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Sonhar
Mais um sonho impossivel
Lutar
Quando é facil ceder
Vencer o inimigo invencivel
Negar quando a regra é vender
Sofrer a tortura implacéavel
Romper a incabivel prisdo
Voar num limite improvavel
Tocar o inacessivel chdo
E minha lei, é minha questéo
Virar esse mundo
Cravar esse chéo
N&o me importa saber
Se é terrivel demais
Quantas guerras terei que vencer
Por um pouco de paz
E amanh@, se esse chéo que eu beijei
For meu leito e perdéo
Vou saber que valeu delirar
E morrer de paix&o
E assim, seja 14 como for
Vai ter fim a infinita aflicdo
E o mundo vai ver uma flor
Brotar do impossivel chdo

Sonho Impossivel - Chico Buarque



RESUMO

OLIVEIRA, W.L.M. Avaliacdo da patogenicidade e daeecanismo de resisténcia a
meticilina em amostras dé&taphylococcusspp. Tese (Doutorado em Ciéncias
Biologicas) — Programa de Pés Graduacdo em Ciéria®gicas, Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2013.

Os estafilococos fazem parte da microflora da gelucosa humana e podem se
comportam como patdgenos oportunisté&taphylococcus aureu® a espécie
responsavel por grande numero de infeccdes prinogpae em ambiente hospitalar
devido a diversidade de fatores de viruléncia dugga. StaphylococcusCoagulase
Negativo (SCN) vem se destacando como patégenccipaimente associado a
colonizacdo de biomateriais utilizados em procedioge médicos. Como agravante
essas bactérias tém capacidade de adquirir meaanisde resisténcia aos
antimicrobianos. Neste trabalho analisamos mecasisie patogenicidade (producao
de biofilme e presenca de genes toxigénicos) stéesiia a meticilina (classificacdo do
cassete SC@ec e producdo de PBP2a) e@taphylococcusspp. de infeccdes
nosocomiais de um hospital universitario da ciddeeRecife, Pernambuco, Brasil. A
maioria das amostras & aureuse SCN revelaram-seaAD positivas e produtoras de
biofilme no meio Agar Vermelho Congo-AVC. O lottgCB que codifica g-toxina

foi encontrado em 42/45 (93,9%) aureuse 24/49 (49%) SCNukSF que codifica a
leucocidina de Panton-Valentine-PVL, em 13/45 (28,%. aureuse 06/49 (12%)
SCN; etst que codifica a toxina da sindrome do choque téXi88T-1, foi encontrada
em trés das 45 amostras 8e aureuse uma das 49 amostras de SCN analisadas.
Sessenta e oito dos 84 isolados analisados forassifittados nos seguintes tipos de
SCQmec SCamectipo Il (17%), SC@nectipo Il (26%), SC@nectipo IV (34,5%) e
SCQamectipo V (3,5%); em 19% dos isolados o tipo do $&Cnao foi determinado e
nomeados como S@acN&ao Definido (ND). 61% da populagdo estudada oevsk
resistente a oxacilina e 39% sensivel nos teste€aheentracdo Inibitoria Minima
(CIM) e MHA suplementado com oxacilina e a presetdgaPBP2a foi detectada por
Western blotcom antissoro anti-PBP2a em 76% dos isolados. &mclesdo foram
encontrados 0s genes gdoxina e da leucocidina de Panton-Valentine e eloegdo
choque téxico em SCN. A presenca de genes toxigéne genes associados
epidemiologicamente com cepas da comunidade, eas cgsocomiais de SCN, sugere
transferéncia horizontal de genes e representamporiante incremento do potencial
patogénico dos SCN no ambiente hospitalar. Foi detredo que a presenca dos genes
icaAD néo esta diretamente associada a formacéo diént@oem testes fenotipicos
(AVC e PCT), embora o meio AVC seja mais eficazsaedeterminacdo que o teste em
PCT, principalmente se otimizado pela substitug@a@omponentes na sua formulacao
(meios basicos e fonte de acucar) e no indculdémgntacdo com glicose e NaCl). A
diversidade de elementos S@Ec e a ocorréncia de linhagens clonais associadas
epidemiologicamente com a comunidade em ambiersgitatar sugere que isolados de
SCN podem atuar como reservatorios de elementosm@€Contribuindo para
emergéncia de novos clones meticilina resistentesrembora com a dissolucdo da
classificacdo de cepas comunitarias e nosocomiais.

Palavras chavesStaphylococcuysviruléncia, SC@eg PBP2a



ABSTRACT

OLIVEIRA, W.L.M. Evaluation of the mechanism of pafenicity and methicillin
resistance irstaphylococcuspp. Thesis (Doctorate in Biological SciencesyegPama
de PoOs Graduacdo em Ciéncias Biologicas, Univatsidaederal de Pernambuco,
Recife, 2013.

Staphylococci are usually present in the human skih mucosa microflora but can
behave as opportunistic pathogeBtaphylococcus aurewspecies harbors a diversity of
virulence factors and is responsible for a numkiehaspital infections. Coagulase
negativeStaphylococcu¢CoNS) has been emerging as a pathogen primasiycaated
with biomaterials used in medical procedures. Farrtiore, these bacteria are capable
of acquiring antimicrobial resistance mechanismghis work we studied pathogenicity
(biofilm production and presence of toxigenic ggnesid methicillin resistance
(SCQmeccassette classification and PBP2a production) am@shs inStaphylococcus
spp., originated from nosocomial infections fromuaiversity hospital in Recife,
Pernambuco, Brazil. Most samples proved to it®AD, positive, 71% of them
produced biofilm on Congo red agar medium-CRA (82/dnd 38% in tissue culture
plates-TCP (17/45). Thilg locus coding fory-toxin was found in 42/45 (93.9983.
aureusand 24/49 (48%) CoN3k coding for the Panton-Valentine leucocidine-PVL in
13/45 (28.9%)S. aureusand 06/49 (14%) CoNS; anst coding the toxic shock
syndrome toxin, TSST-1, was found in three ofSt5aureusamples and one of the 49
CoNS samples analyzed. Of the 84 isolates 68 wassified into the following types
of SCOnectypes: SCectype Il (17%), SC@ectype lll (26%), SCahectype IV
(34.5%) and SCectype V (3.5%). The SC@Gectype was not determined in 19% of
the isolates and they were named &@Cundefined. 61% of the studied population
revealed oxacillin resistant and 39% sensitive ublo Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Muller Hinton agar-oxaailliesting; and the presence of
PBP2a was detected by Western blot with anti-PBR2&erum in 76% of the isolates.
In conclusion, in this study, thetoxin, PVL and toxic shock syndrome toxin genes
were reported for the first time in CoNS. The preseof toxigenic and community
epidemiologically associated genes in nosocomidN&atrains suggests horizontal
gene transfer and represents an important incigasirthe pathogenic potential of
CoNS in the hospital environment. It was demonsttdahat the presence of tleaAD
genes do not correspond to biofilm production irerptypic tests (CRA and TCP),
besides CRA is more effective than TCP ifowvitro biofilm production detection. The
CRA can be further optimized by substitutions & @omponents formulation (basic
media and sugar source) and using an inoculum somgpited with glucose and NacCl.
The diversity of SC@ec elements and the occurrence of clonal lineages
epidemiologically associated with the communityhimspitals suggest that CoNS can
act as SC@ecelements reservoir contributing to the emergerfceewv methicillin-
resistant clones and confirms the dissolution & tlategorization of Staphylococci
isolates in nosocomial and community-acquired 3$ai

Keywords: Staphylococcysvirulence, SC@iec PBP2a
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1.INTRODUCAO



Os Staphylococcuspp, embora estejam colonizando pele e mucosards se
humanos e outros animais, comportam-se como paiégeportunistas responsaveis
por complicacdes infecciosas, utilizando diferemesanismos que facilitam a invasdo
e evasao do sistema imune, no organismo do hospedei

Entre as espécies patogénicas human&sapghylococcus aureutestaca-se por
apresentar varios fatores de viruléncia e possig@reshtes mecanismos de aquisi¢cao de
resisténcia aos antimicrobianos. &taphylococcu€oagulase Negativos (SCN) embora
possuam um estilo de vida comensal ou saprofiigro,emergido como um importante
patdgeno humano, devido a sua implicacdo em nuoeroasos de infeccoes em
ambito hospitalar, especialmente as associadasomat®riais implantados, e na
comunidade.

A aquisicdo de mecanismos de resisténcia aos anbipinos ventonstituindo
um grande desafio no tratamento e controle dasgdés estafilococicas. A resisténcia
a meticilina é particularmente preocupante, uma ¢@e inviabiliza a terapia com
qualguer outro antibiético da classe dégactamicos. Os estafilococos meticilina
resistentes tém sido o principal responsavel ptecgbes no ambiente hospitalar,
conhecidos como HA-MRSHpspital Acquired—Methicillin Resistance Staphylomaog
e com infec¢cdes nado relacionadas a hospitalizadifass da comunidade e nomeados
como CA-MRS Community Acquired-Methicillin Resistance Staphytotis.

Cepas HA-MRS sao epidemiologicamente e clinicameifexrentes de cepas
CA-MRS. Isso porque as cepas HA-MRS sdo geralmemiétidroga resistentes,
enquanto que as cepas CA-MRS possuem resisténomlimitado nimero de drogas.
Além das cepas CA-MRS carrearem diferentes tipagedes de viruléncia.

Amostras de Staphylococcusspp apresentando resisténcia a meticilina e
responsaveis por complicacbes infecciosas decerrafd expressdo dos seus
mecanismos de viruléncia sdo frequentemente iselata hospitais da cidade de
Recife. Contudo, os estudos referentes aos aspeutteculares dessa resisténcia e
viruléncia sdo escassos. O presente trabalho estudoanismos de patogenicidade e
de resisténcia a meticilina em isoladosStaphylococcuspp oriundos de processos
infecciosos nosocomiais de um hospital univergit@ta cidade de Recife, afim de

aprofundar a compreenséao sobre o tema.



2.OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar relevantes aspectos da patogenicidadesisténcia a meticilina

através de métodos fenotipicos e moleculares eladiz® de Staphylococcusspp

associadas a infeccéo hospitalar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Investigar os genes de viruléntilCB, IuKSF e tst que codificamy-toxina
leucocidinas e toxina do choque toxico, respectevaiey em isolados de.
aureuse SCN resistentes a meticilina.

Investigar a presenca dos gemasA e icaD e comparar com a expressao
através da habilidade em produzir biofilme.

Determinar o tipo de SQfiec e avaliar a susceptibilidade a oxacilina

comparando com a expressao de PBP2a.



3. REVISAO DA LITERATURA



3.1 O génerdstaphylococcus

O géneraStaphylococcu$az parte da familia Staphylococcaceae e compeeend
atualmente 47 espécies e 24 subespécies. Sdo camaumstureza, considerados
comensais presente em glandulas da pele e mucasardderos e aves. Fazem parte
da microbiota humana, embora, sejam responsaveis irdeccbes oportunistas
significativas (EUZEBY, 2012).

Em esfregacos de material bioldgico corado peloodtétde Gram, os
estafilococos apresentam-se como cocos gram-pmsitle aproximadamente 1um de
diametro (figura 1la), que podem estar isoladososupares, mas na maioria das vezes

agregados formando estruturas em forma de cacipg#FLb) (PLATA et al. 2009).

Figura 1 - Caracteristicas microscopicas do géri&gaphylococcus

/

a
L

Fonte: www.sciencephoto.com

Staphylococcuspp ndo formam esporos, embora possam permaneseisv
por longos periodos em fémites; crescem em meiosuse como caldo ou agar
simples, pH 7, com temperatura 6tima de 37°C. Toowsmembros deste género
formam col6nias de aspecto cremoso em agar notraiv colénias podem apresentar-se
douradas ou esbranquicadas (Figura 2) e em meio sag@gue de carneiro podem
apresentar uma zona hemolitica circundante. A pigsgéo dourada é devida a
producdo de carotendides que protegem a bactéracd@la oxidante produzida pelo
sistema imune do hospedeiro e pode ser consideradator de viruléncia (PLATA et
al. 2009).



