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RESUMO

Objetivos: (i) avaliar a prevaléncia de portador nasal de Staphylococcus aureus e S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) em criangas que frequentam centros municipais de educagio
infantil (CMEIs) no municipio de Goidnia; (ii) determinar os potenciais fatores de risco
relacionados com a colonizagdo nasal pelo S. aureus e por MRSA; (iii) caracterizar os isolados
de MRSA circulantes nos CMEIS utilizando métodos de tipagem molecular. Material e
Métodos: De agosto e dezembro de 2005, swabs nasais foram coletados de criangas menores de
cinco anos de idade atendidas em 62 CMEIs do municipio. Informagdes clinicas e sdcio-
demograficas associadas a aquisicdo de S. aureus e MRSA foram obtidas por meio de
questionarios aplicados aos pais ou responsaveis. Os swabs foram processados seguindo
metodologia padronizada para identificacdo e isolamento de S. aureus. A confirmagao da espécie
foi realizada pela amplificagcao do gene femB por reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A
presenca do gene mecA foi detectada por PCR e os isolados positivos foram identificados como
MRSA. O perfil de suscetibilidade para estes isolados foi determinado pelo método de disco
difusdo. A tipagem molecular dos MRSA foi realizada pelas técnicas de PFGE, MLST, spa
typing e SCCmec multiplex PCR. Utilizou-se regressdo logistica para o calculo do odds ratio e
respectivos intervalos de 95% de confianca. Resultados: Entre os 1.192 swabs coletados, 371
(31,1%) foram positivos para S. aureus e 14 (1,2%) foram identificados como MRSA. Os fatores
independentemente associados ao portador nasal de S. aureus foram: criangas acima de dois anos
de idade (OR=1,83; 1C95% 1,27-2,65) e ter frequentado outra creche (OR= 1,48; 1C95% 1,01-
2,16). Alto grau de escolaridade da mae foi um fator protetor para a colonizagdo por S. aureus
(OR=0,43; 1C95% 0,23-0,80). Uma linhagem genética predominante foi identificada
compreendendo 8 dos 14 MRSA isolados. Esta linhagem apresentou perfil de multirresisténcia,
SCCmec tipo IIIA, ST239 e spa type t037, compartilhando 82,7% de similaridade genética com
o Clone MRSA Brasileiro. Uma cepa MRSA foi classificada como SCCmec tipo V e ST1120.
Esta cepa apresentou caracteristicas genéticas de MRSA associados a comunidade embora tenha
sido recuperada de crianga com fatores de risco para aquisi¢do de MRSA relacionado ao servigo
de satde. As demais cepas MRSA apresentaram composi¢do genética bastante diversa.
Conclusdes: A prevaléncia de criancas de creches colonizadas pelo S. aureus € alta. Embora a

prevaléncia para MRSA tenha sido baixa nessas criangas, elas representam “vetores” potenciais



de disseminagdo de MRSA para comunidade. A detec¢do de uma linhagem de MRSA circulando
nos CMEIs e associada a servigos de saude pode estar sinalizando uma rota de transmissao

cruzada destes microrganismos entre hospitais e comunidade.



ABSTRACT

Objectives: (i) to assess the prevalence of Staphylococcus aureus and methicillin-resistant S.
aureus (MRSA) nasal carriage in children attending day-care centers (DCC) in the municipality
of Goiania; (ii) to determine the potential risk factors related to S. aureus carriage and MRSA;
(i) to characterize MRSA isolates circulating in DCCs using molecular typing methods.
Methods: Between August and December 2005, nasal swabs were collected from children who
attended 62 DCCs. Clinical and socio-demographic information associated with the acquisition
of S. aureus and MRSA were obtained through questionnaires applied to parents or guardians.
The swabs were processed following the standard methods for identification and isolation of S.
aureus. Amplification femB gene by polymerase chain reaction (PCR) was used to confirm the
specie. The presence of mecA gene was detected by PCR and the positive isolates were identified
as MRSA. Susceptibility to MRSA was determined by disk diffusion method. MRSA molecular
typing was performed by PFGE, MLST, spa typing and SCCmec multiplex PCR. Results: 371
(31.1%) out of the 1.192 collected swabs were positive for S. aureus and 14 (1.2%) were
identified as MRSA. The factors independently associated with risks for nasal colonization by S.
aureus were children higher than two years of age (OR = 1.83, 95% CI 1.27-2.65) and previous
DCC attendance (OR = 1.48; 95% CI 1.01-2.16). Mother’s high degree of education was a
protective factor for S. aureus carriage (OR = 0.43, 95% CI 0.23-0.80). A multidrug resistant
dominant MRSA lineage was identified comprising 8 out of the 14 MRSA isolates. This cluster
was characterized as SCCmec type IIIA, ST239 and spa type t037 sharing 82.7% genetic
similarity with the Brazilian clone. One MRSA strain was classified as SCCmec type V and
ST1120. This strain showed features of CA-MRSA although it has been recovered from a
healthy child who presented risk factors for HA-MRSA acquisition. The remaining MRSA
strains showed a diverse genetic background. Conclusions: Children attending DCCs are often
colonized with S. aureus and although the prevalence of MRSA was low, they can represent
potential vectors of spread of resistant pathogens to the community. The detection of a MRSA
lineage circulating within DCCs suggests a two-way flow spread of MRSA between hospitals

and community.



1.Introducéo

1.1. Agente etiologico

O Staphylococcus aureus pertence ao género Staphylococcus, familia Micrococcaceae,
sendo o patdégeno mais importante entre os estafilococos. Estes microrganismos sd3o cocos
gram-positivos, medindo de 0,5 a 1,5 um de didmetro, os quais podem apresentar-se isolados,
aos pares, em cadeias curtas ou em grupos em forma de cachos irregulares. As células
bacterianas de S. aureus sdo imdveis, ndo-esporuladas, desenvolvendo-se melhor em atmosfera
aerdbia. Macroscopicamente, suas colonias em meio solido sdo usualmente lisas e algo
convexas com a borda continua. Algumas colonias de S. aureus podem apresentar pigmentagado
amarelo ou amarelo-alaranjado, enquanto outras podem ser esbranquigadas ou acinzentadas. S.
aureus também podem produzir uma zona difusa de hemolise ao redor das colonias,
evidenciada apds incubagdo prolongada (Kloos, 1997; Koneman et al., 2006).

Desde a sua descoberta, em 1880 (Ogston, 1881), o S. aureus tem sido reconhecido
como um dos principais patogenos humanos, reponsavel por processos infecciosos que incluem
infeccdes cutaneas, infecgdes do trato genito-urinario, infecgdes dos sistemas respiratdrio e
nervoso central, bacteremias, doengas toxinogénicas e infec¢des associadas com dispositivos
intravasculares. Adicionalmente, sdo importantes patogenos de infeccdes hospitalares e

comunitarias (Cohen, 1986; Lowy, 1998).

1.2. Determinantes da colonizacio do S. aureus

O S. aureus é um constituinte da microbiota humana podendo ser isolado de multiplos
sitios corporais, sendo as narinas anteriores o nicho de coloniza¢do mais frequente (Kluytmans et
al., 1997; Kluytmans & Wertheim, 2005). Cerca de 20 a 40% da populacdo humana ¢ portadora
nasal de S. aureus (Bischoff et al., 2004, Wertheim et al., 2004; Mainous et al., 2006; van Belkun
et al., 2009). Acredita-se que os mecanismos envolvidos na determina¢do do estado de portador
nasal de S. aureus seja multifatorial, envolvendo caracteristicas genéticas do hospedeiro, fatores
bacterianos e ambientais (Cole et al., 2001; Peacock et al., 2001; Nouwen et al., 2004; Sivaraman
et al., 2008). A colonizagdo nasal é um evento dindmico que pode ocorrer logo apos o
nascimento e durante toda a vida, favorecendo episddios de infec¢do. Varios estudos tem

estabelecido uma relacdo causal entre portadores nasais de S. aureus e subsequente



desenvolvimento de infecgdes estafilocdcicas, demonstrando, na maioria das vezes, que a cepa
invasiva ¢ indistinguivel da cepa colonizadora (vonEiff et al., 2001; Nouwen et al., 2005; Creech

et al., 2006; Huang et al., 2007a; Safdar & Bradley, 2008).

Estudos longitudinais t€ém distinguido pelo menos trés perfis de portadores nasais em
individuos saudaveis: (i) portadores persistentes, aproximadamente 20% da populagdo que
geralmente estd colonizada com uma cepa tnica de S. aureus por longos periodos de tempo (ii)
portadores transitorios, aproximadamente 30% da populacdo que alberga véarias cepas diferentes
ao longo do tempo e (iii) ndo portadores, atingindo aproximadamente 50% da populacdo que
praticamente ndo ¢ colonizada com o microrganismo. Esta distin¢do ¢ importante uma vez que os
portadores persistentes possuem uma carga microbiana mais elevada que os portadores
transitorios resultando em riscos de infec¢do e dispersdo aumentados. Sendo assim, a
identificagdo dos portadores nasais assume papel fundamental na patogénese e epidemiologia
destas infecgdes tanto em ambientes hospitalares quanto comunitarios (VandenBergh et al.,

1999; Wertheim et al., 2005).

Portadores persistentes sao mais comuns entre as criangas que os adultos. Nesta condigao,
elas representam vetores potenciais de disseminagdo bacteriana intra e interfamiliar, com uma
estreita correlagdo do estado de portador entre os contactantes. Alguns estudos tém mostrado que
a maioria dos individuos que convivem com um portador nasal de S. aureus compartilham cepas
genotipicamente idénticas (Peacok et al., 2003; Herwaldt et al., 2003; Huijsdens et al., 2006;
Lebon et al., 2008).

Viarios fatores parecem ser determinantes para o estado de portador nas criancas
saudaveis. A idade exerce grande influéncia neste processo, com prevaléncias de colonizagao
mais consistentes nas criancas acima de dois anos de idade. Uma possivel explicagdo para a
baixa colonizagdo nos primeiros anos de vida pode ser a competicdo entre Strepfococcus
pneumoniae € S. aureus ou interferéncia bacteriana com outros microrganismos presentes na
cavidade nasal destas criangas (Regev-Yochay et al., 2004). Picos de prevaléncia de colonizagdao
por S. pneumoniae em criancas menores de dois anos e de S. aureus em criangas mais velhas
(acima de trés anos) tém resultado em uma correlacdo negativa para co-colonizacdo entre estes

patogenos (Bogaert et al., 2004; Cheng Immergluck et al., 2004). Numero de irmaos mais velhos,



tamanho da familia, amamenta¢do, frequentar creches, mae fumante ¢ menor grau de instrucdo
materno também tém sido associados com portador nasal de S. aureus (Peacock et al., 2003;

Lebon et al., 2008).

