 em MRSA ¢ indicativo de SCCmec tipo Il e do
ccrAB1 indica SCCmec tipo | *', o que sugere que 57,5% dos isolados analisados
neste estudo tipados como ccrAB3 pertencem ao SCCmec tipo I, enquanto 22,5%
foram associados ao SCCmec tipo | (positivo para ccrAB1). O clone epidémico
brasileiro (BEC) de MRSA, que apresenta SCCmec IlIA, é encontrado de Norte a Sul
do Brasil, corroborando os achados deste estudo, onde a maior parte dos genes
tipados foram do alétipo do ccrAB3 °. Os resultados obtidos neste estudo também
estdo de acordo com aqueles encontrados por Perez & D’Azevedo ', que tiparam
nove isolados de MRSA provenientes de sangue de pacientes internados em trés
hospitais de Porto Alegre e encontraram oito pertencendo ao SCCmec tipo Ill. A
possivel presenca do BEC descrita nestes trabalhos talvez possa indicar que ele
também esteja altamente disseminado nos hospitais do Estado do Rio Grande do
Sul. Embora a maioria dos isolados analisados neste estudo pertenceram ao
SCCmec tipo lll, o percentual obtido é bastante inferior quando comparado aos
dados descritos para outras regides do Brasil. Trindade et al. '® demonstraram que
85% dos MRSA isolados de sangue de pacientes atendidos em um hospital de Sao
Paulo apresentaram o SCCmec tipo llla. Resultados semelhantes foram descritos

por Vivoni et al. '"°

, que analisaram MRSA oriundos de ambiente hospitalar (HA-
MRSA) isolados de pacientes de um hospital universitario publico no Rio de Janeiro,
Brasil, revelando que 94% dos isolados foram SCCmec tipo lll.

Isolados do BEC tém sido também detectados em outros paises, incluindo
Argentina, Uruguai, Paraguai, Chile, Portugal, Itdlia e RepuUplica Tcheca '2
Chongtrakool et al. '® analisaram 615 isolados de MRSA de 11 paises asiaticos e
observaram que 370 (60,6%) pertenceram ao tipo SCCmec IlIA. No entanto, na
Alemanha, um estudo com HA-MRSA revelou que a prevaléncia do SCCmec tipo Il
caiu de 96% dentro do periodo de 1984-1988 para 8% dentro de 1989-1993. Por
outro lado, SCCmec tipo | teve prevaléncia aumentada de 4% no referido de 1984-
1988 para 97% de 1989-1993, tendo em seguida diminuido para 62% de 1994-1998
121 Os dados apresentados neste estudo permitem, por conseguinte, as especula-
cbes de que uma variagcdo semelhante na prevaléncia do subtipo SCCmec possa
estar ocorrendo no hospital analisado. Uma explicacao alternativa seria que o BEC,

ou pelo menos MRSA SCCmec tipo lll, ndo é tado prevalente como em outros
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hospitais brasileiros de diferentes regides, considerando que a caracterizagdo do
alétipo ccr nunca foi realizado em hospitais da regiao do Brasil analisada neste
estudo.

As infecgbes causadas por MRSA eram Unica e exclusivamente
documentadas em hospitais. Entretanto, infeccbes causadas por MRSA adquiridos
na comunidade (CA-MRSA) tém sido documentadas de modo crescente em

individuos saudaveis %% °

. No Uruguai, por exemplo, os primeiros casos foram
identificados em 2002 e o Ministério de Saude Publica reportou, entre janeiro e
outubro de 2004, 3.836 novos casos de infeccdes por CA-MRSA %2, A predominancia
dos tipos de SCCmec encontrados em isolados de HA-MRSA e CA-MRSA sao
diferentes, sendo os SCCmec tipos |, Il e lll predominantes em HA-MRSA e os tipos
IV e V identificados em linhagens que aparentemente ndo tém origem nosocomial,
sendo provavelmente adquiridos na comunidade 2 ®. No entanto, 50% dos isolados
de provavel origem comunitaria analisados neste estudo pertenceram aos SCCmec
tipos | e lll, diferindo do que é relatado pela literatura.

O perfil de sensibilidade de amostras clinicas a antimicrobianos sofre
influéncia importante na maneira como os antimicrobianos sédo utilizados em um
determinado hospital ou regido geografica. Dessa maneira, é importante que
diferentes paises, diferentes regides de um pais e mesmo diferentes hospitais de
uma regido facam avaliacbes regulares do perfil de sensibilidade de amostras
clinicas, pois esses dados podem ser muito Uteis na orientacdo da terapéutica
empirica e na avaliacdo de novos antimicrobianos a serem introduzidos no mercado
122 Especificamente no caso de S. aureus, cuja selecdo e dispersdo de linhagens
resistentes a grande parte dos antimicrobianos comumente utilizados se mostra
rapida em termos mundiais, a caracterizagdo molecular configura-se em ferramenta
imprescindivel para uma analise epidemioldgica eficiente da evolugao e progndstico
das estratégias de controle a serem adotadas.

Dentro deste contexto e tendo em vista a dificuldade de determinar a tipagem
de todos os albtipos ccr, € de fundamental importdncia a investigagdo mais
aprofundada, de modo a tornar conhecida a realidade de diferentes regides do Brasil,
mais especificamente na regiao Sul. As variacdes genémica e fenotipica, claramente
evidenciadas e parcialmente decorrentes da alta diversidade dos elementos
SCCmec, uma vez caracterizadas podem representar um elo importante na escolha

de uma terapéutica adequada.



36

6 CONCLUSOES

1. MRSA de origem nosocomial e comunitaria estao presentes na regido central do
Rio Grande do Sul;

2. O fendtipo MRSA-VISA foi detectado em proporcdo maior do que a relatada na
bibliografia em diferentes regides do Brasil;

3. A predominancia em menor grau de ccrAB3 do que o relatado em outras regides
do Pais indica que o BEC, se presente nesta regido, encontra-se em proporcao

menor;

4. Infecgdes por MRSA de origem comunitaria ndo estao restritas a SCCmec tipos

IV e V na regiao central do Rio Grande do Sul.
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