Figura 2 - Caracteristicas macroscopicas do gén&taphylococcus A
esquerda: coldnias d®. aureusprodutoras de pigmento dourado. A direita: colénia

esbranquicadas d&& epidermidis

Fonte: www.healthhype.com

Os Staphylococcusppséao anaerobios facultativos em sua maioria; a oedga
catalase € positiva e a presenca da coagulase daidnomicamente o género em dois
grupos: 0s coagulase positivos, capazes de coagutd@asma sanguineo, como por
exemplo das espécieStaphylococcus aureuse 0s coagulase negativos que sao
incapazes de coagular o plasma sanguineo comxempéo a espéciStaphylococcus
epidermidis(BASTOS et al. 2010).

As espécies do género apresentam tolerancia acaltaentracdes de Cloreto de
Sadio. O meio agar manitol-salgado é usado panm@scimento seletivo d8. aureus
uma vez que a espécie fermenta o manitol, prodazawdo latico. Entretanto, o
crescimento neste meio € considerado um testerpiesie deve ser complementado
pelo teste de coagulase em tubo, desde que algespésies de SCN também sédo
fermentadoras do manitol (PLATA et al. 2009).

3.1.1Staphylococcus aureus

Os S. aureuspode tanto manter um comportamento simbidntico @@
hospedeiro sem causar doengas, como agir como goatdg causar numMerosos
processos infecciosos que incluem desde infecc&meas relativamente simples
(celulite, impetigo e abscessos), até doencasssi6 potencialmente fatais como a
sindrome do choque toxico e a sindrome da pelddesiza (CASEY et al. 2007;
GORDON; LOWY, 2008).



Os S. aureug uma das principais causas de infec¢cdes no ataeliespitalar e
na comunidade, com altos indices de morbidade ¢ahdade. Embora seu principal
habitat seja a nasofaringe, sendo encontrados ma de 20-30% de individuos sadios,
outros sitios também podem ser colonizados comasaxiirilha e trato gastrointestinal
(GORDON; LOWY, 2008; LECLERCQ, 2009). Independedte sua capacidade de
causar doenca$, aureuse um importante patégeno, devido sua notavel idalli¢ para
desenvolver resisténcia aos antimicrobianos (PLATAI. 2009).

3.1.2Staphylococcus Coagulase Negativo

Os Staphylococcugoagulase Negativos formam um grande grupo, delfdro
género, formado por 32 espécies que podem serocai@gps com base na sua
susceptibilidade a novobiocina (HUEBNER; GOLDMANK999; VON EIFF et al.
2002) Geralmente nédo é realizado a identificac& SIGN ao nivel da espécie. Isso
porgue, ndo ha uma clara associacdo de certa®siesiclinicas especificas a espécie
de SCN (HUEBNER; GOLDMANN, 1999).

Os SCN foram por muito tempo considerado simplesetsais da pele, sendo
reportados como contaminantes externos de hemoasiltiurante a coleta de sangue
(KLOSS et al. 1994). Entretanto, este grupo vendearonsiderado como patdgenos
emergentes, reconhecidos como causadores de mredeirciosos de pds-operatério
oftalmoldgico, endocardites de valvulas nativas ¢puostéticas, pneumonias,
osteomielites e feridas cirargicas em infec¢cdegitalares (LONGAUEROVA, 2006;
O’'GARA; HUMPHREYS, 2001; VOUNG; OTTO, 2002).

Os SCN séo menos virulentos gB8e aureus,mas podem causar infecgcbes
subagudas ou cronicas e sua patogenicidade estéipptmente relacionada a
capacidade de produzir biofilme (LONGAUEROVA; 2008)UNG; OTTO, 2002).

3.2 Fatores de viruléncia

3.2.1 llhas de patogenicidade

As ilhas de patogenicidade estafilocécicas ou S@Risnglés:Staphylococcal
Pathogenicity Islands sdo elementos cromossomais moveis que albergamesge
codificantes de toxinas. Ja foram identificadae &mtilias conservadas de SaPls®m
aureus vSal (SaPlIl e SaPI3)Sa2 (SaPlbovySa3,vSa4 (SaPI2)ySa, vS& e vSay;

e uma emS. epidermidisvSey. O prototipo dessa familia, @¥Sal, possui genes



codificantes de superantigeno e enterotoxinasafhslihsvSan e vS&3 possuem genes
para superantigeno e leucocidinas (GAL-MOR; FINLAXQ06; GILL et al. 2005;
LINDSAY; HOLDEN, 2004; NOVICK, 2003).

Além das ilhas de patogenicidade, ha diferentesagos no genoma d§.
aureusque albergam varios genes que codificam toxings.e&enca dos genigg e de
sitios att em ilhas de patogenicidade 8e aureusapontam para uma intima relacdo
entre ilhas de patogenicidade e bacteri6fagoscandio que diferentes ilhas nesta
espécie tém sido adquiridas na forma de fagos (GORD.OWY, 2008; SCHMIDT;
HENSEL, 2004,). Baba et al (2002) classificou tpésfagos,®Sal,dSa2 edSa3,
responsaveis por importantes genes de virulén@aemplo dobPSa2 que transporta o

geneluk, responsavel pela Leucocidina de Panton-Valentine.

3.2.2 Exotoxina

As exotoxinas sdo proteinas tdxicas produzidas pélala bacteriana e
disseminadas de um determinado sitio de infeccém atras regides do organismo,
onde exercem efeitos danosos (MADIGAN et al. 2010).

As toxinas citoliticas ou citotoxinas sdo exotogimgue promovem danos a
membrana citoplasmatica através da formacao despgue levam a saida do contetdo
citoplasmatico e a lise, resultando em morte celfaATA et al. 2009). C5. aureus
produz quatro citotoxinas conhecidas como hemalssiralfa-, beta-, gama- e delta-
toxina. A alfa toxina possui acdo citotoxica conteaicocitos polimorfonucleares,
plaquetas e eritrocitos humanos, além de acdo ehecnatica que parece envolvida na
formacdo de abscessos, caracteristicos das infecpoe S. aureus (CUNHA,;
CALSOLARI, 2008; PLATA et al. 2009). A beta toxiatéua contra a esfingomielina da
camada externa de fosfolipidios da membrana desd@tos e outras células. Sua
atividade hemolitica aumenta apds exposicdo a ¢fma de temperatura, sendo
conhecida como hemolisina “quente-fria”. A deltaina tem acdo surfactante sobre a
membrana plasmatica provocando lise celular e també&apaz de ativar a adenilato
ciclase com producédo de AMP ciclico, acdo partroudgnte importante nos quadros de
diarréia por estafilococos (CUNHA; CALSOLARI, 2008A\Iguns isolados deS.
epidermidisproduzem uma delta toxina com alta homologia tadekina deS. aureus
e dotada de atividade citotoxica contra eritrocikosutras células. A gama toxina,

possui acdo pré-inflamatéria sendo capaz de lmsacdcitos e eritrécitos (CUNHA;



CALSOLARI, 2008). A gama toxina é formada pela combdo de trés proteinas
codificadas peldocushlgACB (HIgA, HIgC e HIgB) (FOSTER, 2005).

Além das hemolisinass. aureusproduz leucocidinas, exotoxinas que também
exercem efeito toxico direto sobre a membrana delase do hospedeiro, no caso
leucécitos. Sao descritas trés leucocidinas: Ladowc de Panton Valentine (PVL, do
inglés: Panton-Valentine LeucocidinLeucocidina E/D e Leucocidina M/F semelhante
a Panton Valentine.

A PVL, assim como as demais leucocidinas, € umé&ima bi-componente,
composta por duas proteinas, LUkS-PV e LukF-PVificadas peldocuslukSF, cujos
alvos sdo células mononucleares e polimorfonudearemanas. Cerca de 5% dos
isolados clinicos dé&. aureuspossuem o genkelk (PREVOST et al. 1995), estando
envolvidos com doencas graves em criancas e adjdieens sem historico de
hospitalizacdo, geralmente apresentando um quadiafeccéo primaria de pele, como
furunculose que pode evoluir rapidamente, por \@andtogénica para pneumonia
necrosante (CUNHA; CALSOLARI, 2008; PLATA et al.G9).

A y-toxina e a PVL possuem acao sinérgica. As trégefmras da-toxina, que
apresentam cada uma delas, um peso moleculara@ad@i32 a 35kDa, interagem com
uma das duas proteinas de leucocidina (com pesecoial de 32 a 34kDa), formando
trés combinacdes possiveis (LukS-PV+HIgB, LukF-Pigi LukF-PV+HIgC), todas
com atividade bioldgica. (KONEMAN, 2008; LINA et d1999).

3.2.3 Superantigenos

Toxinas estafilocécicas denominadas superantigeanstituem um grupo de
proteinas imunoestimulatérias relacionadas a psosede gastroenterites e quadros de
choque toxico. Sao termoestaveis e resistentesotegses, o que lhes permitem
atravessar o trato gastrointestinal sem perdeivelade, especialmente nos casos de
doencgas transmitidas por alimentos. Essas toxioasaim um complexo unindo as
moléculas do MHC (Complexo Principal de Histoconipkdade) de classe Il das
células apresentadoras de antigenos e seu respesteptor na superficie das células
T, mimetizando a apresentacdo de antigenos realfgds células apresentadoras. Este
complexo induz a intensa proliferagdo das célulagoliclonais, resultando em
producdo e liberacdo massiva de citocinas, quendadeiam uma intensa resposta
inflamatoria, dano tecidual, extravasamento doeamhd capilar, hipotensdo, congestao

de varios o6rgaos, tetania e choque letal. A funpdmaria desses superantigenos é



debilitar o sistema imune do hospedeiro, permitiadpropagacédo do patdégeno e o
progresso da doenca. Nesse grupo de toxinas estgigadrados diversos tipos
sorologicos de enterotoxinas, relacionadas comscdsointoxicagcdo alimentar e a
Toxina 1 da Sindrome do Choque Toéxico (TSST-1)pkmda na Sindrome do Choque
Toxico Estafilocécica e codificada pelo getst (CUNHA; CALSOLARI, 2008;
PLATA et al. 2009).

3.2.4 Biofilme

Biofilmes bacterianos desempenham um papel imperem diversas infecgoes
cronicas, especialmente aquelas associadas a kraismimplantados como catéteres,
sondas e valvulas cardiacas (APARNA; YADAV, 2008G8RA, 2007).

O processo de formagéo do biofilme requer doigyestaa adesdo da bactéria a
superficie inerte e a formagdo de um agregadoareldpos a inser¢cdo no paciente, o
biomaterial implantado é rapidamente coberto pasmph e proteinas da matriz
extracelular (Figura 3), como fibrinogénio, fibratiea, vitronectina, tromboplastina e
fator de von Willebrand, que sdo reconhecidos poeptores presentes na superficie
celular das bactérias iniciando o processo de adé&sé seguida, ocorre um processo
de acumulacéo celular influenciado por fatoresdsantos e ambientais (VON EIFF et
al. 2002).

Figura 3 - Formacé&o do biofilme por estafilococos em um digposmédico

implantado.
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Fonte: VON EIFF et al. 2002 (adaptado).

O mecanismo de acumulacdo melhor estudado atéserpeeem estafilococos,

esta relacionado a producdo da Adesina InterceRdéissacaridica (PIA) ou N-acetil-



glucosamina polimérica (PNAG) codificada pelo opecaADBC. Além da producao
da PIA/PNAG, essa acumulacao pode ocorrer por deeioma adesado protéica mediada
por proteinas de superficie como a Bap (Proteinsodada ao Biofilme) e Aap
(Proteina Associada a Acumulacdo), mecanismos deraa e acumulacdo celular
independente do operdca (O'GARA, 2007; VON EIFF et al. 2002).