Estudos mostram que criangas cuidadas por grupos ndo familiares apresentam indices
elevados de colonizagdo nasal com patdgenos respiratorios e predisposicdo a doencgas
respiratorias, virais e bacterianas, quando comparadas com criancas cuidadas por familiares
(Brady, 2005). Tragos comportamentais que favorecem um estrito contato fisico combinado com
quantidades significativas de antibioticos para o tratamento destas infec¢des tém tornado as
creches ambientes de selecdo e amplificagdo de patdgenos resistentes (Holmes et al., 1996;
Cordell et al., 1997; Cordell et al., 1999; Huskins, 2000; Lu et al., 2005). Com o objetivo de
identificar estudos que avaliaram a prevaléncia de portador nasal de S. aureus em criancas
saudaveis que frequentam creches, procedeu-se a uma busca eletronica nas bases de dados do
MEDLINE ( National Library of Medicine) e Lilacs, cobrindo o periodo de janeiro de 1990 a
mar¢o de 2009. Foram utilizados os segintes descritores, de forma combinada, e sua
correspondéncia em portugués: “Day-care center”, “Staphylococcus aureus”, “Children” e
“Carriage”. A tabela 1 sumariza os resultados obtidos nos quais se observa grande variabilidade
nas taxas de portador de S. aureus (13,4-48,7%). A maioria dos estudos sdo de amostras
coletadas a partir do ano 2000 e procedentes do continente asidtico, que mostram altas taxas de

prevaléncia de S. aureus nasal.
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1.3. Mecanismos de resisténcia a oxacilina

E provavel que nenhum outro patégeno humano possua versatilidade de estratégias de
patogenicidade, fatores de viruléncia e capacidade de sobrevivéncia e de multiplicacdo em varios
ambientes do que o S. aureus. O imenso “repertorio” genético desta bactéria para adaptacdo a
mudancas e ambientes hostis pode ser avaliado pelo surgimento de cepas resistentes logo apos a
introdugdo de antimicrobianos na pratica clinica (Oliveira et al., 2002).

A penicilina foi introduzida na terapéutica clinica no comego da década de 40 e logo apos
sua introdu¢@o surgiram diversos relatos de cepas de S. aureus resistentes a este antimicrobiano
(de Lencastre et al., 2007). No final dos anos 40, mais de 50% de todos os isolados, tanto
hospitalares quanto comunitarios eram resistentes a penicilina (Thornsberry, 1988). Atualmente,
a grande maioria dos S. aureus invasivos ou colonizadores sdo resistentes a este composto
(Chambers, 2001; Diekema et al., 2001). Apds o desenvolvimento da primeira penicilina semi-
sintética resistente as B-lactamases (meticilina) e sua introducdo na pratica clinica em 1960, foi
observado o mesmo fendmeno. Em 1961 surgiram as primeiras cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus — MRSA) (Jevons, 1961). Desde entdo,
0os MRSA tornaram-se um desafio para a saude publica mundial, por estarem amplamente
disseminados em hospitais e comunidade.

Os antimicrobianos que pertencem a classe dos B-lactdmicos atuam inibindo as enzimas
bacterianas responsaveis pela catalisagdo da reagdo de transpeptidagdo necessaria para a unido
das cadeias de peptideoglicano, constituintes da parede celular. Estas enzimas foram
denominadas de proteinas ligadoras da penicilina (Penicillin Binding Protein - PBP) por serem o
sitio-alvo de ligacdo e possuirem alta afinidade com as penicilinas, andlogos estruturais de seu
substrato. Quatro PBPs j& foram descritas para o S. aureus (Lim & Strynadka, 2002). As PBPs
1, 2, e 3 sdo essenciais para o crescimento celular e sobrevivéncia das cepas suscetiveis, sendo
inibidas por concentragdes muito baixas dos B-lactdmicos. A resisténcia surgiu pela producio de
uma PBP adicional, PBP2a ou PBP2’, uma proteina de 78-kDa, capaz de substituir a fungdo das
outras PBPs, sem prejuizos a sintese da parede celular na presenga de concentragdes destes
compostos que seriam letais (Hartman & Tomasz, 1984; Ghuysen, 1994). Consequentemente, a
resisténcia a meticilina conferiu resisténcia cruzada a todos os compostos P-lactdimicos

(Chambers, 1997, Lowy, 2003).



A produgdo desta PBP esté relacionada com a aquisicdo do gene mecA, parte integrante
de um elemento genético movel denominado cassete cromossdmico estafilocdcico mec
(staphylococcal cassette chromosome mec — SCCmec). O SCCmec, também designado como
ilha genomica ou ilha de resisténcia antibimicrobiana, integra-se ao cromossomo bacteriano em
uma sequéncia especifica (bacterial chromosomal attachment site, attBSCC) localizada proxima
a origem de replicagdo do S. aureus, na extremidade 3" de uma regido de leitura aberta (open
reading frame - ORF) de fun¢do desconhecida, denominada orfX (Ito et al., 1999; Katayama et
al., 2000; Ito et al., 2001; Okuma et al., 2002). Este elemento ¢ um veiculo bem adapatado para
intercdmbio genédtico entre espécies estafilocdcicas e parece desempenhar papel importante na
sobrevivéncia das células bacterianas em ambientes “estressantes” (Hiramatsu et al., 2001,
Katayama et al., 2003).

O SCCmec ¢ composto pelo complexo do gene mec (gene mecA e seus reguladores) e
pelo complexo do gene ccr que codifica recombinases responsaveis pela sua mobilidade. Todo o
restante do material genético deste elemento ¢ denominado regido J (junkyard), que apesar de
ndo possuir fungdo definida, sua composicao genética ¢ utilizada para classificar o SCCmec em
subtipos (Katayama et al., 2000; Ito et al., 2001; Katayama et al., 2001; Hiramatsu et al., 2002).
O complexo do gene mec compreende o gene mecA (2,1kb), seus reguladores mecl e mecRI e a
sequéncia de inser¢do IS437/. O gene mecl e mecRI encontram-se localizados upstream ao
operon do gene mecA. A proteina Mecl codificada pelo gene mecl impede a transcri¢do do
mecA, na auséncia de agentes P-lactdmicos. Na presenca destes compostos, o gene mecRI
codifica uma proteina transdutora de sinal, MecRI, que cliva a Mecl e induz a transcri¢do do
gene mecA e subsequente produg¢do de PBP2a. Os genes regulatorios podem estar truncados
pelas sequéncias de inser¢do IS437 e IS7272, levando a desrepressdo do gene mecA (Ito et al.,
2001; Katayama et al., 2001; Berger-Bachi & Roher, 2002).

Os tipos de SCCmec tém sido definidos pela combinagdo particular da classe do
complexo do gene mec e do tipo do complexo do gene ccr. Os tipos 1 a 4 do complexo do gene
ccr foram descritos baseados na composicdo de cada um dos genes ccrA e ccrB: ccrABI,
ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4 (Ito etal., 2001; Ma et al., 2002). O tipo 5 foi descrito recentemente e
¢ composto somente pelo gene da recombinase ccrC (Ito et al., 2004). Para o complexo do gene
mec, cinco classes tém sido descritas de acordo com sua estrutura genética (Ito et al., 2003; Ito et
al., 2004):

e Classe A: mecl-mecRI-1S431



e C(Classe B: IS1272-AmecRI-mecA-1S431
e C(Classe C: IS431-AmecRI-mecA-1S431
e (lasse D: AmecRI-mecA-1S431

e C(lasse E: AmecRI-mecA-1S431 (h4a uma dele¢do de 976 pb no mecRI comparada com a

classe D)

Ainda ha relatos dos subtipos A1-A4 para a classe A e C1-C2 para a classe C do complexo do
gene mec (Lim et al., 2003; Shore et al., 2005).

Até o momento, seis tipos de SCCmec sdo reconhecidos: SCCmec tipo I (34,3 kb, classe
B do complexo do gene mec e ccrAB1) detectado no primeiro MRSA isolado no Reino Unido
em 1961; SCCmec tipo II (53,0 kb, classe A do complexo do gene mec e ccrAB2) identificado
em uma cepa MRSA denominada N315 isolada no Japao em 1982; SCCmec tipo III (66,9 kb,
classe A do complexo do gene mec e ccrAB3) descrito na cepa MRSA 85/2082 isolada na Nova
Zelandia em 1985; SCCmec tipo 1V (20,9-24,3 kb, classe B do complexo do gene mec e ccrAB2)
identificado em cepas MRSA isoladas de infec¢des comunitarias na Australia no comego da
década de 90; SCCmec tipo V (classe C2 do complexo do gene mec e ccrC) descrito na cepa
comunitaria WIS da Australia em 2004 e SCCmec tipo VI (classe C2 do complexo do gene mec
e ccrAB4) identificado em cepas colonizadoras nasais em Portugal e diferenciado do tipo IV em
2006 (Ito et al., 2001; Daum et al., 2002; Ma et al., 2002; Ito et al., 2003; Hiramatsu et al., 2004;
Ito et al., 2004; Oliveira et al., 2006a,b). De acordo com a figura 1, os SCCmec tipo I, IV, Ve VI
codificam exclusivamente resisténcia aos agentes B-lactdmicos. O SCCmec tipo II contém o
plasmideo pUB110 e o transposon Tn554 integrados na regido J. Este plasmideo transporta o
gene ant (4) que codifica resisténcia aos aminoglicosideos (kanamicina, tobramicina e
bleomicina) e o transposon que abriga o gene ermA responsavel pela resisténcia constitutiva e
induzivel aos macrolideos, lincosaminas e estreptograminas (Leclercq et al., 2002). O SCCmec
tipo III foi recentemente reclassificado como um elemento composto constituido de dois
componentes distintos: (i) o SCCmec contendo os complexos do gene mec e ccr, uma cdpia do
plasmideo pT181 e do pseudo transposon ¥Tn554 e (ii) um elemento SCC transportando uma
recombinase especifica (ccrC), uma copia do plasmideo pl258 e do transposon Tn554,

denominado SCCmercury. O plasmideo pI258 codifica resisténcia as penicilinas e metais



pesados como o mercurio enquanto o plasmideo pT181 codifica resisténcia as tetraciclinas. O
transposon WTn554 codifica resisténcia ao cadmio (Chongtrakool et al., 2006; Kondo et al.,
2007). Adicionalmente, os S. aureus podem transportar genes de resisténcia em outros sitios do
genoma, fora destes elementos genéticos moveis, integrados diretamente no cromossomo ou em

outros plasmideos (Lindsay & Holden, 2006; Hanssen & Sollid, 2006).
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Figura 1: Esquema representativo da composi¢ao estrutural dos SCCmec tipos [ a VI
identificados em MRSA. Adaptado de Deurenberg & Stobberingh, 2008.

O nivel de resisténcia fenotipica expressada para as cepas MRSA ndo parece estar
relacionado com a quantidade de PBP2a produzida, sugerindo que a resisténcia a oxacilina ¢ um
fenomeno complexo, dependente do conteido genético (genetic background) da cepa em
questdo. Outros fatores além do gene mecA estdo envolvidos na modulag@o desta resisténcia, os
quais incluem genes cromossomais, localizados em numerosos sitios do genoma estafilococico.
Estes fatores sdo conhecidos como fem (factor essential for methicillin resistance) ou genes aux
(auxiliary) e estdo implicados na biossintese do peptideoglicano. Constituintes de uma familia de
peptidil transferases ndo ribossomais (familia FemABX), sintetizam sequencialmente um
interpeptideo de pentaglicina responsavel pela ligagdo cruzada das cadeias de peptideoglicano da
parede celular bacteriana em formagao (Henze et al., 1993; Ehlert et al., 1997).