O operonicaADBC foi primeiramente identificado e caracterizadm S.
epidermidis,sendo formado por quatro genes estruturais respeigspela sintese de
uma adesina polissacaridica e o géraR, que atua como regulador negativo da
transcricdo ddocusicaADBC (MACK et al. 2007). Na sintese da PIA/PNAGdittia
4) a proteina IcaA tem atividade de N-acetilglicosal-transferase, tendo como
substrato os monomeros de N-acetilglicosamina (&g¢NIcaD promove a correto
dobramento e insercdo de IcaA na membrana. A ag@jarda de IcaA e IcaD resulta
na formacéo de oligbmeros de GlcNac com cerca degduos. IcaC, uma proteina
transmembrana, é responsavel pelo alongamentoligosneros de GlcNac formados e
a translocacao do polissacarideo crescente paraegficie celular. IcaB, uma proteina
presente na superficie promove a desacetilacamtiruta de poli-N-acetilglicosamina
formada, inserindo cargas positivas no polimercAYHhicialmente neutro, o que
garante as propriedades de adesdo a superfigeadao de biofilme e evasédo imune
(O'GARA, 2007; OTTO, 2009; ROHDE et al. 2010).

Figura 4 - O processo de sintese do polimero PIA. (a): Adebitexcelular
Polissacaridica produzida e formada por suas cadiaGlcNac; (b): Esquema do
operonicaADBC envolvido na producdo de PIA e do gene icaR qadifica uma

proteina regulatoria.
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3.4 Resisténcia antimicrobiana

No inicio da década de 19@Rtaphylcoccusaureusresistentes a meticilina,
conhecidos como cepas MRS8téphylococcus aureussistentes a meticilina), foram
identificados em hospitais britanicos pela primerexz. Essas cepas espalharam-se
rapidamente, atingindo proporgdes epidémicas ndeNda Europa em meados da
década de 1970, mais tarde invadindo a Europa Meall EUA, Australia e o
Extremo Oriente (LENCASTRE et al. 2007) e no inidas anos 1990 alcancam a
América Latina (RODRIGUEZ-NORIEGA et al. 2010).

Com a adocdo de rigidas politicas de controle decgdo hospitalar, a
frequéncia de cepas hospitalares MRSA (HA-MRSA)idiinu em alguns paises, mas
comecaram a disseminar-se na comunidade (CA-MRBBNCASTRE et al. 2007).
Com o surgimento das isoxazolilpenicilinas (oxaai)i dicloxacilina, cloxacilina e
flucloxacilina) que séo estaveis em pH acido e sgream alto indice de ligacdo as
proteinas plasmaticas (80%), a meticilina deixousee utilizada em muitos paises,
inclusive no Brasil. A expressao “meticilina-resigie” ou a sigla MRS continua sendo
utilizada, para designar as cepasSdaphylococcugue nao respondem ao tratamento
com oxacilina e, por extensdo, com as demais istifzEnicilinas (AMATO NETO et
al. 2000).



A resisténcia a oxacilina determinou o0 aumento skriininado de
glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), pamapia empirica e profilaxia de
infeccBes hospitalares estafilococicas, 0 que teweo consequéncia o surgimento de
cepas resistentes a vancomicina. A primeira cepa seensibilidade reduzida a
vancomicina (VISA) foi isolada em 1997 no JapaoJRAMATSU et al. 1997;
McDONALD et al. 1997) e com resisténcia plena aceanmicina (VRSA) foi isolada
em 2002 nos EUA (MARTINS; CUNHA, 2007).

3.4.1Bases moleculares da resisténcia afdactamicos

Os estafilococos possuem dois mecanismos de rasest@os antibidticof-
lactamicos, o primeiro, é controlado pelo operaspiidialblaZ (blaR1 —blal — blaz)
qgue codifica a enzim@-lactamase, a qual atua hidrolisando o antibiéticomeio
extracelular; o segundo mecanismo € controlado guedoon cromossomatec(medil
— med — med) responsavel pela sintese de uma proteina deéliga penicilina
alternativa (PBP2a ou PBP2’), com baixa afinidaml@mtibiotico (FUDA et al. 2005).

A expressédo dp-lactamase e PBP2a tem inicio com a ligagdo dbiatitio (3-
lactamico) no sitio ativo do dominio penicilinadige da proteina BlaR1 e/ou MecR1
(figura 5). Ambas séo proteinas transmembranasficadis pelos geneblaR1l e
med1 respectivamente e possuem dois importantes dmsnim dominidN-terminal
de aproximadamente 38 kDa intracitoplasmatico esagundo dominicC-terminal de
aproximadamente 27 kDa, extracitoplasmatico qua atumo um sensor na superficie
da membrana (FUDA et al., 2005). O evento inicelapexpressao de resisténcia é a
presenca do antibiético no meio o qual reage casitio ativo do dominidC-terminal
da proteina. A ligacdo do antibiotico, estimula umadanca conformacional e uma
discreta clivagem auto-proteolitica no domiildgerminal (ARCHER; BOSILEVAC,
2001; ZHANG et al. 2001; FUDA et al. 2005).

Figura 5 - Representacdo esquematica das proteinas BlaRMelcR1, envolvidas na

regulacdo d@-lactamase e PBP2a, respectivamente.
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Fonte: FUDA et al. 2005 (adaptado)

O passo final € a clivagem por metaloproteasesadds pelo processo de
proteodlise, da proteina repressora Blal e/ou Megufa 6) em fragmentos incapazes de
formar dimeros e se ligar ao DNA. Ambas as progefrassuem peso molecular de 14
kDa. Sem a acdao repressora de Blal e Mecl a trigéscdo gene estrutural é liberada
para producdo délactamases ou PBP2a (ARCHER; BOSILEVAC, 2001; FU&AI.
2005; ZHANG et al. 2001).



Figura 6 - Representacdo esquematica das proteinas Blal edvieclvidas na

expressao dp-lactamase e PBP2a, respectivamente.
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Fonte: CHA et al. 2007 (adaptado)

3.4.2Cassete cromossdmico estafilococico: S@ec

O cassete cromossdmico estafilocdaioec(SCAmeg do inglésStaphylococcal
Cassette Chromosome me& um elemento genético movel, considerado uma ilh
gendmica de resisténcia presente em estafilocddlBBAMATSU et al. 2001). Esse
elemento esta localizado em um sitio especificordmossomodttBSCC), proximo a
origem de replicacdo. @ttBSCC esta localizado a montante de uma ORF de funcgéo
desconhecida, denominada’X, a qual € bem conservada re@phylococcusEsta
localizacdo confere uma importancia estratégicaa paanscricdo imediata deste
elemento e de genes de resisténcia aos antimiomb(&IRAMATSU et al. 2002).

A organizagdo estrutural e o conteudo genético elesientos SCec sdo
variados, tendo sido caracterizados onze tipoaar®¢ mostrados na tabela 1 (IWG-
SCC, 2009; ZONG et al. 2011). Os S@éxtipos I, IV, V, VI e VIl (os menores
cassetes) ndo carreiam nenhum gene de resistdégiadame®@ (com excecdo das
variantes IA, IVA e IVC), enquanto que os tipo®llll abrigam genes de resisténcia a
multiplos antibioticos e a metais pesados, devidin@rporacdo de plasmidios
(pUB110, pl258 e pT181) e transposons (Tn55¢T@554) que carregam genes de

resisténcia a eritromicinaeimA), estreptomicina spg, kanamicina, tobramicina



(aadD), bleomicina ple), tetraciclina {etK), cadmio ¢ad e mercuario ther)
(DEURENBERG; STOBBERING, 2008; ITO et al. 2001).éAl disso, os cassetes
possuem uma relagdo epidemioldgica, estando osne€ipos |, Il e Il relacionados
com isolados de origem hospitalar e os tipos IVVVe VII com isolados de origem
comunitaria (DEURENBERG; STOBBERING, 2008; KATAYAM#t al. 2001).

Tabela 1- Tipos de SC@ecidentificados

SCOmec  Complexomec Complexoccr

Tipo | Classe B ccrABl1
Tipo Il Classe A ccrAB2
Tipo Il Classe A ccrAB3
Tipo IV Classe B cCrAB2
Tipo V Classe B-E ccrC
Tipo VI Classe B ccrAB4
Tipo VI Classe C ccrC2,ccrC8
Tipo VI Classe A cCcrAB4
Tipo IX Classe C2 ccrABl1
Tipo X Classe C1 cCcrA1B6
Tipo Xl Classe E ccrAlB3

O SCGQGnecpode ser dividido em tipos e subtipos. O tipo @C®ecé definido
baseado na organizacdo de dois sitios genéticoemplexomece o complexoccr
(Tabela 1) O complexomec é responsavel pela expressédo da proteina PBP@an At
presente, foram descritos cinco classes de congpiago(Tabela 2). O complexmec
classe A é o protétipo de complerweg formado pelo genened, os reguladores
(medk1l emed), uma regido hipervariavel (HVR) e a4l Nos demais complexos
mec (B-E), o genemed e/ou 0 geneme®1l estdo parcialmente ou completamente
deletados, substituidos por sequéncias de ins@i§foomo as 1$272e ISA31(ITO et
al. 2001; IWG-SCC, 2009; KATAYAMA et al. 2001).



Tabela 2- Classes do complexnec

Classe Estrutura
A met-medRR1l-med-1S431
B IS1272AmedRR1-med-1S431
C IS431-AmedRR1-me®-1S431
D Amed®R1-me®-1S431
E Ame®R1-me®-1S431

O complexo ccr codifica recombinases da familia invertase/resalva
responsaveis pela integracdo e excisdo precisa GQome&c inteiro (HANSSEN;
ERICSON, 2006). Até o presente sdo conhecidos tipos de complexaocr (ccrAB1,
ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4 eccrC).

Além desses dois complexos, o St€Epossui regides denominadas de regides
J ou ‘Junkyard (figura 7). Todos os SQ@ec possuem trés regides J, que foram
primeiramente designadas como L-C, C-M e I-R, satgpmis referidas como regido J1
(L-C), localizada entre a juncdo a direita do cesgeos genescr; regido J2 (C-M)
entre os genescr e 0 complexanece a regiao J3 (I-R) entre o complexece aorfX
situada na porcdo 3’ terminal do cassete. Essddesegodem albergar genes de
resisténcia a outras classes de antibidticos, demutros elementos ndo essenciais ao
cassete (DEURENBERG; STOBBERING, 2008; IWG-SCC,20IRAMATSU et al.
2002).

Figura 7- Representacdo esquematica do elementon®€Cessaltando as regides J1,
J2 e J3, o complexmececcr.
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Fonte:www.staphylococcus.net, adaptado



A subtipagem dos tipos de S@€ctem sido realizada baseado no polimorfismo
ou variagao apresentados pela regido J. A tabela figura 8, apresentam os principais
tipo de SC@nece as diferengas na regido J que levam a subtipagem

Tabela 3 -Principais elementos S@t&cidentificados enstaphylococcuspp.