O operon femAB (genes femA e femB) codifica duas proteinas citoplasmaticas de 49

kDa, FemA e FemB, as quais compartilham alto grau de homologia de sequéncia. A inativacdo



destes genes reverte a resisténcia a oxacilina a niveis de suscetibilidade, além de prejudicar a
producdo do septo na separacdo das células-filhas, encurtar o interpeptideo de pentaglicina e
interferir com a secre¢do de fatores de viruléncia, que podem limitar a capacidade do S. aureus
em causar infec¢@o (Stapleton & Taylor, 2002; Hubscher et al., 2007). A presenca destes dois
genes, detectados quase que exclusivamente em S. aureus, vém sendo incorporada nos
protocolos da reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) para
identificagdo de MRSA, como marcadores para confirmagdo da espécie S. aureus (Kobayashi et

al., 1994; Jonas et al., 2002).

1.3.1. MRSA associados aos servigos de savide (HA-MRSA)

A maioria dos MRSA relacionados as infec¢des em instituigdes de saude (healthcare-
associated methicillin-resistant S. aureus, HA-MRSA) tem sido associados com os SCCmec tipo
I, II e III. Apos o surgimento do primeiro MRSA em um hospital do Reino Unido, indices
aumentados de MRSA foram observados em varios paises europeus. Durante a década de 70,
cepas MRSA disseminaram para a Australia, Japao e Estados Unidos da América (EUA), sendo
atualmente a principal causa de infecgdes nosocomiais no mundo (Grundmann et al., 2006).
Entre 1997 e 1999, o Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY investigou a prevaléncia
mundial de MRSA em hospitais verificando taxas de 23% na Australia, 67% no Japdo, 35% na
América Latina, 40% na América do Sul, 32% nos EUA e 26% na Europa (Diekma et al., 2001;
Bell & Turnidge, 2002). Entretanto, nos paises da Europa, prevaléncias de MRSA menores que
1% s3o encontradas em paises da regido norte enquanto prevaléncias acima de 45% sdo
observadas nos paises da regido sul (Tiemersma et al., 2004). No Brasil, desde a deteccdo de
MRSA provenientes de pacientes hospitalizados (Marques et al., 1989), as taxas de prevaléncia
tém aumentado alcangando 40 a 60% nos hospitais brasileiros (Oliveira et al., 2001; Beretta et

al., 2004; Sader et al., 2004; Guilarde et al., 2006).

Os portadores nasais de MRSA té€m sido identificados como um importante fator de risco
para o desenvolvimento de infec¢des nosocomiais, uma vez que estas infecgdes podem ser de
origem endogena (Cespedes et al., 2005). A maioria das infec¢des por HA-MRSA sdo
nosocomiais € se manifestam como complicagdes de procedimentos hospitalares ou doengas de

base resultando no aumento da morbidade, mortalidade e custos (Cosgrove et al., 2005;



Cosgrove, 2006; Kluytmans & Struelens, 2009). Estes patdgenos sdo geralmente introduzidos no
ambiente hospitalar por profissionais da satde e/ou pacientes infectados ou colonizados por este
agente. Uma vez estabelecido no ambiente, 0 MRSA dissemina-se rapidamente e com frequéncia
torna-se o clone predominante, responsavel pela manutengdo dos elevados indices de infecgdes
hospitalares (Cespedes et al., 2002; Davis et al., 2004). Além disso, um fluxo de disseminagdo
bidirecional entre contactantes e profissionais da saude tem sido determinante para a
reintrodu¢@o do MRSA nos hospitais (Wagenvoort et al., 2005). Em institui¢des onde 0o MRSA
¢ endémico, aproxidamente 1-2% dos pacientes hospitalizados tornam-se colonizados e destes
aproximadamente 40% desenvolvem um episddio de infecgdo estafilococica (Boyce, 1992).

A colonizagdo ou infeccdo por MRSA esta associada a alguns fatores de risco que
incluem histérico de hospitalizagdo, realizagdo de procedimentos cirurgicos, admissdo em
unidades de terapia intensiva (UTI), uso de dispositivos invasivos, contato com individuos
colonizados ou infectados com MRSA e residéncia em institui¢des de saude (Centers for Disease
Control and Prevention - CDC a). Pressdo seletiva por uso prévio de determinados
antimicrobianos parece ser um dos principais fatores de risco associados com a aquisi¢do deste
patogeno (Tacconelli, et al., 2008). As principais sindromes clinicas associadas com as doencgas
invasivas por MRSA geralmente sdo graves e incluem bacteremias, pneumonias, osteomielites e
choque séptico. Variagdes nas frequéncias de MRSA relacionados as infecgdes nosocomiais
dependem diretamente do sitio de infec¢do, da unidade de internagdo e da regido geografica em

estudo (Klevens et al., 2007a).

1.3.2 MRSA asscociados a comunidade (CA-MRSA)

Nos anos 80, os primeiros casos de infec¢do por MRSA na comunidade foram relatados
em grupos populacionais especificos como usudrios de droga intravenosa, residentes em
institui¢des de satde e pacientes com frequente contato com instituigdes de saide. Embora estas
infecgdes tenham ocorrido na comunidade, foram consideradas infec¢des associadas a assisténcia
a saude, devido a presenca dos fatores de risco para aquisicdo de MRSA (Saravolatz et al., 1982).
Entretanto, no comeco da década de 90, novas cepas MRSA foram isoladas de individuos
aborigenes de comunidades remotas na Australia, sem os tradicionais fatores de risco para
aquisicdo de MRSA, sendo denominadas de CA-MRSA (community-associated methicillin-
resistant S. aureus) (Udo et al., 1993). De fato, tem sido observado que os CA-MRSA tém

evoluido a partir de duas populacdes distintas: (i) CA-MRSA isolados de individuos associados



com pelo menos um dos tradicionais fatores de risco para aquisicdo de MRSA e (ii)) CA-MRSA
verdadeiramente comunitarios, isolados de individuos saudaveis sem qualquer exposi¢cdo a esses
fatores de risco (Enright, 2003). Dados de uma meta-andlise revelaram que a maioria dos
individuos colonizados com CA-MRSA possuia pelo menos um dos fatores de risco para MRSA
e que a prevaléncia de CA-MRSA entre aqueles individuos sem fatores de risco era baixa
(0,24%) (Salgado et al., 2003).

A mudanga epidemioldgica do MRSA tornou-se evidente quando infecgdes associadas a
este patdogeno comecaram a ocorrer em criangas e adolescentes saudaveis. Estes isolados tém
sido recuperados de diversos sitios de infec¢do ou colonizagdo, frequentemente associados a
surtos esporadicos em grupos especificos tais como populagdes indigenas, individuos
encarcerados, desabrigados, homossexuais, militares, participantes de esportes coletivos e
criangas que frequentam creches (Boyce, 1998; Groom et al., 2001; CDC, 2003a, b,c; Pan et al.,
2003; Wang et al., 2004; Buescher, 2005; Tenover et al., 2006; Gorwitz et al., 2008). O trago
comum destes grupos reside na alta intensidade de contato fisico e condigdes precarias de
higiene que podem amplificar a transmissdo do patdgeno na comunidade (Nguyen et al., 2005).
A maioria das manifestagdes clinicas relacionadas com CA-MRSA sdo infecgdes de pele e
subcutdneos, embora possam causar doencas invasivas, rapidamente progressivas e
potencialmente fatais como pneumonia necrosante, sepse grave e fasciite necrosante (Boyle-
Vavra & Daum, 2007). A viruléncia diferenciada deste patdogeno foi evidenciada pelos quatro
casos fatais de crian¢as infectadas com CA-MRSA em Minessota ¢ Dakota do Norte, EUA, no
ano de 1999 (CDC, 1999).

Diferentemente dos HA-MRSA convencionais, CA-MRSA possuem resisténcia
antimicrobiana restrita aos antibioticos B-lactamicos, linhagens genotipicas nio relacionadas aos
MRSA hospitalares, SCCmec tipo IV e V e um fator de viruléncia denominado leucocidina de
Panton-Valentine (Panton-Valentine Leukocidin - PVL) (Naimi et al., 2003; Vandenesch et al.,
2003; Tacconelli et al., 2004; Maltezou & Giamarellou, 2006; Tristan et al., 2007; Takano et al.,
2008). Notavelmente, a grande diversidade clonal do CA-MRSA comparado com o0 HA-MRSA
sugere que varias linhagens de S. aureus bem adaptadas a comunidade tém habilidade para
tornarem-se CA-MRSA. Os genotipos destes isolados geralmente sdo distintos em diferentes

localidades geograficas bem como heterogéneos dentro de uma regido restrita (Okuma et al.,



2002; O'Brien et al., 2004; Nimmo et al., 2006; Coombs et al., 2006; Feng et al., 2008; Nimmo
& Coombs et al., 2008).

Atualmente, ndo hd uma terminologia tnica e consistente que identifique com precisio
determinado isolado como CA-MRSA. Virios critérios tém sido utilizados para classificagdo dos
isolados e/ou infecgdes como comunitarias (Salgado et al., 2003). Definigdes baseadas em
informacdes clinicas e epidemioldgicas dos pacientes e das caracteristicas microbiologicas do
isolado tém sido propostas para a classificacio de CA-MRSA. Epidemiologicamente, CA-MRSA
tem sido definido como aquele isolado coletado de pacientes ambulatoriais ou até 48 horas apos
admissdo hospitalar, excluindo-se os fatores de risco associados para infecgdes relacionadas com
assisténcia em saude (Centers for Disease Control and Prevention — CDC b; Salgado et al.,
2003). Além disso, as técnicas de epidemiologia molecular tém sido consideradas
imprescindiveis para defini¢do de isolados como CA-MRSA (Shopsin et al., 2003).

Neste contexto, CA-MRSA t€m emergido como um desafio na medicina pediatrica dada
as prevaléncias aumentadas de infecgdes nesta populagdo e as significativas taxas de
morbimortalidade (Buescher et al., 2005). Varias investigagdes tém observado o aumento notavel
na frequéncia de recuperagdo deste patdgeno tanto em criangas saudaveis (cepas colonizadoras)
como de vdrios sitios de infec¢do, com taxas de prevaléncias variando de 1 a 17% para
portadores nasais e aproximadamente 70% para algumas institui¢des pediatricas (Herold et al.,
1998; Suggs et al., 1999; Shopsin et al., 2000; Hussain et al., 2000 e 2001; Nakamura et al.,
2002; Creech et al., 2005; Lu et al., 2005; Mishaan et al., 2005; Huang et al., 2005; Alfaro et al.,
2006; Vlack et al., 2006; Heininger et al., 2007; Huang et al., 2007b; Lo et al., 2007; Huang et
al., 2008; Ko et al., 2008; Lo et al., 2008; Oguzkaya-Artan et al., 2008; Sdougkos et al., 2008). A
taxa de colonizag@o nasal de MRSA em criancas sauddveis que frequentam creches tém variado
de 0,2 a 13%, sendo as maiores prevaléncias encontradas nos paises do continente asidtico
(tabela 1).