SCAnec Complexos Principal diferenca presente na regiao J
Tipo  Subtipos ccr mec
I IA 1 B pUB110 integrado a regido posterior ao een
med
I A 2 A SCCmectipo IVb
1B 2 A SCdmectipo Vb, auséncia do Hb4
lc 2 A SCQnec tipo Vb, auséncia de ORF’s entre
Tn554 e complexanec
IID 2 A SCdamectipo Vb, auséncia de pUB110 edi&l
na juncao esquerda.
lE 2 A SCGQnec tipo Vb, auséncia da regido entre
Tn554 e complexaneg auséncia da regido entre
pUB110 e I931na juncdo esquerda
lIb 2 A Auséncia de pUB110; £56 inseridaupstreamo
geneme@
11 Il 3 A Presenca do pI81
A 3 A Auséncia de pI81le suas 1831
B 3 A Auséncia de pI8le pT258 junto com suas
I1S431; auséncia do 564
v IVa 2 B Regido J1 diferente; presencadds
IVb 2 B Regido J1 diferente; presencadde
IVc 2 B Regido J1 diferente; presenca de 4001
flanqueando por &6
Ivd 2 B Regido J1 diferente
IVA 2 B pUB110 integrado na regido posterior dage
med
IVE 2 B Variante do IVc; auséncia da regidcs regiao
J3 diferente
IVF 2 B Variante do 1Vd; auséncia da regidics regiao
J3 diferente
Vg 2 B Regido J1 diferente composta por 5 ORF’s
IVh 2 B Regido J1 diferente; caracteristico donelo

ST22-MRSA-IV

dcs segmento constante posterior;



Figura 8 - Estrutura dos principais S@t&c.
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3.4.30rigem e reservatorio do SC@nec

A origem do SC@ecainda nao esta elucidada. Alguns estudos sugeueno g
reservatorio do cassete ou sua origem estdo entiesp@lacionadas; Couto et al.
(1996) encontraram um homologo ao gemsA (apresentando 88% de similaridade)
em Staphylococcus sciyrivielders et al. (2001), observaram a transfeghorizontal
do genemed, in vivo, de S. epidermidigparaS. aureusdurante antibioticoterapia e
mais recentemente, Baba et al. (2009), relataraenMpacrococcus caseolyticussta
intimamente relacionado com a origem da resist&naiticilina ent. aureus

Outros estudos buscam por meio de técnicas de rejpildgia molecular
estabelecer relagbes e assim encontrar ou exlicigem do SC@ec Robinson e
Enright (2003) propuseram uma rota evolutiva baseed resultados das analises pela
técnica de MLST Nulti Locus Sequence Typgegundo a qual um pequeno numero de
clones pandémicos de MRSA seria responsavel pet@imdas infeccdes. Estes clones
representam linhagens que obtiveram sucesso enoded® habilidade em causar
infecgBes, adaptar-se a mudancas de ambienteoglimgcsistir e se disseminar entre
distintas areas geograficas, inclusive entre centes. Esses clones de MRSA foram
sendo denominados com o0 nome da regido na quah foremeiramente identificados
(Ibérico, Brasileiro, Hungaro, Nova lorque/JapaBesliatrico Epidémico) ou segundo
alguma propriedade epidemiolégica caracteristica determinada linhagem
(OLIVEIRA et al. 2002; RODRIGUEZ-NORIEGA et al. 20)L

O clone Ibérico foi primeiramente encontrado na adBba, em 1989, e
disseminou-se na Europa e nos EUA. O clone Brasifei detectado entre 1992-1993
na cidade de S&o Paulo (SADER et al. 1994) espdths® por hospitais brasileiros da
regido norte até o sul do Pais e atualmente erecsatamplamente distribuido por
varias regides do mundo, incluindo outros paise&mdérica Latina (Argentina, Chile e
Uruguai) e da Europa (Republica Tcheca e PortUd@RTINS; CUNHA, 2007). O
clone Nova lorque/Japéo é considerado o clone dSAIRredominante em hospitais
da regido metropolitana de Nova lorque e algumgi®es adjacentes, mas também foi
encontrado em hospitais do Japéo. O clone Pediatascrito em hospitais pediatricos
de Portugal em 1992 foi depois encontrado na Pal@UA, Argentina e Colémbia
(OLIVEIRA et al. 2002).

A estrutura do elementmecpresente nos clones endémicos, esta relacionada
com o tipo de SCRec:o clone Ibérico carreia o S@t&ctipo | e IA; o clone Nova

York/Japéo carreia o S@@ctipo IlI; os clones Brasileiro e HUngaro carreiam os



SCQmectipo Ill e IlIA, e o clone Pediatrico o S@&ctipo IV (OLIVEIRA et al.
1998).
3.4.4Infec¢gbes HA-MRSA versus CA-MRSA

A disseminacdo de microrganismos resistentes depdadvarios fatores que
incluem a expansédo do espectro de resisténciaaeavidutacdes; troca genética entre
microrganismos; pressao seletiva do ambiente fadap# na comunidade facilitando o
desenvolvimento e a proliferacdo de clones bactesiaesistentes; e a inabilidade de
alguns testes laboratoriais para detectar o aumedetofenotipos de resisténcia
(TENOVER, 2001).

Tradicionalmente, infecgbes p&taphylococcusesistentes a meticilina eram
adquiridas exclusivamente em ambito hospitalarreeamlas como HA-MRSA. Alguns
fatores contribuem para colonizacdo ou infeccéo ipolados resistentes, como a
exposicao a terapias antimicrobianas, o longo tedgmternamento em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), procedimentos cirdrgicogrocedimentos invasivos e
exposicdo a pacientes ja colonizados. Geralmentei@®rganismos sdo introduzidos
em uma instituicdo por meio de um paciente colalizau um membro da equipe
hospitalar e a transmissao se da por contato dmetcipalmente através das maos
destes portadores ou através de equipamentos silisemanipulados por pessoas
colonizadas por MRSA (CHAMBERS, 2001; KLUYTMANS &t 1997;).

Uma mudanca na epidemiologia dessas infec¢cedb$airoada a partir de 1989-
1990 com um surto de CA-MRSAStaphylococcus aureuResistente a Meticilina
Adquirido na Comunidade) no sudoeste do Pacifias{ilia, Nova Zelandia e Samoa)
e Europa (Franca, Suica e Holanda) (GORDON; LOWO082 VANDENESCH et al.
2003). No final dos anos 1990 ocorreram casos fegies graves por MRSA, em
criancas sadias sem fatores de risco, nos EUA. sTado casos, associados com
pneumonia necrosante ou abscesso pulmonar e selaggdos em criancas, foram
rapidamente fatais. O isolado responsavel pel® diobu conhecido com&. aureus
USA-400. Subsequentemente, surtos de infec¢coesldeegecidos moles causados por
CA-MRSA foram novamente descritos na comunidadecjpalmente entre grupos
restritos (prisioneiros, soldados e atletas, palgimente jogadores de futebol
americano). Estes novos surtos foram associadepa [dSA-300 (PHILIP; COHEN,
2007, GORDON; LOWY, 2008). Ambos os clon&s, aureusUSA-400 e USA-300,
permanecem responsaveis por varios processos imgesc na comunidade
(CHAMBERS; DELEO, 2009).



Em geral os clones CA-MRSA sé&o mais virulentosree@m SC@nectipos IV
e V considerados 0s menores cassetes. Possiveldesid® ao tamanho pequeno esses
cassetes sdo mais faceis de serem mobilizados. ditnapartida, os CA-MRSA
apresentam elevada sensibilidade a outras classestibioticos, como trimetoprin-
sulfametazona, clidamicina, fluorquinolonas, gemtama, eritromicina e tetraciclina
(SKRUPKY et al. 2009).

O ndmero de infec¢des por CA-MRSA ainda é crescatimgindo unidades de
saude e diminuindo a fronteira entre cepas commastae hospitalares (GORDON;
LOWY, 2008). Adicionalmente, também tem sido encid SCN albergando esses
cassetes e associado a infecgdes na comunidade{@IC2004; HISATA et al. 2005).

A maioria das infecgbes por CA-MRSA inicia-se cosimples infec¢des de
pele que evoluem rapidamente, por via hematogémaea infeccbes fulminantes
provavelmente devido a fatores de viruléncia comceacocidina Panton-Valentine.
Essas cepas sao carreadoras de profagos cab@ad que abriga os gene&S-PV e
lukF-PV, e o profago®Sa3 que codifica estafiloquinase e inibidores dsiesia
complemento (CHAMBERS; DELEO, 2009; DEURENBERG; BEERING, 2008).
Ha uma forte relacdo epidemioldgica entre cepasMERSA e a Leucocidina Panton-
Valentine; enquanto o gehek ocorre em 1-10% das cepas de origem clinica, ckrca
70-80% das cepas associadas a pneumonias adguadasnunidade possuem o gene
luk. Desta forma € comum associar a presenca da Liduw@®@anton-Valentine a cepas
SCQmectipo IV ou V (GORDON; LOWY, 2008).

3.4.5 Diagnostico fenotipico e molecular de cepas meiigl
resistente

O CLSI (Clinical and Laboratory Standards InstitQteconsidera os testes
moleculares para observar a presenca do ges® e/ou a expressdo da proteina
alternativa de ligacdo a penicilina (PBP2a), con® testes mais sensiveis na
identificacdo de isolados meticilina resistentelsIC2010)

Para deteccado rotineira da resisténcia a meticmaestes de disco-difusdo
utilizando oxacilina sédo os mais largamente utlaz No entanto o CLSI recomenda a
utilizacdo de outros testes, como disco-difusélizatido cefoxitina e semeio em agar
Mueller-Hinton suplementado com 4% de NaCl pgd ml de oxacilinagcreenagar).

Esses métodos podem e devem ser utilizados confoneatorios e/ou adjuvantes em



isolados nos quais o padrdo de susceptibilidadavé&a@so ou de dificil diagnostico
(MIMICA; MENDES, 2007).

Ainda assim, a determinacdo fenotipica pode sedifigl interpretacdo pelo
padrdo de resisténcia dos microrganismos. No paldofimogéneo todas as colonias
expressam resisténcia a meticilina e ndo ha difexié de interpretacao do teste, mas no
padrdo heterogéneo, somente uma fragdo das coxpasssa resisténcia a oxacilina,
apesar da presenca do gene® (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Quando duas sub-
populacdes coexistem na mesma cultura, as cepaseapando baixo nivel de
resisténcia podem nao ser detectadas e estas ajppsar de possuirem a informacao
genética, apresentamvitro o fendtipo de sensibilidade (MURAKAMI et al. 1991)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é consmlevagadrao ouro na
deteccdo molecular de cepas meticilina resist€ht#ocolos baseados em variacfes da
PCR tém sido desenvolvidos visando aumentar o Hindeadeteccdo e amplificacdo de
mais de um gene em uma mesma reacao. Os gengsodm ser genes de resisténcia
a diferentes antimicrobianos, genes de virulénbéia genes espécie-especifica para
identificacdo bacteriana (MARKOULATOS et al. 2002ARTINS; CUNHA, 2007).
Assim, em uma mesma reacdo (Multiplex-PCR), € pebksientificar, avaliar a
resisténcia e a viruléncia do microrganismo, assamo para identificar e tipar o

elemento SC@ec
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Resumo

Neste estudo 46 amostras Skaphylococcus aureuws50 deStaphylococcu€oagulase
Negativo (SCN) de diferentes espécimes clinicosnfioanalisadas quanto a presenca do
genemed relacionado a resisténcia a meticilina, de geekionados a producédo de
citotoxinas klg e luk) e superantigenogsf). Os resultados revelaram que todas as
amostras possuiam o geamed; o genehlgCB foi encontrado em 93,4% d8s aureus

e 46% dos SCN; wmkSF em 28,2% doS. aureuse 14% dos SCN etstem 6,5% dos

S. aureuse 2% dos SCN. Os resultados do trabalho apontaen ya alto potencial
toxigénico e de resisténcia das cepasSthphylococcuspp investigadas. Esta foi a
primeira vez que o genlek foi identificado em SCN obtidos de hemoculturasées
achado significa uma importante aquisicdo pargpéas e comprova o papel do SCN

como patégeno emergente no ambiente hospitalar.



Palavras chavesStaphylococcuaureus SCN,hlg, luk, tst, me&
1. Introducao

Os Staphylococcus spestdohabitualmente presentes na microflora de pele e
mucosa humana, podendo causar diversas infeccoespeetro e gravidade variados,
além de possuir extraordinaria capacidade paraimdogsisténcia a antimicrobianos,
especialmente aos antibioticfdactamicos, mediada pelo geme® que codifica a
PBP2a, uma proteina com baixa afinidade a metili@ outros antibidticos da
classe[1,2].

Entre as espécies do género, $wmphylococcus aureudestacam-se pela
frequéncia em que estdo envolvidos em processescinsos [3] enquanto que oS
StaphylococcusCoagulase Negativo (SCN) foram por longo tempo sic@nado
saprofitico ou raramente patogénico. Contudo, asgumspécies de SCN tém sido
responsaveis por infeccbes variadas em pacientespithlizados ou
imunocomprometidos [4,5]. Muito da patogenicidade 8CN estd ligada a sua
habilidade para aderir a biomateriais, enquanto ajy&togenicidade d8. aureusé
considerada multifatorial e relacionada a uma s#rienzimas e toxinas que promovem
danos ao tecido, permitem a disseminacéo e favarecevasédo do sistema imune do
hospedeiro [6]. Entre essas toxinas destacam-semaglisinas (a exemplo gatoxina),
leucocidinas (a exemplo da Leucocidina de Pantder¥iae - PVL), e a Toxina da
sindrome do choque téxico-1 (TSST-1).