Observa-se que o elevado potencial de viruléncia do CA-MRSA esta associado com os
determinantes da produ¢@o de PVL (genes /ukS-PV e lukF-PV) e com os SCCmec tipos IVe Ve
que estes elementos ainda funcionariam como marcadores genéticos estaveis para classificacao
de CA-MRSA (Vandenesch et al., 2003; Moroney et al., 2997; Tristan et al., 2007). PVL ¢ uma
toxina S. aureus especifica que atua preferencialmente sobre os leucocitos produzindo poros na
membrana celular e consequente destrui¢ao tecidual (Diep & Otto, 2008). Esta relagdo entre

PVL, SCCmec IV e V e CA-MRSA tem se confirmado em isolados provenientes dos EUA e



Taiwan onde estes patdogenos parecem ser endogenos (Chen & Huang, 2005; Lo et al., 2006;
Chen et al., 2007; Davis et al., 2007; Diep et al., 2008; Huang et al., 2008; Takano et al., 2008).
Entretanto, alguns autores tém relatado que esta associacdo ndo ¢ sustentavel para todos os CA-
MRSA como visto em isolados da Australia, Irlanda e Koréia (O’Brain et al., 2004; Kim et al.,
2007; Rossney et al., 2007; Karahan et al., 2008). Além disso, os determinantes da produgdo de
PVL ja foram relatados em CA-MRSA albergando os SCCmec tipos 1, II e III, bem como em
cepas de origem hospitalar (Deurenberg & Stobberingh, 2008).

O SCCmec tipo V foi recentemente descrito em amostras recuperadas de infecgdes de
pele de individuos saudaveis de comunidades remotas na Australia (Ito et al., 2004; O’Brien et
al., 2005). Desde entdo, tem sido observado em CA-MRSA associados com diversas linhagens
genéticas em localidades geograficas distintas. A tabela 2 sumariza os estudos que detectaram o
SCCmec tipo V até o momento bem como suas principais caracteristicas genéticas. A revisao
bibliografica foi realizada na base de dados MEDLINE a partir do ano em que o SCCmec tipo V
foi descrito (2004), tendo como palavras-chaves: “SCCmec type V>, “Type V” e “Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus”, utilizadas de forma combinada. Observa-se que grande parte
das investigagdes que detectaram este tipo foram conduzidas em paises asiaticos como Taiwan e
Hong Kong, em pacientes hospitalizados e da comunidade, podendo estar ou ndo associados com
os determinantes da PVL. E interessante notar que o SCCmec tipo V ainda ndo foi detectado no

continente americano.
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Em Taiwan, evidéncias de uma linhagem de CA-MRSA homogénea e dominante,
constituida por Sequence Type (ST) 59 e SCCmec tipo Vt, uma variante do tipo V (Boyle-Vavra
et al., 2005) responsavel pela vasta maioria das cepas colonizantes e invasivas, contrapde-se aos
isolados subsequentemente identificados na regido australiana e alguns paises europeus que
apresentam maior diversidade genotipica (Feng et al., 2008).

Recentemente, uma nova mudanga no cenario epidemiologico do CA-MRSA tém sido
observada com a migragdo destes patdgenos para o ambiente hospitalar suplementando os
tradicionais clones multirresistentes nosocomiais. Infecgdes por CA-MRSA té€m sido
frequentemente relatadas em pacientes hospitalizados, associadas a fatores de risco para
infecgdes em instituigdes de saude e sem relagdo aparente com a aquisi¢do do patdogeno na
comunidade (Kertulla et al., 2005; Seybold et al., 2006; Huang et al., 2007¢c; Klevens et al.,
2007b; Maree et al., 2007; Munckhof et al., 2008; Valentini et al., 2008; Popovich et al., 2008).
No Brasil, os primeiros casos de CA-MRSA associados a infec¢des hospitalares foram isolados
de pacientes com bacteremia em hospitais do Rio Grande do Sul (Ribeiro et al., 2005). Desde
entdo, varios relatos tém documentado a disseminagdo de clones SCCmec tipo IV nos hospitais
brasileiros (Trindade et al., 2005; Vidal et al., 2009).

SCCmec tipo IV e V sdo relativamente os menores elementos genéticos descritos até o
momento € esta caracteristica parece contribuir para a transferéncia horizontal destes elementos e
consequente disseminagdo entre diversas linhagens genéticas. Adicionalmente, estes isolados
possuem um fitness (tempo de geragdo mais rapido e um painel de fatores de viruléncia) que
parecem favorecer a transmissibilidade e adaptabilidade a diversos ambientes como hospitais e
comunidade (Robinson & Enrigh, 2004; Monecke et al., 2007; Diep et al., 2008). Por outro lado,
SCCmec tipos 1, I e III parecem ter encontrado vias de escape e adaptagdo do confinamento
hospitalar para a comunidade, sendo relatados em individuos saudaveis sem exposi¢ado prévia aos
fatores de risco para sua aquisi¢do. (Sa-Ledo et al., 2001; Charlebois et al., 2002; Ko et al.,
2008). Este intercambio genético e epidemioldgico do MRSA deve ser esperado em um futuro
proximo e recebido como um alerta pela comunidade médica e cientifica, uma vez que a classica
distingdo entre HA-MRSA e CA-MRSA estad tornando-se cada vez mais dificil e imprecisa.
Sendo assim, novas propostas de categorizagdo de MRSA tém sido sugeridas como cepas

“multirresistentes” e ‘“ndo-multirresistentes”.



1.4. Clones internacionais de MRSA

Métodos de tipagem sdo ferramentas tuteis que podem ser utilizadas para estabelecer
relagdes clonais e evolucionarias entre os isolados e tragar/rastrear a disseminacdo de clones
bacterianos. Atualmente, a classificagdo de isolados é baseada principalmente em métodos
moleculares que usualmente fornecem melhor poder discriminatério do que os métodos
fenotipicos (Trindade et al., 2003; Liao et al., 2006). Inicialmente, a classificacdo dos clones
internacionais de MRSA foi baseada em uma combinacdo de métodos moleculares especificos
como Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) e analise de plasmideos (band-based typing
methods) (Oliveira et al., 2001). PFGE ¢ considerado o método “gold standard’ para avaliagao
de similaridade genética e clonalidade entre isolados devido ao seu elevado poder
discriminatdrio (Tenover et al., 1995). Recentemente, com a disponibilidade e acessibilidade a
tecnologia de sequenciamento do DNA, varios métodos de tipagem baseados em sequenciamento
(sequenced-based typing methods) tém sido desenvolvidos e amplamente utilizados, tais como
Multilocus Sequence Typing (MLST) e spa type, principalmente para caracterizagdo de S.
aureus.

MLST baseia-se na andlise de sequéncias de fragmentos de sete genes constitucionais
(housekeeping) do S. aureus. Um alelo distinto ¢ atribuido a cada uma das diferentes sequéncias
de cada gene resultando em um perfil alélico designado como tipo de sequéncia (sequence type —
ST). Isolados que compartilham mais de cinco alelos idénticos sdo agrupados em um mesmo
complexo clonal (CC) (Enright et al., 2000). Atualmente, a maioria dos clones circulantes de
MRSA estdo agrupados em cinco grandes linhagens distintas: CC5, CCS8, CC22, CC30 e CC45
(Enright et al., 2002). spa type ¢ um método de sequenciamento de um unico locus que
determina as variagdes na sequéncia da regido polimoérfica X do gene da proteina de superficie A
(spa gene) do S. aureus. A diversidade do gene spa consiste no nimero de pequenas sequéncias
de repeti¢do (repeats) contidas na regido X. De acordo com o numero e tamanho (21, 24 ou 27
bp) dos repeats, um motif é gerado com o spa type correspondente (Shopsin et al., 1999;
Harmsen et al., 2003). O diferencial destes métodos reside na imparcialidade e portabilidade dos

resultados, os quais podem ser inseridos em bases de dados digitais (http://www.mlst.net e

http://www.ridom.de/spaserver/) permitindo comparagdes entre sequéncias de S. aureus descritas

em diferentes partes do mundo. A concordancia entre estes métodos aliados ao PFGE tem sido

notavel (Faria et al., 2008; Strommenger et al., 2008). Apds a descoberta do SCCmec por



Katayama e colaboradores (2000), protocolos de identificacdo dos tipos de SCCmec foram
desenvolvidos e incorporados aos estudos de epidemiologia molecular de MRSA (Oliveira & de
Lencastre, 2002). A combinacdo destes métodos tem aprimorado a classificagio do MRSA
permitindo estabeler relagdes filogenéticas de ancestralidade dos grandes clones epidémicos de
MRSA.

As cinco principais linhagens de MRSA descritas inicialmente foram designadas como
clones epidémicos pela habilidade de causar infecgdes, persistir localmente e se disseminar
através de distintas regides geograficas, inclusive entre continentes. Os cinco clones epidémicos
de MRSA (EMRSA) foram denominados de acordo com a regido na qual eles foram inicialmente
detectados ou com alguma propriedade epidemiologica caracteristica de determinada linhagem,
sendo conhecidos como: ibérico, epidémico brasileiro (CEB), hungaro, Nova lorque/Japdo e
pediatrico (Oliveira et al., 2002; Gomes et al., 2006).

O clone ibérico foi primeiramente descrito em 1989, relacionado com um surto em um
hospital de Barcelona, Espanha (Dominguez et al., 1994; Sanches et al., 1995). Caracterizado
como ST247-MRSA-I este clone tem disseminado entre varios paises europeus incluindo
Portugal, Italia, Reino Unido, Alemanha, Bélgica, Suica, Franca e nos EUA (Oliveira et al.,
2002). Entretanto, a partir da década de 90, ele vem sendo gradativamente substituido por outras
linhagens clonais, incluindo o clone brasileiro, em hospistais da Espanha e Portugal (Cuevas et
al., 2007).

Os primeiros representantes do clone epidémico brasileiro foram isolados na cidade de
Sdo Paulo, Brasil, em 1992 (Sader et al., 1994). E um dos principais clones multirresistentes
caracterizado como ST239-MRSA-IIIA, tendo sido documentado entre os cinco continentes. Na
América Latina, elevadas prevaléncias do mesmo foram observadas em institui¢cdes de saude da
Argentina, Chile, Uruguai e México. Adicionalmente, foram relatados em Portugal, Espanha,
Italia, Grécia, Republica Theca, China e Taiwan (Aires de Sousa et al., 2001, Oliveira et al.,
2002; Aires de Sousa et al., 2003a,b). No Brasil, os primeiros estudos que identificaram este
clone ja indicavam sua predominancia entre os MRSA genotipados (Branchini et al., 1993;
Teixeira et al., 1995). Esta notavel habilidade de disseminagdo foi corroborada por estudos
adicionais com elevadas taxas de prevaléncia alcancando mais de 80% em varios hospitais
brasileiros, de norte a sul do pais (Oliveira et al., 2001; Soares et al., 2001; Vivoni et al., 2006).

A predominéncia deste clone foi marcadamente observada na década de 90 e estudos recentes



indicam que o mesmo vem sendo paulatinamente substituido por outras linhagens locais ou
internacionais em hospitais da Europa, principalmente em Portugal e Republica Theca (Melter et
al., 2003; Aires de Sousa et al., 2008).

O clone hungaro foi encontrado extensivamente disseminado entre hospitais de diversas
localidades na Hungria, provenientes de pacientes infectados ou colonizados (de Lencastre et al.,
1997). Caracterizado como um clone multirresistente ST239-MRSA-III, foi agrupado no mesmo
complexo clonal que o clone brasileiro (CC8) por compartilharem relagdes de ancestralidade
comum (Enright et al., 2002). Recentemente este clone foi identificado em paises asidticos como
Taiwan (Aires de Sousa et al., 2003a).

O clone Nova lorque/Japao foi inicialmente identificado como uma linhagem dominante
de MRSA em hospitais da regiao metropolitana de Nova lorque e algumas localidades adjacentes
como Pensilvania, Conecticut e Nova Jérsei e concomitantemente em um hospital em Toquio,
Japao (Roberts et al., 1998). Relatos adicionais documentaram disseminagdo do mesmo em
hospitais de Miami, Flérida (Chung et al., 2004). Recentemente, este clone foi observado em
pacientes infectados de hospitais hiingaros e mexicanos, substituindo outras linhagens de MRSA
previamente dominantes (Conceigdo et al., 2007). E um clone multirresistente caracterizado
como ST5-MRSA-II compartilhando o mesmo gendtipo com a maioria dos isolados de S. aureus
com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA) e com os isolados resistentes a
vancomicina (VRSA) detectados até o momento no Japao e EUA, respectivamente (Hiramatsu et
al., 1997; CDC, 2002). O primeiro caso de MRSA similar ao clone Nova lorque/Japao no Brasil,
foi descrito em paciente colonizado em um hospital do Rio de Janeiro (de Miranda et al., 2007).

As amostras do clone pediatrico foram inicialmente identificadas em 1992 por
pesquisadores de Portugal e receberam esta denominagao por terem sido isoladas de institui¢des
pediatricas (Sa-Ledo et al., 1999). Atualmente, os isolados do clone pedidtrico podem ser
classificados tanto como SCCmec tipo IV ou SCCmec tipo VI por possuirem ccrAB2 ou
ccrAB4, respectivamente (Oliveira et al., 2006a). E comumente caracterizado como ST5-MRSA-
IV com um perfil unico de resisténcia restrita aos agentes B-lactdmicos. No Brasil, a presenca
deste clone tem sido relatada em MRSA associados a colonizagdo e ndo a infec¢do, em pacientes
provenientes de hospitais ou profissionais da saude de atendimento médico domiciliar, nas
cidades do Rio de Janeiro e Recife (Melo et al., 2004; Rozenbaum et al., 2006; de Miranda et al.,
2007).



Pesquisadores norte-americanos na tentativa de estabelecer um banco de dados nacional
de perfis genotipicos de S. aureus e identificar as maiores linhagens de MRSA circulantes no
pais, propuseram uma nova classificacdo para as linhagens dominantes de MRSA levando em
conta a combina¢do dos principais métodos moleculares disponiveis (McDougal et al., 2003).
Juntamente com as amostras de MRSA coletadas nos EUA, diversas linhagens identificadas em
outros paises e representantes dos clones internacionais supracitados foram comparados. Como
foram encontrados perfis genotipicos similares aos dos clones internacionais, estes foram
reclassificados de acordo com a nova nomenclatura em: USA100 (clone Nova lorque/Japao),
USAS500 (clone ibérico) e USA800 (clone pediatrico). A auséncia do clone brasileiro na colecao
investigada ndo permitiu que o mesmo recebesse uma denominagdo especifica. USA300 e
USA400 foram as denominagdes recebidas por duas linhagens distintas associadas a infecgdes
comunitarias € amplamente disseminadas nos EUA.

Os primeiros clones de CA-MRSA foram descritos na Australia, na década de 90, em
populagdes indigenas de comunidades remotas, apresentando sensibilidade somente aos
compostos P-lactdmicos e denominados de Western-Autralia MRSA (WA-MRSA).
Posteriormente, um segundo clone foi observado em vérios estados australianos e na Nova
Zelandia, sendo designado de SWP-MRSA (South West Pacific MRSA) e um terceiro, na regido
australiana de Queensland, associado a infec¢6es comunitarias (Nimmo et al., 2006). Tomados
juntos, estes clones sdo conhecidos como OSPC (Oceania South Pacific Clone) caracterizado
como ST30-MRSA-IV e seus subtipos, sensiveis a maioria dos antimicrobinaos ndo -lactamicos
(Nimmo & Coombs et al., 2008).

Atualmente, a maioria das infec¢des por CA-MRSA no mundo sdo causadas por cepas
pertencentes a cinco linhagens clonais. Clone ST1-MRSA-IV (USA400) disseminado nos EUA,
onde foi inicialmente descrito, Asia e Europa; clone ST30-MRSA-IV (USA1100 - OSPC),
descrito inicialmente na Australia e encontrado em paises da Europa e América do Sul; clone
ST80-MRSA-IV (clone europeu), importante causa de doengas endémicas em comunidades
européias, encontrado também na Asia e Oriente Médio e clone ST59-MRSA-IV ou Vi,
recentemente documentado como uma linhagem endémica de Taiwan, similar ao perfil
genotipico do USA1000 (Deurenberg & Stobberingh, 2008). O clone ST8-MRSA-IV (USA300)
¢ considerado uma linhagem pandémica nos EUA, encontrado disseminado por mais de 38

estados norte-americanos, no Canada e varios paises europeus. Este clone tem sido implicado em



infecgdes graves como endocardites, pneumonia, sepse e fasciite necrosante. Notavelmente, a
introdu¢do do mesmo em novas areas geograficas tem sido observada com a susbstituicdo dos
clones localmente endémicos de CA-MRSA podendo acometer acima de 50% de todas as
infecgdes estafilocdcicas em algumas localidades (Diep et al., 2008; Tenover et al., 2008). As
primeiras amostras de isolados caracterizados molecularmente como CA-MRSA no Brasil foram
identificadas em infecgdes da corrente sanguinea e associdas ao clone OSPC em pacientes
hospitalizados na regido sul e sudeste do pais (Ribeiro et al., 2005; Trindade et al., 2005).

Acredita-se, portanto, que o sucesso epidemiologico do MRSA possa estar reservado aos
genetic background tnicos de um numero surpreendentemente limitado de linhagens de S.
aureus particularmente bem adaptadas a uma disseminacdo sustentavel nos ambientes clinicos e
comunitarios contemporaneos.

As investigagdes conduzidas sobre a epidemiologia molecular do MRSA no Brasil sio
apresentadas na tabela 3. Para a construg@o desta tabela procedeu-se a uma busca eletronica nas
bases de dados MEDLINE e Lilacs abrangendo o periodo do ano 2000 a 2009, utilizando-se os
descritores: “SCCmec typing”, “Sequence Type”, “Multilocus Sequence Type”, “MLST”,
“Staphylococcus aureus”, “MRSA” e “Brazil”, utilizados de forma combinada. Observa-se que:
(1) os estudos se iniciam apds o ano 2000; (ii) sdo conduzidos, em sua maioria, nas regides
sudeste e sul e em pacientes adultos hospitalizados; (iii) sdo utilizados diversos espécimes
clinicos, particularmete amostras da corrente sanguinea, e (iv) os tipos de SCCmec mais
frequentemente encontrados sao os tipos IIIA e IV. Os dados mostram que o SCCmec III esta
associado ao clone brasileiro. A exiguidade destes estudos pode estar subestimando a
identificagdo de linhagens clonais internacionais, bem como a deteccdo de clones locais
endémicos os quais podem estar contribuindo com a elevada prevaléncia destes patdogenos no

pais.



[oATuOdsip oeN --

apneg op odmynsuy ,

od£ [, aouanbag |

UIPIOONNYT QUNUIE A UOJURJ ,

I1LS
8LS
L61S sopezijeldsoy
SIS - Al - - 6T - - SojuaroRd - -- S1219)89 sopIny{ £002-200T 839 [epIA
sopezijejidsoy [€ 10 0paAdZY . (O
-- -- i -- -- 89 - -- SoJuoIoRJ -- -- S10193S9 sopmy 00T 3 za1ad
88LS
SIS
¢€LS djuonbaiy Al sopezifeydsoy SOSIQAIP
6€C1S oonod 111 - - 0s - - SIjuRIdRd - - 021U sowroadsy 6661-5661 [ JIoUIYy
sopezijeyidsoy SOSIOAIP
-- duanbary Al -- -- €1 - -- sojuaIoRJ -- BOGR ¢ sooTu[[o sowIoadsg 900Z2-7002 Te 30 oxoqry
Sjuonbaxy Al sopezijejidsoy SOSIOAIP $00T
-- 0onog VIII -- -- 8 - -- SOJURIOBJ -- -- sooTuI[o sowIoadsg 3 €002-200C Te 30 epUEIA 9p
ouje[nquIB e
-- -- I S°L 01 L gel €6 op seduerr) 989 BG> 003UIEJOSEU qEMS 1002-000T 0sopie)-olewe]
SIS Al sopezifeydsoq SOSIOAIP
82D - I 9¢ LE [43 - 68 sejuatoed L8 BO6®ECI S0oTuI[o sowroadsy 000Z-6661 [€ 30 TUOAIA
opnes
Al 91 ep Sreuolssjjold
z S9)UBIOBIUO)) sensowe
- -- VI - - 01 - - »SI SOIUPISTY 99°1 Bg6E 1 eseu qems 100T [€ 30 neqnazoy
sopezijejdsoy SOSIOAIP
-- -- Al -- -- 0z - -- sojuaIoRd -- e(QLEC S001uI[o sauodsyg 00T [ 12 opepull],
sopezifedsoyq SOSIOAIP
0€LS - Al - - S - - SIjuRIoRd 76¢ - sooruy[o sowroadsy £002-200T €30 olloqry
% % N % N apepI[IqISo[H N 9pep]
sna.anp
'S anud
. ogdendog d
LS Y IAd 22UIDDS VSIN VSUN sna4nv g QuIRdsy OpoLIdd lomy
BIOUQ[BADI]

‘[ISe1g ou sopezi[eal YSYIA op Je[nodjow eidojorwopido op sopmisq ‘¢ e[oqe]






2. Justificativa

Evidéncias genéticas tém sustentado a relag@o causal entre portador nasal de S. aureus e
MRSA e doenca estafilococica invasiva. As criangas, comumente colonizadas por estes
patogenos, exercem papel fundamental na patogénese e epidemiologia destas infec¢des por
apresentarem risco elevado de desenvolver infecgdes e atuarem como vetores potenciais de
disseminag¢do do microrganismo tanto em ambientes hospitalares como comunitarios.

Neste contexto, este trabalho da continuidade aos estudos anteriores de portador nasal de
MRSA em criangas de Goiania. Em estudo anterior analisamos a prevaléncia de S. aureus em
criangas menores de cinco anos de idade com infec¢des respiratdrias agudas e meningites, no
contexto de um programa de vigilancia prospectiva conduzido no municipio de Goiania. Foi
detectado uma prevaléncia de portador nasal de S. aureus de 13,5% e de MRSA de 1,02%. Os
MRSA isolados apresentaram uma linhagem genética unica associada a um perfil de
multirresisténcia que ndo se assemelhava epidemiologicamente com o representante do clone
epidémico brasileiro (Lamaro-Cardoso et al., 2007).