As hemolisinas e leucocidinas sdo exotoxinas queata lise de eritrocitos e
leucécitos, resultando em uma intensa respostaniafioria e leucopenia, como
mostrado por modelos animais [7]. A hemolisirgoxina é codificada peldocus
génicohlgACB constituido pelos genes estruturaigA, hlgC ehlgB que codificam as

proteinas HIgA, HIgC (classe S) e HIgB (classeAHgeucocidina de Panton-Valentine é



codificada peldocus génicolukSF, constituido pelos genk&S elukF que codificam
duas proteinas, LukS-PV (classe S) e LukF-PV (elaBs Essas proteinas sao
bicomponentes produzindo pares, entre si, de pasefuncionais com atividade
citotoxica: HIgA+HIgB, HIgC+HIgB, LukS-PV+LukF-PV7, 8, 9].

A TSST-1 é um superantigeno, codificada pelo dgspegue ativa linfocitos T,
desencadeando uma resposta imune mais intensdamesuna liberagdo massiva de
citocinas, que desencadeiam uma exacerbada resipfistmatoria, dano tecidual,
extravasamento do conteudo capilar e hipotensa]9,

Visando contribuir para o conhecimento da frequemo ambiente hospitalar
dos fatores de viruléncia apresentados, tendo sta sua agressividade e a dificuldade
no tratamento quando associados com cepas meticédsistentes, o presente trabalho
investigou a prevaléncia dos gertdg, luk, tst e me®@ em amostras deS. aureuse

SCN obtidos de um hospital universitério.

2. Material e métodos
2.1 Bactérias e extracdo de DNA

Os estudos envolveram 96 isolados Staphylococcuspp (46 cepas d§.
aureuse 50 SCN) obtidos de sangue (75), cateter (18yae@peratéria (04), pulmao
(03), secrecao traqueal (01) e vegetacdo de &tip As amostras foram obtidas de
demanda espontanea no Hospital Universitario Osw@ldiz, Recife, PE, Brasil, no
periodo de 2002 a 2010, caracterizadas como irdeogspitalar, seguindo os critérios
do CDC [11] e identificadas por testes bacteriadgi convencionais. O DNA das
amostras foi extraido segundo descrito [12] e dfigado utilizando NanoDrop 2000

(Thermo Scientific).



2.2 Pesquisa de genes de viruléncia e resisténniatéilina por PCR

As amplificacdes foram realizadas em reacOes iddais preparadas em
volume final de 25 pl, contendo, 5 pl de tampaoe@r&o Taq (Promega, Brasil),
dNTP 200uM, MgGl25mM, 1 U de Go Tag DNA polymerase (Promega, Byra20
ng de DNA de cada amostra e 10uM dwmsmers especificos (Tabela 1) As
amplificacbes foram realizadas em termociclador thtagcler ep gradiente
(Eppendorf) nas seguintes condi¢des: 30 cicloAd€ 2 min, 57°C 1 min, 72°C 1 min,
extensdo final 72°C 7 min. Cinco microlitros do g¢uto final foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os géis foaaatlos com SYBR safe DNA gel
stain (10 pl/200 ml), visualizados em transilummratlV e digitalizados usando o

software KODAK 1D verséo 3.5.2 (Scientific Imagifgstems, U.S.A.).

2.3 Sequenciamento

Os produtos das amplificagbes dos genes toxigérdessamostras de SCN
foram purificados utilizando ExoSAP-TTAnfimettrix) e sequenciados pelo método de
Sanger, na Plataforma Tecnolégica da FIOCRUZ, harsdade CPgAM/FIOCRUZ-
PE. As sequéncias obtidas foram submetidas a amai§&enBank utilizando o BLAST

(http://www.ncbi.nih.gov/BLASTY e o programa Clustal X para alinhar as sequéniaas

nucleotideos.

3. Resultados
Foi investigada por PCR a presenca dos gaigfSB que codifica para -
toxina,lukSF, a PVL dstque codifica para a TSST-1 e a do gereA que codifica a

PBPa em 96 isolados (48. aureuse 50 SCN) nosocomiais obtidos de demanda



espontanea no Hospital Universitario Oswaldo CRegife, PE, Brasil, no periodo de
2002 a 2010. A tabela 2 mostra a distribuicdo dmseghlgCB, IukSF, tst e me®&
amplificados por PCR por ano de isolamento nas ta®deS. aureuse SCN.

O amplicon de 310 pb referente ao gemsA foi amplificado nos 96 isolados
analisados. O segmento de 937 pb esperado paraeres lggCB (figura 1) foi
amplificado em 68,7% (66/96) dos isolados analisa@8,4% (43/46) doS. aureuse
46% (23/50) dos SCN. O segmento de 433pb espemdmplusterlukSF (figural) foi
amplificado em 20,8% (20/96) dos isolados: 28,23#48) dosS. aureuse 14% (07/50)
dos SCN. O fragmento de 445 pb esperado para otgigfigura 1) foi amplificado em
4,1% (04/96): 6,5% (03/46) doS. aureuse 2% (01/50) dos SCNNas analises
utilizando o BLAST foi encontrado 99% de identidaagre os amplicons sequenciados
(hlgCB, IukSF, tst e me®), inclusive aqueles amplificados nas amostraS@#|, e as

sequéncias depositadas no GeneBank (acesso: BAD@IBA000018).

4. Discusséo

Dentro do génerdstaphylococcyso S. aureusé a espécie melhor estudada
quanto ao potencial toxigénico pela gravidade quiacia das infec¢coes que causa
[15]. O SNC vem despontando como responsavel pavegrinfeccbes, resultante
principalmente do aumento de procedimentos invasj¥6], entretanto os estudos do
seu potencial toxigénico ainda sao escassos.

No presente trabalho foi evidenciada a presencget® med, o principal
determinante da resisténcia a meticilina 8taphylococcysem todas as amostras
analisadas.

O tratamento de infecgbes p@&taphylococcus aureumeticilina resistente

(MRSA) e Staphylococcuoagulase Negativo meticilina resistente (MRSCN)na



serem dificeis devido a reducéo nas opc¢des teiapguexigem maior atencao, desde
que a administracdo inadvertida de antibiotigdactamicos podem acarretar aumento
da expressdo de exotoxinas come-taxina, PVL, e TSST-1 [17], além de induzirem
uma resposta S.O0.S ef. aureus gerando uma alta frequéncia de transferéncia
horizontal de ilhas de patogenicidade codificandtores de viruléncia, tais como
TSST-1 [18].

O estudo revelou uma alta prevaléncia dos gaigsB em S. aureus(95%),
como ja observado por outros autores [7, 19]. Garitente, foi observado grande
namero de SCN originados de hemoculturas albergandgene citotoxigénicdlg.
Segundo Voug & Otto [20] dentre as hemolisinas tifieadas no género
StaphylococcusSCN produz apenassaoxina. Surpreendentemente, neste estudo, 46%
(23/50) dos isolados de hemocultura amplificarangeses dag-toxina. Em vista das
propriedades leucotdxicas e eritrociticasyetaxina [21], a presenca do gehky em
SCN, significa uma importante aquisicdo para a @spélestacando seu papel como
patdgeno emergente no ambiente hospitalar.

A presenca docluster lUKSF que codifica a PVL tem sido mundialmente
considerada um marcador molecular de isolados C/ARMRIinicamente relacionados
com infecgbes simples de pele que evoluem rapid@npara pneumonia necrosante
por via hematogénica e infecgdes severas de pg23R

As infeccOes por MRSA podem ser categorizadas eyniadias em hospitais
(HA-MRSA) ou adquiridas na comunidade (CA-MRSA) Jl2@epas HA-MRSA estéo
geneticamente relacionadas com a presenca dom8C€(Staphylococcal Cassette
Chromosomaneq tipos |, Il e Ill, enquanto que cepas CA-MRSA&eshissociadas a

SCQmectipo IV e V [25].



Neste trabalho, os isolados PVL positivos, apresam o SC@ectipo Il, 1l e
IV, sendo genotipicamente distintos (dados nao madss). A presenca da PVL em
isolados SC@ectipo Il e lll, associados a cepas HA-MRSA, perna@mitir um
possivel contato entre cepas nosocomiais e comiasit@ a transferéncia horizontal do
profago®Sa2 [26] que carreia 0s genek.

Um importante achado neste estudo foi a presencaudterlukSF em isolados
de SCN nosocomiais, confirmado a partir do seqaemento do fragmento
amplificado. Até o presente, essa € a primeiraquezo gendukSF € descrito em SCN
proveniente de hemocultura, associado a infecc&pitatar. A presenca destes genes
havia sido descrita apenas em SCN isolados de waa&lhas [27], ndo sendo do
Nosso conhecimento sua presenca em isolados obgdasmanos.

Interessante salientar que 20% (19/95) &baphylococcuspp possuiam o
clustergénicolukSF e os genddgCB. A associacdo da PVL comydoxina confere ao
isolado propriedades leucotoxicas contra polimarbbeares e macrofagos, aléem da
capacidade de lisar eritrocitos humanos [8], podeldnar o quadro infeccioso mais
agudo e agressivo.

Merece salientar que isolados obtidos de pontaatkter foram PVL positivo.
Por fazer parte de microbiota normal da pele endoaem consideracdo a capacidade,
de algumas cepas, de produzirem biofilme. A infecgés pacientes pode ocorrer a
partir do local de insercdo do cateter endovenasoowtro tipo de biomaterial,
facilitando o processo de invasdo chegando a comgies sitios estéreis como o
sangue. Este achado justifica o alto potencial sSmeadessas amostras de SCN no
ambiente hospitalar.

O genetst foi detectado em trés amostras $leaureus A funcdo primaria da

TSST-1 seria debilitar o sistema imune do hospedeirsuficiente para permitir a



propagacédo do patégeno e o progresso da doencar&arostras HA-MRSA possam
esta relacionadas com a producdo deste superamtigemo descritos por alguns
estudos na Franca e Japao [28], nossos dadosmega&ahouve uma baixa prevaléncia
deste gene circulante no ambiente hospitalar.

A producdo de TSST-1 por SCN € questionada [299ena autores insinuam
gue se trata provavelmente 8eaureugjue ndo expressam a enzima coagulase devido
a mutacdes no gene [30,31]. No presente trabajpresenca do gertst foi detectada
por PCR em uma amostra de SCN e o amplicon se@dencobtendo 99% de
similaridade com outras sequencias do geshelepositadas, obtidas & aureus A
identificacdo da amostra como SNC foi confirmadar pestes bacteriologicos
convencionais e a auséncia do gene da coagulaserfiiimada por PCR (dados nao
mostrados).

Em conclusdo, os resultados do trabalho apontara par alto potencial
toxigénico e de resisténcia das cepasSthphylococcugstudadas. Chama a atencéao
para as cepas de SCN tendo em vista que carreagaas gle toxinas importantes,
comuns ens. aureuso que enfatiza a necessidade de uma maior atewc&olamento
desta espécie muitas vezes considerada mero coataei A presenca em SCN de
genes homadlogos e® aureudaz sugerir a transferéncia horizontal de fagdksas de
patogenicidade entre as espécies, codificandoefatbe viruléncia, que pode contribuir

para a predominancia de cepas mais adaptadasvimgesntas), durante um surto.
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Fig 1. Gel de agarose 1,5%, mostrando os produtos aogulds por PCR dos genes de
viruléncia. 1 e 5: 1KB plus DNA ladder; 2: ampldigio referente adusterhigCB
com 937pb; 3: amplificacédo referente dosterlukSF com 433pb; 4: amplificacéo

referente ao genESTcom 445pb.