Estes resultados, aliados a escassez de estudos de portador nasal de S. aureus e MRSA no
Brasil, suscitaram varios questionamentos como: a necessidade de se obter dados nacionais para
o desenvolvimento de medidas educacionais e de controle alinhadas a realidade epidemioldgica
do Brasil e o entendimento das peculiaridades epidemiolodgicas locais visando minimizar a
disseminacdo de MRSA na populagdo pediatrica do municipio.

Esta tese ¢ constituida de uma revisdo da literatura sobre o tema e¢ a descri¢do da
metodologia utilizada para obtencdo dos resultados. Os resultados e discussdo sdo apresentados
sob a forma de dois artigos cientificos que se encontram nos anexos:

e First report of Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) Type V in the
American continent.

e Molecular epidemiology and risks for Staphylococcus aureus and MRSA nasal carriage

in infants attending day-care centers in Brazil.



3. Objetivos

e Estimar a prevaléncia e fatores de risco associados ao portador nasal de S. aureus e

MRSA em criangas menores de cinco anos de idade de creches do municipio de Goiania.
e (Caracterizar por métodos de tipagem molecular os MRSA isolados;

e Avaliar o relacionamento genético entre as diferentes cepas MRSA circulantes em

creches do municipio.



4. Material e Métodos

4.1. Area e populacio de estudo

O estudo foi conduzido entre agosto e dezembro de 2005 em Goiania, capital do Estado
de Goias, situada na regido central do Brasil. Goidnia conta com 1.201.007 habitantes (MS,
DATASUS, 2005), e vem apresentando acelerado ritmo de crescimento ao longo dos ultimos dez
anos (IBGE, 2002). Uma vigilancia prospectiva de portadores de S. aureus e MRSA foi
conduzida com criangas de dois a cinquenta e nove meses de idade, atendidas em 62 das 70
creches (Centros Municipais de Educagdo Infantil - CMEIs) do municipio. Criangas foram
consideradas ndo elegiveis se tivessem tomado antibidtico nos ultimos sete dias. O protocolo do
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Regional do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias (HC/UFG) (processo n° 054/2005). O consentimento livre e esclarecido, por

escrito, foi obtido dos pais ou responsaveis pelas criangas.

4.2. Coleta de dados

Informagdes sobre as caracteristicas socio-demograficas da familia e potenciais fatores de
risco para S. aureus foram obtidas por meio de entrevistas com os pais ou responsaveis pela
crianga. Foram obtidas informagdes sobre idade da crianga, género, tamanho da familia, nimero
de irmaos, além de aspectos relacionados a satide como: ocorréncia de febre, uso de antibidtico
nos ultimos 30 dias, hospitalizacdo por alguma razdo nos ultimos trés meses, presenca de
pneumonia no més anterior e numero de episodios de otite média aguda (OMA) nos ultimos 12
meses. As entrevistas foram realizadas utilizando um formulario padronizado (Anexo). Os
pesquisadores foram previamente treinados para conducdo da entrevista e aplicagdo do

questionario.

4.3. Amostragem e tamanho da amostra

O total de criancas que frequentam os CMEIs compuseram a populagdo alvo do estudo.
Cada CMEI forneceu a lista com a relagdo nominal das criangas. A sele¢do foi realizada por
amostragem consecutiva, ponderada pelo tamanho da creche, até se alcancar o numero
amostrado para aquela creche. Baseado em estudos prévios (Creech et al., 2005; Hista et al.,

2005), estimou-se uma taxa de portador de S. aureus de 30%. Portanto, calculou-se que uma



amostra com 1.100 criangas seria suficiente para estimar riscos de colonizag¢do por S. aureus e
MRSA (prevaléncia estimada variando de 1 a 3%) com intervalo de 95% de confianga (efeito do

desenho = 1,5).

4.4. Coleta de swab nasal e procedimentos microbiologicos

Apds a obtencdo do consentimento dos pais ou responsaveis, duas enfermeiras treinadas
coletaram os swabs nasais os quais foram acondicionados em meio modificado de Stuart para
transporte (Medical Wire & Equipament, Corsham, UK) e encaminhado ao Laboratério de
Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica da UFG, para processamento
imediato. O isolamento foi realizado pela semeadura das amostras em agar manitol salgado
(Difco, Detroit, Mich.) e posterior incuba¢do a 37°C por 24-48 horas. A identifica¢do do S.
aureus foi realizada conforme metodologia padronizada por Brown e colaboradores (2005).
Colonias que apresentavam um halo amarelado pela fermentagdo do manitol e com morfologia
sugestiva de estafilococos (colonias lisas, redondas, cremosas, coloragdo variando de acinzentada
a amarelada) foram submetidas as provas de identificagdo de S. aureus. Estas provas incluiram
coloragdo de Gram, catalase, coagulase em tubo e DNAse. Todos os isolados coagulase e DNAse
positivos identificados como S. aureus foram inoculados em caldo TSB (Tripticase Soy Broth -

Difco) suplementado com 20% de glicerol e estocados a -80°C para provas adicionais.

4.5. PCR para deteccio do gene mecA

A deteccdo do gene mecA foi utilizada como marcador para identificagdo de MRSA. O
DNA gendmico foi extraido utilizando-se o método de extra¢do por fervura, com modificagdes
(Aires de Sousa et al., 2007). Os isolados MRSA foram inoculados em placas de TSA (Tripticase
Soy Agar — Difco) e incubados por 24 horas a 37°C. Trés a quatro colonias bacterianas foram
suspensas em 50 pL da solug@o tampao Tris-EDTA 1x (Tris 10mM, pH 7,5 ¢ EDTA 1mM, pH
8,0) com 1 pL de lisostafina (10 mg/mL) (Sigma, St. Louis, Mo, EUA). A suspensdo foi
aquecida a 95°C por 15 minutos € um volume de 150 pL de 4gua MiliQ esterilizada adicionado a
suspensdo. Apos uma centrifugacdo a 13.000 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi utilizado
como DNA template para a reacdo de PCR.

Os primers utilizados para amplificagdo do gene mecA foram:



MECA-P4: 5°- TCCAGATTACAACTTCACCAGG - 3’
MECA-P7: - 5’- CCACTTCATATCTTGTAACG -3’

A mistura de reagdo foi preparada em um volume final de 50 pL contendo tampdo de
reacdo (20 mM Tris-HCL, pH 8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCly); 80 uM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (ANTP) (MBI Fermentas, Hanover, MD); 0,25 uM de cada primer; 1
U de AmpliTaq DNA polimerase (Applied Biosystems) e 20 ng do DNA femplate. A reacdo de
amplifica¢do foi realizada no termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) seguindo o
programa: 4 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C, 1 minuto a
72°C e uma extensdo adicional de 4 minutos a 72°C. Os tubos de PCR foram mantidos a 4°C até
a sua analise por eletroforese.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
(Seakem LE, FMC) em tampao Tris-Borato-EDTA 1X por 30 minutos a 120V. O marcador de 1
kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi utilizado como padrao de peso molecular, o DNA da cepa
JP224, como controle positivo e agua MiliQ esterilizada como controle negativo. O gel foi
corado com brometo de etideo a 0,5 pg/mL visualizado e fotografado sob transiluminagdo

ultravioleta.

4.6. PCR para deteccio do gene femB

A amplificacdo do gene femB foi realizada para confirmar a espécie de todos os MRSA
isolados seguindo protocolo sugerido por Jonas e colaboradores (1999). As sequéncias dos
primers utilizados foram:

FemB1 (Fys): 5 — TTACAGAGTTAACTGTTACC - 3°

FemB2(Fy7): 5 — ATACAAATCCAGCACGCTCT -3’

O método de extracdo do DNA gendmico foi descrito no item 4.5. A mistura de reacdo
foi preparada em um volume final de 30 pL contendo tampao de reagdo (20 mM Tris-HCI, pH
8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,); 80 uM de cada ANTP (MBI Fermentas, Hanover, MD); 0,25
UM de cada primer; 1 U de Ampli7ag DNA polimerase (Applied Biosystems) ¢ 20 ng do DNA
template. Para a reagdo de amplificacdo utilizou-se o programa: 4 minutos a 94°C, 30 ciclos de
45 segundos a 94°C, 45 segundos a 50°C, 1 minuto a 72°C e uma extensdo adicional de 2

minutos a 72°C no termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany). Os tubos de PCR foram



mantidos a 4°C até o momento da eletroforese. A eletroforese dos produtos de amplificacdo foi
realizada em gel de agarose a 1% (Seakem LE, FMC) em tampao Tris-Borato-EDTA 1X por 90
minutos a 90V. Os géis foram visualizados apds coloracdo com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e

fotografados sob transiluminacéo ultravioleta.

4.7. Teste de suscetibilidade - Disco Difusio

Todos os MRSA identificados foram submetidos ao teste de disco difusdo, conforme
preconizado pelo CLSI (CLSI, 2007). Apos subcultivos em agar nutriente por 24 horas a 37°C,
um inéculo padrdo de 1,5 x 10° ufe/mL (metade da turbidez da escala 1,0 de MacFarland) foi
utilizado para a semeadura das placas de agar Miiller-Hinton com o auxilio de um swab estéril.
Sobre as placas ja inoculadas foram depositados discos de antimicrobianos. Os discos de
antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) utilizados foram: cefoxitina, oxacilina,
eritromicina, clindamicina, quinuspristina-dalfopristina, vancomicina, teicoplanina, linezolida,
sulfametoxazol-trimetoprim, penicilina, ciprofloxacina, gentamicina, cloranfenicol e rifampicina.
O controle de qualidade foi realizado com as cepas ATCC de S. aureus 25923 e 29213. A leitura
dos halos de inibi¢do foi realizada segundo os critérios do CLSI (CLSI, 2007).

A caracterizag@o molecular dos isolados identificados como MRSA foi conduzida sob a
orientagcdo da Professora Dra. Herminia de Lencastre no Laboratorio de Genética Molecular do
Insituto de Tecnologia Quimica e Biologica, Universidade Nova de Lisboa, Oeiras, Portugal, na
etapa do Doutorado sanduiche (Programa de Doutorado no Pais com Estagio no Exterior —

PDEE/CAPES —2366/01) no periodo de novembro de 2006 a julho de 2007.

4.8. PCR mulitplex para tipagem do SCCmec

O tipo de SCCmec foi determinado utilizando-se a metodologia de PCR multiplex
seguindo protocolo desenvolvido por Oliveira e colaboradores (2002). Foram selecionados oito
loci (A-H) baseados nas sequéncias do elemento mec previamente descritas (Ito et al., 1999; Ito
et al., 2001; Oliveira et al., 2001). O locus A esta localizado downstream ao gene pls, especifico
para o SCCmec tipo I; o locus B € um fragmento interno do operon kdp, o qual ¢ especifico para
0 SCCmec tipo II; o locus C é um fragmento interno do gene mecl presente nos SCCmec tipo Il e

IIT; o locus D é um fragmento interno da regido dcs, presente nos SCCmec tipo I, Il e IV; o locus



E estd localizado na regido entre o plasmideo pI258 e o transposon Tn554, especifico para o
SCCmec tipo I1I; o locus F, que também ¢ especifico para o SCCmec tipo 111, esta localizado na
regido entre o Tn554 e a jun¢do cromossomica direita (orfX); o loci G e H foram incluidos para
distinguir as variantes estruturais IA e IIIA, respectivamente; o locus G corresponde a jungao
esquerda entre a sequéncia de inser¢do IS43/ e o plasmideo pUB110, especifico para a variante
estrutural A devido a presenga de um fragmento de 381bp (inser¢do do pUBI110). O locus H
corresponde a jungdo esquerda entre a sequéncia de insercdo IS43/ e o plamideo pT181, permite
identificar a variante estrutural IIIA devido a auséncia do fragmento de 303bp neste tipo de
elemento.

Tabela 4: Seqiiéncia dos primers utilizados no PCR multiplex para determinagdo dos tipos de

SCCmec.

Locus Primer Sequéncia de Oligonucleotideos Tamanho do Especificidade
5°-3") amplicon (bp)

A CIF2F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 SCCmec tipo 1
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC

B KDPF1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 234 SCCmec tipo 11
KDPR1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

C MECIP2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 SCCmec tipos I e 111
MECIP3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC

D DCSF2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 SCCmec tipos I, Il e IV
DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG

E RIF4F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 SCCmec tipo 111
RIF4R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

F RIF5F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 SCCmec tipo 111
RIF5R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC

G 1S431P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 381 Diferenciacéo tipos I e IA
pUB110R1  GAGCCATAAACACCAATAGCC

H 1S431P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 303 Diferenciaggo tipos III e IITA
pT181RI1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC

mecA  MECAP4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 mecA (controle interno)

MECAP7 CCACTTCATATCTTGTAACG

Para a reacdo de amplificag¢@o foi utilizada uma mistura de reagdo de 50 pL com o Kit
GeneAmp PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) contendo: tampao de reagdo II 1X;
200 uM de cada ANTP; 400 nM dos primers CIF2 F2, CIF2 R2, MECI P2, MECI P3, RIF5 F10,
RIFS F13, pUB110 R1 e pT181 R1; 800 nM dos primers DCS F2, DCS R2, MECA P4, MECA
P7 e IS431 P4; 200 nM dos primers KDP F1, KDP R1, RIF4 F3, RIF4 R9; 1,25 U de AmpliTag
DNA polimerase ¢ 5 ng do DNA template. A reagdo de amplificagdo foi realizada no

termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) com os seguintes parametros: 4 minutos a



94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C, 1 minuto a 72°C e uma extensdo
adicional de 4 minutos a 72°C. Até o momento da eletroforese os tubos foram mantidos a 4°C.

Os produtos da reagdo de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% (Seakem LE, FMC BioProducts, Rockland, ME, EUA) em tampao Tris-Borato-
EDTA 0,5 X durante 2 horas a 100V. Posteriormente, o DNA foi corado em solug¢do aquosa de
brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizado sob transiluminag¢@o ultravioleta. Um marcador de
peso molecular de 1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi utilizado como padrdo de peso
molecular.

As cepas COL (SCCmec tipo I), PER34 (SCCmec tipo 1A), N315 (SCCmec tipo 1I),
ANS46 (SCCmec tipo III), HU25 (SCCmec tipo IIA) e MW2 (SCCmec tipo 1V) foram

utilizadas como controles positivos dos diferentes tipos de SCCmec.

4.9. PCR para deteccio do complexo gene ccr

As cepas MRSA que foram positivas pela reagdo de multiplex PCR para o SCCmec tipo
IV ou ndo tipaveis foram submetidas a detec¢do do complexo gene ccr pela técnica de PCR. As
sequéncias especificas dos primers utilizados para a amplificagdo dos alotipos dos genes ccr e
diferenciacdo dos tipos de SCCmec foram:

e ccrAB alotipo 2 (SCCmec tipo IV) (Okuma et al., 2002)

Be: 5’ - ATTGCCTTGATAATAGCCITCT - 3’
a2: 5’- TAAAGGCATCAATGCACAAACACT -3’

e ccrAB alotipo 4 (SCCmec tipo VI) (Oliveira et al., 2006b)

ccrAB4 F1: 5 - TCATCAATAAGTATGGAACG -3’
ccrAB4 R1: 5’ - TTTCTTGCGACTCTCTTGG - 3’
e ccrC alotipo 5 (SCCmec tipo V) (Milheirigo et al., 2007)

ccrCF2: 5 — GTACTCGTTACAATGTTTGG - 3’
ccrCR2: 5" - ATAATGGCTTCATGCTTACC - 3°
A extracdo do DNA gendmico seguiu o protocolo descrito no item 4.5. A mistura de

reacdo foi preparada em um volume final de 50 pL contendo tampao de reagdo (20 mM Tris-

HCI, pH 8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,); 80 uM de cada ANTP (MBI Fermentas, Hanover,



MD); 0,25 uM de cada primer; 1 U de Ampli7ag DNA polimerase (Applied Biosystems) e 20 ng
do DNA template. A reagdo de amplificacdo foi realizada no termociclador T1 (Biometra
Goettingen, Germany) utlizando o programa: 4 minutos as 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 55°C, 2 minutos a 72°C e uma extensao adicional de 10 minutos a 72°C. Os
tubos de PCR foram mantidos a 4°C até o momento da eletroforese. Como controles positivos
para a amplificacdo do fragmento de tamanho aproximado de 1 kbp do gene ccrAB2 foi utilizado
o DNA extraido da cepa N315, para a amplificagdo do fragmento de tamanho aproximado de 12
kbp do gene ccrAB4 foi utilizado o DNA extraido da cepa HDE288 e para a amplificagdo do
fragmento de tamanho aproximado de 449 bp do gene ccrC foi utilizado o DNA extraido da cepa

HU388. Em todas as reagdes utilizou-se dgua MiliQ esterilizada como controle negativo.

A eletroforese dos amplicons foi realizada em gel de agarose a 0,8% (Seakem LE,
FMC) em tampao Tris-Acetato-EDTA 1 X por 30 minutos a 120V. Como padrdo de peso
molecular foi utilizado um marcador de 1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA). O gel foi corado

com brometo de etideo a 0,5 pg/mL visualizado e fotografado sob transiluminagdo ultravioleta.

4.10. Analise do polimorfismo do DNA cromossomico por Eletroforese em Gel em Campo
Pulsado (PFGE)

O perfil de macrorrestricio do DNA cromossomico dos isolados MRSA foi determinado
pela técnica de eletroforese em gel em campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis —
PFGE) apo6s digestdo do cromossomo bacteriano com a enzima de restricdo Smal. Esta técnica
foi realizada segundo protocolo estabelecido por Chung e colaboradores (2000).

O isolado teste foi semeado em uma placa de TSA e incubado a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, uma colonia foi inoculada em 5 mL de TSB e incubada a 37°C por 18-24 horas,
sob agitacdo vigorosa. Apds esse periodo, uma aliquota de 500 pL da suspensdo celular foi
transferida para um tubo de microcentrifuga e centrifugado a 14.000 x g por 2 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado. O sedimento foi ressuspenso em 500 pL da solugdo
tampao Tris-NaCl (Tris 10mM, pH 8,0, NaCl 1M) e novamente centrifugado a 14.000 x g por 2
minutos. Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 200 pL de solucdo tampao Tris-NaCl e a
concentracdo celular ajustada com a mesma solugdo tampao pelo calculo da OD 40nm (Volagq

(uL) = OD x 40 x 210 — 210). Uma aliquota de 100 pL da suspensdo celular ajustada foi



homogeneizada com 100 pL de gel de agarose LPM 1,5% (SeaPlaque Low Melting Point
agarose, FMC BioProducts, Rockland, ME, EUA) para formacdo de pequenos blocos de gel
(plugs) contendo DNA cromossdmico.

Os blocos de gel foram incubados a 37°C por um periodo de 5 horas em solu¢do EC
(Tris 6mM, pH 8,0; NaCl 1M; EDTA 0,1M, pH 8,0; desoxicolato de sodio 0,2% e sodio
laurylsarcosina 0,5%) acrescida de uma solu¢do de lise composta por RNAse (50 pL/mL)
(Sigma, St. Louis, Mo, EUA), lisozima (100 pL/mL — Sigma) e lisostafina (50 pL/mL — Sigma).
Ap6s esse periodo, a solugdo EC-lise foi desprezada e os blocos de gel novamente incubados em
solu¢do ES (EDTA 0,5 M, pH 9,0 e sddio laurylsarcosina 1%) com Proteinase K (1 mg/mL)
(Roche, Basel, Sui¢a) por um peridodo minimo de 17 horas a uma temperatura de 50°C. Apds a
incubacdo, os blocos de gel foram lavados ( 5 lavagens com incubagdes de 30 minutos cada) com
a solugdo tampao Tris-EDTA (Tris 10mM, pH 7,5 ¢ EDTA ImM, pH 8,0) e armazenados nesta
solugdo a 4°C até serem submetidos a digestdo enzimatica e eletroforese.

Para cada isolado MRSA, o DNA contido no bloco de gel foi digerido com 1 pl da
enzima Smal (20U/pL) (New England Biolabs, Inc., EUA) em 40 pl do tampao de restricdo 1 X
e incubado a 25°C por uma noite. A eletroforese em campo pulsado foi realizada em gel de
agarose a 1% (SeaKem LE, FMC BioProducts, Rockland, ME, EUA), em solucdo tampao Tris-
Borato-EDTA 0,5 X (Tris 90mM, acido borico 90mM ¢ EDTA 2mM) no sistema CHEF DRII
(Bio-Rad Laboratories, CA, EUA). Para a resolucdo dos fragmentos de restricdo foi utilizado
corrente alternando com intervalos de pulso de 5 a 35 segundos a 6 V/cm e temperatura de
11,3°C por 23 horas. Apds, os géis foram corados em solugdo aquosa contendo 0,5 pL/mL de
brometo de etideo durante 30 minutos, descorados em agua destilada por mais 1 hora,
fotografados sob transiluminag¢do com luz ultravioleta e capturados com o sistema Molecular
Imager GelDoc XR (Bio-Rad). As fotos foram digitalizadas e armazenadas como arquivo TIF
para analise posterior. Foi utilizado como padrdo de peso molecular Lambda DNA ladder PFGE
(New England Biolabs, Ipswich, MA) posicionado na primeira e ultima coluna de cada gel e 3
copias da cepa de referéncia S. aureus NCTC 8325 (numero de acesso GenBank CP000253)
posicionadas a cada 6 isolados MRSA, em todos os géis de PFGE. Para finalidade de
comparagdo, também foram incluidos nos experimentos, representantes dos clones MRSA
internacionais listados na tabela 5.