1 2 3 4 5

hlgCB
(937pb)
tst
(445pb)
[ukSF
(433pb)

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela 1.Primersutilizados: genes alvo, sequéncia, referéncias.

Alvos Sequéncia nucleotideos (5'-3) Referéncia
higCB GCCAATCCGTTATTAGAAAATGC [7]
CCATAGACGTAGCAACGGAT
lUKSF GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC [7]
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA
tst AAGCCCTTTGTTGCTTGCG [13]

ATCGAACTTTGGCCCATACTTT




Tabela 2. Distribuicdo das amostras nosocomiaisSleaureuse SCN por fonte de

isolamento e genes amplificados por PCR

Genes amplificados

Amostras Fonte
N©° hig luk tst
S. aureus
Sangue 30 27 10 02
Ponta de cateter 07 07 03 00
Secrecao pulmonar 01 01 00 00
Liquido pleural 02 02 00 00
Vegetacédo de atrio 01 01 00 00
Ferida operatéria 03 03 00 01
Secrecao traqueal 01 01 00 00
Total 45 42 13 03
SCN
Sangue 44 22 06 01
Ponta de cateter 04 01 00 00
Ferida operatoria 01 01 00 00

Total 49 24 06 01




ARTIGO 2

Titulo corrente — Biofilme e gen@&saAD em Staphylococcuspp

Producao de biofilme e presenca dos gece&D em isolados d&taphylococcuspp

associados a infeccao hospitalar.
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RESUMO

Neste trabalho 46 isolados &taphylococcuspp (28S. aureuse 18 SCN)
associados a infeccdo hospitalar, foram analisgdasto a formagédo de biofilme no
meio Agar Vermelho Congo (AVC) e em placa de caltde tecido (PCT) e, presenca
dos genegaAD por PCR e a transcricdo por RT-PCRclGstericaAD foi amplificado
em 45 dos 46 isolados e destes apenas 17 produbifiime em AVC e PCT,
demonstrando a que deteccédo destes genes naoepassdciar sua presenca com a
expressdo em testes fenotipicos. A transcricagelosscaA e icaD ocorreu em apenas
um isolado dos 18 analisados por RT-PCR. Estedediai biofilme positivo no teste
em AVC, mas negativo em PCT sugerindo que a praddediofiime é dependente de

outros genes relacionados com a adesao; seisasodaaplificaram apenasicaD e em



11 n&o houve transcricdo, sugerindo a presencaitlesomecanismos envolvidos na
formacgao do biofilme e independente dos genes tigae®s.

Palavras chavesStaphylococcysiofilme, operonca

INTRODUCAO

Os estafilococos estdo habitualmente presentesanafiora da pele e mucosas
humanas e podem se comportar como patégenos ogtesicausadores de infec¢des
associadas a implantacdo de dispositivos prossétieerreti et al. 2002, Lindsay & von
Holy 2006). EmStaphylococcus aurewsStaphylococcu§€oagulase Negativo (SCN) a
capacidade de aderir e colonizar materiais inertaso implantes médicos (cateter
venoso, Valvulas cardiacas e proteses articula®s) associada a formacdo de um
biofilme que confere as células bacterianas protegatra as defesas do hospedeiro e
aos agentes antimicrobianos (Davey & O'Toole, 2000)

A formagé&o do biofilme erstaphylococcuspp, inicia pela adesédo da bactéria a
superficies abidticas e posteriormente ocorre atagéa celular decorrente da adeséo
intercelular (von Eiff et al. 2002) e depende dadpigcédo de uma adesina conhecida
como PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin) BWNAG (Polymeric N-acetyl-
glucosamine) codificada pelo oper@maADBC (O’'Gara, 2007), sendo 0s genesA e
oicaD 0s mais importantes nesse processo.

A capacidade de formar biofilme pelos estafilocoeammumente avaliada por
testes fenotipicos utilizando o meio Agar Vermel®ango ou o teste de adesdo em
microplacas de cultura de tecidos (Christensenl.el@85, Freeman et al. 1989),
entretanto os resultados desses testes podemflsenaiados por varios fatores como

componentes dos meios de cultura e condigOes ataisi€®’'Neill et al. 2007).



Neste estudo isolados de estafilococos associadafe@ao hospitalar foram
analisadogjuanto a habilidade para formar biofilme pelos mésofenotipicos no meio
Agar Vermelho Congo (AVC) e em placa de culturateedo (PCT); e quanto a
presenca e expressdo dos geoaA e icaD. Visando otimizacdo do meio AVC foram
introduzidas modificagdes na sua formulagéo (swhsdio de componentes como meios

bésicos e fonte de acucar) e no inéculo (suplemp@ateom glicose e NacCl).

MATERIAL E METODOS

Bactérias- Os estudos envolveram 46 isoladosStigphylococcuspp (28S. aureuse

18 SCN), obtidos de sangue (23), cateter (13)ddedperatéria (05), pulméo (03),
secrec¢do traqueal (01) e vegetacao de atrio (&Larmdostras foram obtidas de demanda
espontanea no Hospital Universitario Oswaldo CRegife, PE, Brasil, no periodo de
2002 a 2004, caracterizadas como infeccdo hospitsgguindo os critérios do CDC

(1996) e identificadas por testes bacteriol6giars/encionais.

Deteccéo da producao de biofilme
Producdo de biofiime em Agar Vermelho Congo (AVClroram realizadas trés
modificagbes no meio AVC descrito por Freeman et(#089) e que tem como
formulacdo: BHI (37 g/L), sacarose (50 g/L), &dg&b ¢/L) e o corante vermelho Congo
(0.8 g/L). (1) substituicdo da sacarose pela glica® meio AVC (original); (2)
substituicdo do BHI por Agar Mueller-Hinton (MHAN(MEDIA); (3) substituicdo do
BHI por Agar Base Sangue (BAB) (HIMEDIA).

As placas foram inoculadas por semeio esgotanteudasas crescidas em BHI
liqguido (HIMEDIA) por 18h a 37°C usando alcas cadittas (0,01 uL). Os resultados

foram observados apds incubagdo a 37°C por 24 & 48guindo os critérios de



interpretacdo descritos em Arciola et al. (2002)) ¢rescimento de colonias
pretas/enegrecidas de consisténcia aspera e/owesetstalina, considerado biofilme
positivo, (b) crescimento de colbnias vermelhas@ésde consisténcia lisa com pontos

enegrecidos no centro, considerado biofilme negativ

Producao de biofilme em placa de cultura de tedi@l€T) - Realizado seguindo um
protocolo baseado em Mathur et al. (2006): uma @ddéceada cultura crescida por 18h a
37°C em placas de agar BHI (HIMEDIA) acrescido @&lde sangue de carneiro foi
suspensa em 5 mL de BHI liquido (HIMEDIA) e 200 gédssa suspensao na densidade
Optica de 0,08 — 1 foram dispensados em placasltlgacde tecido de fundo chato com
96 pocos. Apos incubacédo por 18h a 37°C, sem dagitacsobrenadante de cada poco
foi descartado, os pocos lavados com 200 pL depg?B3,5, e o sedimento fixado com
20 pL de acetato de sédio 2% seguido pela coloregéo cristal violeta (0.1% wi/v)
durante 1 minuto. Os poc¢os foram novamente lavados HO deionizada e as placas
secas em temperatura ambiente. A densidade Omtichattérias aderentes coradas foi
mensurada usando um leitor de ELISA (BIO-RAD 35&®)ensidade oOptica (D.O.) de
570mn. Todas as amostras foram testadas em ttgliaaformagdo do biofilme foi
calculada pela média das densidades Opticas seguisdparametros descritos por
Mathur et al. (2006): D.O. <0.120 considerado nd@lerente e ndo formador de
biofilme; D.O. 0.120-0.240 considerado aderéncialenada e moderada formacédo de
biofilme e D.O. >0.240 considerado aderéncia ferferte formacéo de biofilme. Como

controle positivo foi utilizada a cepa BeaureusATCC 25923.

Avaliacdo da composicdo do ind6cuaConsiderando que a producdo de biofilme nos

testes em AVC e PCT poderia ser influenciada pataposicdo do indculo (Fitzpatrick



et al. 2006), foram realizados ensaios para commarandculos preparados em BHI
liquido, BHI liquido suplementado com 2% de glicodgHly,) e BHI liquido
suplementado com 4% de NaCl (Bi!

Deteccdo do cluster icaAP O DNA das amostras foi extraido segundo Frestasl.
(2008) e quantificado utilizando NanoDrop 2000 (e Scientific). Para amplificacédo
do segmento entre os geneaAD foram utilizados ogrimers: icaAF: 5’CCT AAC
TAA CGA AAG GTAG3; icaDR: 55GGC AAT ATG ATC AAG ATA C3
(Vasudevan et al. 2003). As reacdes foram preparada volume final de 25 pl,
contendo, 5 pl de tampao Green Go Taq (PromegailBrdNTP 200uM, MgGl
25mM, 1 U de Go Tag DNA polymerase (Promega, By,aall ng de DNA e 10uM dos
primers As amplificagdes foram realizadas em termociclddastercycler ep gradiente
(Eppendorf) programado para 30 ciclos compostd&4d€ por 1 min, 50°C por 1 min e
72°C por 1 min. Cinco microlitros do produto fifiatam submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1%. Os géis foram corados com SABRDNA gel stain (10 pl/100
ml), visualizados em transiluminador UV e digitaliips usando o software KODAK
1D verséo 3.5.2 (Scientific Imaging Systems, U.B.A.

Os produtos das amplificacdes de quatro isoladgsesentativos foram
purificados utilizando ExoSAP-fT(Anfimettrix) e sequenciados pelo método de
Sanger, na Plataforma Tecnolégica da FIOCRUZ, harsdade CPgAM/FIOCRUZ-
PE. As sequéncias obtidas foram submetidas a amai§&enBank utilizando o BLAST

(http://www.ncbi.nih.gov/BLASY.

Extracdo do RNA total e andlise transcricional (RTR)— Para extracdo do RNA 1
mL da cultura crescida a 37°C por 24 horas em Rikéntrifugado e o sedimento

ressuspenso em 500 pL de TE 10:1; em seguida i@baddo lisozima (20 mg/mL),



lisostafina (20 mg/mL) e Proteinase K (mg/mL) pardise das células. O RNA foi
purificado e concentrado utilizando o kit RNA Cle&nConcentrator™-5 (ZYMO
RESEARCH). A transcricdo reversa foi realizadazando os mesmgwimersda PCR

e uma mistura de reagcdo em volume final deL.26omposta de 100 ng de RNA, 20
pmol de cada primer e 10 mM dNTP; os tubos foracubados a 65°C por 5 min e
resfriados no gelo por 1 min; em seguida foram iadados 4L do tampédo de
transcricéo (5X) que acompanha a enzima contengb:dTT 0,1M, 1uL RNAse out

e 1uL Superscript 1l (Invitrogen, Brasil); seguido tilemogeneizacéo e incubacéo a
50°C por 60 min, inativacdo por aquecimento a 7A€ 15 min; os produtos foram
estocados a -80°C. Como controles negativos, forealizadas reacdes com a
Superscript Ill, e substituindo a Superscript lbr p,O DEPC. Para amplificagédo do
cDNA transcrito foram utilizados os seguinpgsnerspara o gene&aA (icaAF: 5’CCT
AAC TAA CGA AAG GTA G 3’; icaAR: 5’AAG ATATAG CGATAAGTG C 3) e
para o genécaD (icaDF: 5’AAA CGT AAG AGA GGT GG 3’; icaDR: 5’ GGQAAT
ATG ATC AAG ATA C 3) (Vasudevan et al. 2003) emargdes individuais nas

condicOes descritas acima.

Etica — Os isolados foram obtidos de demanda espontdssa necessidade da
utilizagdo de Termo de Consentimento Livre e Eecldo e com autorizacdo da chefia
do Departamento de Bacteriologia do Hospital Ursivario Oswaldo Cruz, Recife,

Pernambuco, Brasil.

RESULTADOS



Producao de biofilme em AVCNo ensaio utilizando o meio AVC original 32 dé
isolados (21S. aureuse 11 SCN)produziramcolbnias enegrecidas caracteristicas de
biofilme positivo perceptiveis apds 48 h de incé@ma-ig. 1; Tabela 1 e 2).

A substituicdo da sacarose pela glicose no meio A€ favoreceu a produgéo
de biofilme, e as colbnias desenvolvidas apresamtazoloracédo vermelha e aspecto
seco/rugoso.

A substituicdo do BHI pelo MHA e BAB n&o modificquantitativamente os
resultados, o numero de cepas produtoras de befibhigual com os trés meios. A
utilizacdo do MHA também n&o modificou o tempo descimento das coldnias em
relacdo ao meio original, mas a utilizacdo do BABuziu o tempo de crescimento e em

24h de incubacéo foram visiveis colbnias biofilmsifivo caracteristicas.

Producao de biofiimem PCT— Nos ensaios de avaliacdo da producacotiena pelo
teste em PCT em 46 isolados, oito revelaram aderdode e forte formacao de
biofilme; nove tiveram aderéncia moderada e modefadnacdo de biofiime e 29

foram n&o aderentes e ndo formadores de biofilnge 2ETabela 1 e 2).

Avaliacdo da composi¢cdo do in6cuHoA suplementacdo do BHI com a glicose ndo
favoreceu a formacéo de biofilme nos ensaios em AVEBCT em relagdo ao BHI
original. A suplementacdo com o NaCl estimulou adpgdo do biofiime no meio
AVC: cinco amostras d&. aureuse quatro de SCN néo produtores de biofilme em

AVC, a partir de indculos utilizando BHipassaram a produzir biofilme.

Nove amostras (quati®. aureuse cinco SCN) obtidas de ponta de cateter foram

biofilme positivo no meio AVC. Entretanto, sO trésssas, todas SCN, mostraram



aderéncia no meio PCT. As amostras obtidas decsecteaqueal, vegetacao de atrio,
secre¢do pulmonar e uma amostra de liquido pléorain biofilme positivo no meio
em AVC e revelaram aderéncia forte e forte formaigbiofiime em PCT (Tabelas 1 e

2).

Deteccdo dos genes icaAD e andlise transcricionalRr-PCR- O segmento de 1.696
pares de base (pb) esperado paskuster icaAD foi amplificado por PCR em 45 dos 46

isolados (28. aureuse 17 SCN) revelando a presenca dos genes (Fig. 3).

A transcricdo dos genésaA e icaD foi avaliada por RT-PCR em 18 isolados
representativos, selecionados pela discordancia eatresultados obtidos nos testes de
AVC e PCT (Tabela 1 e 2). Apenas um isoladd&daureusamplificou os fragmentos
esperados para os gemesA (1.315 pb) acaD (381 pb). Entre os demais, seis isolados
(cinco S. aureuse um SCN) amplificaram apenas o gecaD e em 11 ndo houve
amplificacédo para ambos os genes. Os produtosngigifiaacdes foram sequenciados e

apresentaram 99% de identidade com sequénciasitdeiassno GenBank.

DISCUSSAO

A deteccdo da producado do biofilme em PCT é cormildeo teste padrédo pela
sensibilidade, precisdo e reprodutibilidade além w@mtagem de ser um teste
guantitativo da aderéncia das bactérias (Nasr et 2002). O teste no meio AVC
fornece informacdes qualitativas sobre as caratimas das col6nias desenvolvidas e a
formacao do biofilme e é considerado uma alteradfiicil e rapida para deteccdo da
formacgao de biofilme na rotina laboratorial (JainAgarwal 2009). No entanto este
teste pode falhar no estudo de fatores de adesgaeped permite avaliar a expressao

de PIA/PNAG e nao permite, como o teste em PCTljaava aderéncia, primeira fase



da formacao do biofilme. Segundo lorio et al (204 ombinagdo dos dois testes para
avaliacdo da formac&o de biofilme permite melhoteieinacdo do potencial na
producédo do biofilme em isolados clinicos.

No nosso trabalho procuramos avaliar o papel deadginte de acucar na
composi¢cao do meio AVC, no entanto, a substitug@sacarose pela glicose no meio
AVC nédo favoreceu a producdo de biofilme. Os ismdaghrodutores de biofilme
apresentaram coloracdo vermelha e aspecto secefugoquanto no meio AVC

utilizando sacarose, as coldnias apresentaramagdlommais escura.

Croes et al (2009) relataram que no meio AVC separsge as colonias
produtoras de biofilme apresentam coloracdo de elaona vinho e a adicdo de
sacarose no meio resulta na formacéo de coldniasaseuras. Segundo Delcour et al.
(1999) e Mack et al. (2007) o desdobradamento dargse em frutose € essencial na
formacgao de N-Acetil-glicosamina e consequente yigad de PIA/PNAG. A interagao
do corante vermelho Congo diretamente com polis&iezs formando complexos e
sua interagcdo com metabolitos secundarios é umr fatportante na formagéo de
colonias escuras (Nars et al 2012) evidenciandcadoemacéo de biofilme no teste em
AVC é dependente da presenca de uma fonte de agucar

A utilizacdo de in6culo suplementado com glicoséllgg), ndo favoreceu a
formacao de biofilme nos ensaios em AVC e PCT. 8aguO’Neill et al (2007) a
glicose induz a formacao de biofilme, independelt®peronca. Em contrapartida, a
utilizagédo de in6culo com NaCl (BH) favoreceu a producgéo de biofilme no teste em
AVC. Segundo Fitzpatrick et al (2005) e O’Neillat(2007) a indugéo da formacao de
biofilme pelo NaCl ocorre porque o sal € um ativad@nscricional do operon

icaADBC e as cepas produtoras de biofilme induzido®C| sdaca-dependente.



Dos 13 isolados obtidos de ponta de cateter, segsnf negativos no teste em
PCT, mas positivos em AVC. Além deaADBC, outros genes estdo envolvidos na
formacdo do biofilme em biomateriais, como os qodiftam as proteinas Aap
(proteina associada a acumulacdo), AtIE (protemaadesdo estafilococica) e Bap
(proteina associada ao biofilme) (Von Eiff et al02p) Estas proteinas também
participam na estimulacédo e formacao da adesieacelitlar, PIA/PNAG. A auséncia
destes outros fatores na formacao do biofilme ndetéctada pelo teste em AVC, mas
pode ser pelo teste em PCT, desde que a fracacadegdoliestireno da placa sugere
falha na expresséo destes outros genes. Devedse@insiderar que fatores ambientais
podem influir na expressao de biofilme, e que o maamento dos isoladas vitro

pode ser diferent@ vivo (Barth et al. 1989).

Embora os genescaAD tenham sido encontrados em 99% dos isolados
analisados nesse trabalho, 14 isoladaesD positivos se revelaram biofilme negativo
nos testes em PCT e AVC, demonstrando que a peeslengenéca ndo esta associada
a sua expressao em alguns isolados. Segundo @afedd2004) a presenca dos genes
ica permite considerar os isolados como potenciaidytooes de biofilme, mesmo que
nos testes fenotipicos sejam biofilme negativos.

A falta de producéo de biofilme em alguns isola@ns sido atribuida a insercéo
de um segmento de 1.332 pb2%8 que interpola-se entre os genesA e icaD,
inativando a expressao de N-acteil-glicosaminifarase pelo geneaA (O'Gara,
2007). No nosso estudo buscamos a amplificacdo R&&RR do segmentacaAD
completo visando detectar a presenca dzb@Sdesde que a amplificacdo de um
segmento maior que o0 esperado indicaria a presdegsse elemento transponivel.
Entretanto, todas as amostieaAD positivo amplificaram o fragmento de 1.696 pb

esperado, e a identidade desse fragmento foi coadia pelo sequenciamento.



A atividade transcricional dos genesA e icaD foi avaliada por RT-PCR em
18; foi observado que destas, seis expressavamedag®, mas naacaA, e entre elas
quatro foram biofilme negativo nos testes em AVEQIT. A transcricdo do geneaD
ndo é determinante para a producdo de biofilme, anaanscricdo do gernieaA é
indispensavel para a producdo de PIA/PNAG (Cafis@le2004). Entretanto, dois
isolados que expressavam apenas o geai®@ foram biofilme positivo no teste em
AVC, confirmando a hipétese da existéncia de umamiseno independente do operon
ica na producao de biofiime (Rode et al 2007). Poroolado, um isolado biofilme
negativo em PCT amplificou ambos os geicas e icaD, sugerindo o envolvimento de
fatores de adeséo na formacao do biofilme. Emdladss a expressdo dos geivas\
e icaD né&o foi detectada por RT-PCR, e destes cincarfd@filme positivo no meio
AVC. Este resultado refor¢ca a possibilidade datémisa de outro mecanismo de
producao de biofilme independente da. iTal mecanismo nao seria influenciado pela
presenca da glicose, como 0os mecanismos indepesdagita conhecidos, desde que
0s testes com glicose, neste estudo, ndo mostraflaéncia na producao de biofilme.

Os resultados evidenciaram que a presenca dos a3 ndo assegura que
os isolados sejam biofilme positivo nos testes tipimos em AVC e PCT.
Possivelmente outros mecanismos envolvidos na f@imdo biofilme independente do
geneica existem e a expressao dos geicadD € dependente de condigbes ambientais
e pode estar condicionada a presenca de outros gdaeionados a adesédo. O teste em
AVC além de mais facil e rdpido que o teste em RCmais sensivel e pode ser
otimizado pela substituicdo de componentes comasnasicos e fonte de aclucar na

sua formulac&o e no uso de um inéculo suplemertawioglicose e NaCl.
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Figura 1. Aspecto das colbnias detaphylococcuspp em meio AVC; a: Colbnias
positivas para a producédo de biofilme, com colayagiegrecida e aspecto seco; b:
Colbnias negativas para a producdo de biofilme, colmracdo avermelhada e aspecto

mucoide.

Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 2. Teste em placa de cultura de tecido com 96 pogos células aderidas
coradas com cristal violeta. Em detalhe os trégiside producdo de biofilme: forte,

moderado e negativo.

Controle negativo
Moderado

Forte
MNegative

Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 3 - Gel de agarose 1,5% mostrando os produtos acaplds por PCR do
clustericaAD.. Linha 1, marcador de 100pb; linhas 2 a 4, angalgfio de 1.696pb

referente aelustericaAD; linha 5, controle negativo da reagéao.