A andlise do perfil dos fragmentos de macrorrestriccdo resultantes foi inicialmente

realizada por inspegdo visual segundo os critérios sistematizados por Tenover e colaboradores



(1995): (i) cepas geneticamente indistinguiveis, quando as cepas apresentaram perfil de
restricdo com o mesmo numero de bandas e correspondéncia de tamanho entre elas; (ii) cepas
estritamente relacionadas, quando as cepas diferiram em duas a trés bandas nos perfis de
restricdo; (iii) cepas possivelmente relacionadas, quando as cepas diferiram em 4 a 6 bandas
nos perfis de restri¢do e (iv) cepas nao relacionadas, quando as cepas diferiram em sete ou mais

bandas nos perfis de restrigao.

Tabela 5: Clones internacionais de MRSA utilizados para comparagdo por PFGE com os MRSA

isolados das criangas de creche do municipio de Goiania.

Referéncia Clone SCCmec MLST spa type
HU25 Clone Epidémico Brasileiro 1A ST239 t138
BK2464 Clone Nova lorque/Japao I STs t002
HDE288 Clone Pediatrico v STS t214
HAR38 Clone Berlim v ST45 t004
HAR24 EMRSA-15 v ST22 t022
HPV107 Clone Ibérico 1A ST247 t051

Adicionalmente, os géis de PFGE foram utilizados como imagens preto e branco
invertidas de 8 bits e processados pelo programa BioNumerics (versdo 5.0; Applied Maths,
Ghent, Belgium). O processo de normalizag@o intra e inter géis foi padronizado com a cepa de
referéncia S. aureus NCTC 8325, que apds digestdo com a enzima de restricdo Smal produz
bandas visiveis entre 674 kb e 9 kb. Todas as bandas dos isolados MRSA situadas acima da
maior banda (674 kb) e abaixo da menor banda (9 kb) da NCTC 8325 foram excluidas da
analise. A constru¢do do dendrograma, para avaliar a relacdo genética entre as cepas foi realizada
utilizando-se o coeficiente de similaridade de Dice (Dice, 1945), baseado na posi¢do e presenga
das bandas e no algoritmo de anélise filogenética UPGMA (Unweighted Pair-Groups Method)
através de agrupamentos por médias ndo ponderadas (Sneath and Sokal, 1973). Os parametros de
otimizagdo e tolerancia foram utilizados com os respectivos valores, 0,7 ¢ 1,0%. Cada cluster de
isolados foi definido como um grupamento de perfis (n > 2) apresentando um coeficiente de

similaridade acima de 80% (Carrico et al., 2005).



4.11. Multilocus Sequence Typing (MLST)

Todas as cepas MRSA foram caracterizadas pela técnica de MLST conforme protocolo
desenvolvido por Enright e colaboradores (2000). O método baseia-se no sequenciamento dos
fragmentos internos (~450bp) de regides altamente conservadas de sete genes conservadores
(housekeeping) especificos para a espécie Staphylococcus sp. Os pares de primers utilizados para

os sete genes foram descritos a seguir:

Tabela 6: Sequéncias dos primers utilizados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Gene Primer Sequéncia (5’ - 3°)
Carbamato quinase (arcC) arc-F CCTTTATTTGATTCACCAGCG
arc-R AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
Shikimato desidrogenase (aroFE) aro-F ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
aro-R GGTGTTGTATTAATAACGATATC
Glicerol quinase (g/pF) glp-F CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
glp-R TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
Guanilato quinase (gmk) gmk-F ATCGTTTTATCGGGACCATC
gmk-R TCATTAACTACAACGTAATCGTA
Fosfato acetiltransferase (pta) pta-F GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
pta-R GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
Triosefosfato isomerase (#pi) tpi-F TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
tpi-R TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
Acetil coenzima A acetiltransferase (ygil) yqi-F CAGCATACAGGACACCTATTGGC
yqi-R CAGCATACAGGACACCTATTGGC

Para a extragdo do DNA gendmico das cepas MRSA foi utilizado o protocolo descrito
no item 4.5. A mistura de reagdo foi preparada em um volume final de 50 uL contendo tampao
de reagdo (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,); 80 uM de cada ANTP (MBI
Fermentas, Hanover, MD); 0,25 uM de cada primer; 1 U de Ampli7ag DNA polimerase
(Applied Biosystems) e 20 ng do DNA template. A reagdo de amplificacdo foi realizada no
termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) seguindo o programa: 4 minutos a 94°C, 30
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C e uma extensdo adicional

de 10 minutos a 72°C. Os tubos de PCR foram mantidos a 4°C até o momento da eletroforese.



Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
(Seakem LE, FMC) em tampao Tris-Acetato-EDTA 1 X por 30 minutos a 120V. O marcador de
1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi utilizado como padrdo de peso molecular. O gel foi
corado com brometo de etideo a 0,5 pg/mL visualizado e fotografado sob transiluminagdo

ultravioleta.

Ap6s a eletroforese, os produtos de PCR positivos para cada gene foram purificados com
o kit High Pure PCR Product Purificant (Roche, Basel, Suiga). O sequenciamento dos produtos
purificados com os pares de primers (2 pmol/uL) utilizados na amplificagdo inicial de cada gene

foi realizado pela empresa Macrogen, Koreia (http://dna.macrogen.com). As sequéncias de

DNA obtidas foram analisadas com o auxilio do software DNAStar (Lasergene, Madison, Wis.).

As sequéncias consensos resultantes foram submetidas ao servidor MLST (http:/www.mlst.net)

que para cada locus atribuiu um nimero de alelo distinto. Um perfil alélico foi gerado com os

alelos de cada um dos sete genes e o sequence type (ST) determinado.

4.12. spa typing

A regido polimorfica X - regido de pequenas sequéncias de repeticdo de nimero
variavel — no final da por¢do 3’ do gene da proteina A (spa) foi determinada para as cepas
MRSA de acordo com os protocolos previamente estabelecidos (Harmsen et al., 2003; Koreen et
al., 2004). Para a amplificagao da regido X foram utilizados os primers:

Spa 113F: 5°- TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC - 3’

Spa 1514R: 5° - CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT - 3’

A extracdo do DNA gendmico foi realizada como descrito no item 4.5. A mistura de
reacdo foi preparada em um volume final de 50 pL contendo tampao de reagdo (20 mM Tris-
HCIL, pH 8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,); 80 uM de cada ANTP (MBI Fermentas, Hanover,
MD); 0,25 uM de cada primer; 1 U de Ampli7Tag DNA polimerase (Applied Biosystems) e 20 ng
do DNA template. O termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) foi programado com os

parametros 5 minutos a 80°C, 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C, 90 segundos



a 72°C e uma extensdo adicional de 10 minutos a 72°C para a reacdo de amplificagdo. Os tubos

de PCR foram mantidos a 4°C, até o momento da eletroforese

Como controle positivo da reacdo de amplificag@o foi utilizado o DNA extraido da cepa
SAMS 991, como controle negativo agua MiliQ esterilizada e como padréo de peso molecular o
marcador 1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os amplicons resultantes foram resolvidos com
eletroforese em gel de agarose a 0,8% (Seakem LE, FMC) em tampao Tris-Acetato-EDTA 1 X
por 1 hora a 90V. O gel foi corado em solu¢do aquosa de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

visualizado e fotografado sob transiluminacdo ultravioleta.

Os produtos de PCR que amplificaram a regido X foram purificados com o kit High Pure
PCR Product Purificant (Roche, Basel, Suica) e enviados com os respectivos primers para a
Macrogen para sequenciamento. A analise das sequéncias obtidas foi realizada com o software
Ridom Staphtype (versdo 1.5.13, Ridom, Alemanha). Os repeats que compdem a regido
polimérfica X e que definem um spa type podem apresentar 21, 24 ou 27 bp. Cada repeat difere
um do outro por pelo menos um evento de mutagdo pontual. Baseado no valor qualitativo de
cada base no eletroferograma da sequéncia, o software constroi uma sequéncia consenso
resultante de ambas as dire¢des, detecta automaticamente os spa repeats € atribui um spa type

(numérico).

4.13. PCR para deteccio do gene [ukS-F, codificador da Leucocidina de Panton-Valentine
(PVL)

Todas a cepas de MRSA foram investigadas para a detec¢do do marcador de viruléncia
PVL. Os primers utilizados para a amplificacdo do gene /ukS-F foram sintetizados a partir de
sequéncias de DNA gendmico depositadas no banco de dados GenBank (numero de acesso
GenBank AB006796) (Lina et al., 1999). As sequéncias dos primers utilizados foram:

PVLI1: 5 - ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA- 3’

PVL2: 5°- GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC -3’

O método de extragdo do DNA gendmico foi descrito no item 4.5. A mistura de reacao
foi preparada em um volume final de 50 pL contendo tampao de reagcdo (20 mM Tris-HCI, pH
8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,); 80 uM de cada INTP (MBI Fermentas, Hanover, MD); 0,25



uM de cada primer; 1 U de Ampli7ag DNA polimerase (Applied Biosystems) e 20 ng do DNA
template. Para a reag@o de amplificagdo utilizou-se o programa: 5 minutos a 94°C, 25 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C e uma extensdo adicional de 7
minutos a 72°C no termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) . Os tubos de PCR foram
mantidos a 4°C até o momento da eletroforese. O DNA da cepa MW2 foi utilizado como
controle positivo, dgua MiliQ esterilizada como controle negativo e marcador de lkb plus
(Invitrogen, Carlsbad, CA) como padrdo de peso molecular. A eletroforese dos produtos de
amplificagdo foi realizada em gel de agarose a 1,5% (Seakem LE, FMC) em tampao Tris-
Acetato-EDTA 1 X por 1 hora a 120V. A colorag¢io com brometo de etideo (0,5 pg/mL), os géis

foram visualizados e fotografados sob transiluminagao ultravioleta.

4.14. Analise de dados

A base de dados foi construida com o programa Epilnfo Windows 3.2 e os possiveis
fatores de risco foram analisados utilizando o software SPSS v.15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). A idade foi estratificada em grupos de <23 meses e >23 meses. Isolados com resisténcia
a pelo menos duas classes de antimicrobianos em adi¢do aos B-lactdmicos foram definidos como
MRSA multirresistentes. Para a comparagdo das medianas da idade foi utilizado o teste Kruskal-
Wallis. Regressao logistica foi usada para analisar os fatores de risco associados ao portador de
S. aureus. Os resultados foram apresentados como odds ratio (OR) com intervalo de 95% de
confianga (IC 95%). Todas as variaveis com valor de p menor que 0,05 na analise univariada
foram incluidas no modelo multivaridvel para identificar fatores independentemente associados
ao portador de S. aureus. O nivel de probabilidade de 0,05 (bi-caudal) foi utilizado para

determinar a significancia estatistica.



5. Conclusoes
o A populacdo pediatrica estudada apresentou taxa de colonizag@o nasal de 31,1% e 1,2%
para S. aureus e MRSA, respectivamente;

. Os fatores significativamente associados com colonizagdo nasal de S. aureus em criangas

de creches do municipio foram idade acima de 2 anos e ter frequentado outra creche;
o Alto grau de escolaridade da mae foi fator protetor para colonizag¢do nasal com S. aureus;

o Detectou-se uma linhagem genotipica predominante (ST239-MRSA-IIIA) entre os
MRSA isolados a qual compartilha mais de 80% de similaridade genética com o clone epidémico

brasileiro;

o SCCmec tipo V foi detectado em um isolado MRSA, sendo esta a primeira descricdo no

Brasil.
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