1.696 pb

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela |
Producao de biofilme em placas de cultura de teeidgar Vermelho Congo; presenca

e expressao deaAD em Staphylococcuaureus

Producao de Presenca e expressao de

biofilme icaAD
Amostra Ano Fonte
AVC PCT _PCR i RT P(?R
icaAD icaA icaD

03802 2002 Hemocultura + - + nr nr
047 2002 Ponta de cateter + - + + +
121 2002 Hemocultura + + + nr nr
126 2002 Ponta de cateter + - + - +
202 2002 Hemocultura + - + nr nr
227 2002 Hemocultura + + + - -
236 2002 Hemocultura - - + - +
666 2003 Secrecéao pulmonar + + + nr nr
687 2003 Hemocultura + - + nr nr
722 2003 Ponta de cateter + - + nr nr
741 2003 Hemocultura + + + nr nr
749 2003 Hemocultura + + + nr nr
794 2003 Ponta de cateter - - + - +
807 2003 Liquido pleural + + + nr nr
808 2003 Liquido pleural + - + nr nr
835 2003 Hemocultura + + + nr nr
853 2003 Ponta de cateter - - + - -
859 2003 Vegetacao de atrio + + + nr nr

03804 2004 Ponta de cateter + - + nr nr
464 2004 Hemocultura - - + - +
599 2004 Ferida operatoria - - + nr nr
613 2004 Ferida operatoria + - + nr nr
780 2004 Hemocultura + + + nr nr
827 2004 Hemocultura - - + nr nr
862 2004 Ferida operatoria + + + nr nr
969 2004 Ponta de cateter - - + - +
990 2004 Hemocultura + - + nr nr
995 2004 Secrecao traqueal + + + nr nr

PCT: placa de cultura de tecido; AVC: Agar Vermebongo (Freeman et al 1984); nr: nao
realizado; -: negativo; +: positivo



Tabela Il
Producao de biofilme em placas de cultura de teeidgar Vermelho Congo; presenca

e expressao deaAD em SCN

Producéo de Presenca e expressao de

biofilme icaAD
Amostra  Ano Fonte
AVC PCT _PCR : RT PC_R
icaAD icaA icaD

081 2002 Hemocultura - - + - -
105 2002 Hemocultura + - + - -
109 2002 Hemocultura + - + nr nr
124 2002 Ponta de cateter + + + nr nr
162 2002 Hemocultura + + + - -
237 2002  Ferida operatoria + + + nr nr
804 2003 Ferida operatodria + - + - -
009 2004 Hemocultura + + + - +
012 2004 Hemocultura - - + nr nr
013 2004 Hemocultura - - + nr nr
070 2004 Ponta de cateter - - + nr nr
412 2004 Hemocultura - - + nr nr
522 2004 Ponta de cateter + - + nr nr
525 2004 Ponta de cateter + - - - -
937 2004 Ponta de cateter + + + nr nr
942 2004 Ponta de cateter + + + nr nr
976 2004 Hemocultura - - + nr nr
992 2004 Hemocultura - - + - -

PCT: placa de cultura de tecido; AVC: Agar Vermebongo (Freeman et al 1984); nr: nao
realizado; -: negativo; +: positivo



Tabela 11l
Producdo de biofilme em placas de cultura de teeiddgar vermelho Congo em

Staphylococcuaureuse SCN

TESTE
Espécies PCT AVC
+ - + -
S. aureus 11 17 21 07
SCN 06 12 11 07

PCT: placa de cultura de tecido; AVC: Agar VermeCtungo (Freeman et al 1984);
-: negativo; +: positivo
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Resumo

The studies to determine the type of SCCmec, stibdép to oxacillin and expression
of PBP2a in 39 Staphylococcus aureus and 45 Casmlleegative Staphylococcus
obtained from cases of hospital infection in Redfernambuco, Brazil, were observed
that 61% of the samples showed resistance to dixataists of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and growth on Mueller Hinton akgplates. Among susceptible
isolates, 76% expressed the PBP2a detected by ivesitat using polyclonal anti-
PBP2a. Sixty-eight isolates were classified inftilowing types of SC@ec SCOnec
type Il (17%), SCahectype lll (26%), SC@ectype IV (34.5%) and SQGectype V
(3.5%). In 16 isolates (19%) of the S@Ectype was not determined and were named
as SC@nec Not Defined (ND). These results demonstrate thesrdity of SC@nec

elements and the occurrence of clonal lineagescedsd epidemiologically with the



community in hospitals making difficult the sepavat between clonal lineages of
community acquired and hospital environment andfoece that isolated SCN can act
as reservoirs of SG@ecelements contributing to emergency new methicilésistant

clones.

Keywords: Staphylococcusspp, oxacillin, PBP2a, SG@¢ mec complex, ccr

complex

Introduction
Methicillin resistance in staphylococci is conferréy penicillin-binding

protein alternatively known as PBP2a or PBP2 'emisal for cell wall synthesis and
bacterial growth in the presence [plactam antibiotics. Thene@ gene, located on
mobile genetic element S@t&c(Staphylococcal Cassette Chromosamas), encodes
the PBP2a. Currently eleven S@€ctypes (I-XI) are described and divided based on
the structure of the Cassette Chromosome Recongb{cascomplex) and the complex
mec|[l, 2]. The determinations of the types of St€tare defined by the information
obtained from the structure ahec and ccr complex. Most infections acquired in
hospitals is associated with colonization®taphylococcus aureusethicillin resistant
(MRSA), but there has been an increase in casegetficillin resistanStaphylococcus
Coagulase negative (MRSCN) in nosocomial infectiopsrticularly infections
associated with implantation of prosthetic devi&].

Considering the importance of understanding th&idigion of SCC@nectypes
and profiles of susceptibility to oxacillin in tHespital environment, the aim of this
study was to determine the type of SG&; evaluate susceptibility to oxacillin and the

expression of PBP2a Btaphylococcuspp associated with nosocomial infection.



Materials and Methods
Bacteria and DNA extraction

The studies involved 84 samplesS&thphylococcuspp (39S. aureusand 45
SCN), obtained from spontaneous demand of the @eandluz University Hospital,
Recife, Brazil, from 2002 to 2010, characterizedcha@socomial infection, following the
criteria of CDC [5] and identified by conventionadcteriological tests. Were used as
control reference strains and MRSA05166 MRSAQ0528Z{mec type II), and
MRSA04673 MRSA05616 (SQ@ec type IlI), and MRSA01171 MRSA03343
(SCQOmectype IV) and MRSA02928 and MRSA03231 (S@éectype V) obtained by
courtesy of the Public Health Infectious Diseasabdratory, University of Pittsburgh,
USA. The DNA samples were extracted as describddaf@l quantified using

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Testing of susceptibility to oxacillin

Determination of Minimum Inhibitory ConcentratioMIC) for oxacillin was
performed using microdilution broth Mueller Hint@kiH), in parallel with the growth
test on Mueller Hinton agar plates (MHA) containd NaCl and 6 mg/ml oxacillin,

incubated at 37°C for 24 hours and following thigecia of interpretation of CLSI [7].

Determination of SC@ectype

The determination of SA@ecwas performed by multiplex PCR by Kondo et
al. [8] using the primers described in Table 1. Téactions were prepared in a final
volume of 50 uL containing gL | Green Go Taq buffer (Promega, Brazil), 2.5 o
each deoxynucleotide, 25 mM MgCI2, 1.5 U of Go TA4A polymerase (Promega,

Brazil), 20 ng DNA from each sample 10 uM and thienprs (table 1). Amplifications



were performed in thermocycler Mastercycler ep igrad (Eppendorf) under the
following conditions: 30 cycles of 94°C 1 min, 57%Cmin, 72°C 1 min, 72°C final
extension 7 minutes. Five microliters of the finptoducts were subjected to
electrophoresis on 2% agarose gels stained witR&kNucleic Acid Stain, visualized
on a UV transilluminator and digitalized using tR®DAK 1D software version 3.5.2

(Scientific Imaging Systems, USA).

Sequencing

The region oimeccomplex corresponding to each type of ®@Cfound in this
study was sequenced by Long-range PCR using theeidescribed in Table 1. The
reactions were performed in a final volume of 50 gdntaining 5 pL of 10 x buffer
PfuUltra ™ II (Stratagene), 200 mM dNTP, 10 mM pers, 1 pL PfuUltra ™ Il fusion
HS DNA polymerase (Stratagene) and 10 ng of DNAe fidactions were performed in
Mastercycler ep gradient thermal cycler (Eppendanfjer the conditions recommended
by the manufacturer. The amplicons were purifiechgiEX0SAP-IT ® (Anfimettrix)
and sequenced by the Sanger method, in the TedyBlatform FIOCRUZ (CPgAM /
FIOCRUZ, BRA) and Genomics platform and Core Protes Laboratory (University
of Pittsburgh, USA). The sequences obtained wesegssed using the SegMan Il of
Lasergene software (DNASTAR, Inc., Madison, WI) arampared with GenBank

sequences using BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLBS

Identification of PBP2a
Western Blot technique was used to investigateetpeession of PBP2a in all samples
oxacillin sensitive by MIC tests, using polyclonahti-PBP2a as described by

Mangueira [11].



Results
Susceptibility to oxacillin

Among the 39%6. aureusand 45 SCN analyzed by MIC testing and growth on
Mueller Hinton agar supplemented with oxacillin, 25aureusvere susceptible and 14
were resistant, while 08 SCN were sensitive andv8re resistant based on criteria

established by CLSI (2012). The MIC results ares@néed in Figure 1.

Detection of PBP2a in the samples were sensitiax&aillin

Detection of PBP2a was investigated in 25 sampfeS.caureusand eight
SCN, all the samples are sensitive to oxacillifMIC and MHA supplemented with
oxacillin tests, by Western blot using antiserui-BBP2a. The expression of PBP2a
was recognized in 22 (67%) isolatesSfaureusand three (9%) isolates of SCN (Fig.

2).

Determination of SC@ectype

According amplifications obtained fromecandccr complex (Fig. 3 and 4),
the 68 isolates were classified as 3L types Il (17%), SC@ectype Il (26%),
SCQmectype IV (34.5%) and SQ@ectype V (3.5%) as shown in Table 2.

Sixteen isolates (19%) due to lack of amplificatinthe PCR reactions
directed to themec complex were named as S@E€c undefined, although thecr
complex has been characterized as type 2.

Among the 22 SCectype lll isolates were found beyordrAB3, a second
ccr element, termedcrC pointing to the presence of S@Ercuryassociated with this

cassette.



The amplicons of theneccomplex obtained from each S@€celement were
sequenced and the sequences assembled using te&lWlualignment. Eachmec
complex region sequenced was compared using theSBLgoftware and found 99%
identity with the sequences deposited in GenBamcession number D86934 for
SCQmectype I, AB037671 for SCectype Ill, AB063172 for SC@ectype IV and

to AB121219 SC@ectype V.

Discussion

To determine the susceptibility &taphylococcuspp methicillin, the disk
diffusion test with oxacillin is the most widely ets but the determination of the
presence of thene@ gene and / or expression of PBP2a are considermgd sensitive
tests [7, 12, 13 ]. This because some isolateshadyor theme® and not be detected
by phenotypic testing, presenting sensitive to bxa¢l14].

In the present work it was observed that 49% ofSk&N carrying thene®
gene showed high level resistance to oxacitirl28 mg / L), frequency greater than
those presented b$. aureus(7%). This is because clinical isolates of SCN are
generally more resistant to antimicrobials tlsaraureusconfirming the role of SCN as
a reservoir of resistance genes [16]. There werdiscrepancies between the tests of
MIC and MHA supplemented with oxacillin.

In our study 67% of the isolates 8f aureusand 9% of SCN susceptible to
oxacillin, expressed PBP2a, a result particuladievant when we consider the low
oxacillin MIC shown by some samples $f aureus Strains ofS. aureussensitive to
oxacillin, positive for thane®@ gene and expressing PBP2a were found [17] andkdam
OS-MRSA (oxacillin-sensitive - methicillin resista8. aureuy considered a new type

of MRSA strain. Since many clinical laboratorieslyorevaluate susceptibility to



oxacillin, without observing the presencenoé®d or PBP2a expression of such isolates
may be mistaken for susceptible isolates leadingdppropriate antimicrobial therapy
and consequent induction of resistance [14, 17is ©nder to implement the research
med and/or expression of PBP2a in laboratories isartgmnt for a correct medical
therapy.

In the present study, we observed a frequencyQdimectypes Il and 1V,
similar to that registered in hospitals in southana southeastern Brazil [19, 20]. The
SCQmectypes Il and V, little reported in Brazilian hosgs, were found in a smaller
percentage.

The SC@nec type Il strains are associated with acquired irhaspital
environment and were first observed in strainsSofaureusat hospitals from Japan,
whose strains N315 is known as one of the mosiedy@6]. This element was found
in 17% of samples, frequency higher than reponeather studies in Brazilian hospitals
[27, 28].

The SCQnec type lll, is characteristic of the Brazilian epmlie clone
described in 1992 [Sader, 1994], which has theitpbib spread in the hospital
environment and character Pandemic having beendfaurother countries in South
America, Europe and Asia [4, 21, 22]. Some &@Ctype Il are coupled to other SCC
elements (Staphylococcal Cassette Chromosome), GSm&rcury which confers
resistance to heavy metals as mercury and cadniiu@8]. The SC@ercuryfeatures a
cassette chromosome recombinase independent gbrésent in SC@ectype Il and
known asccrC. In our study all isolates amplified the S@€&ctype Il allotypeccrC
pointing to the presence of this second elemesiscested SCC.

The SC@nectype IV is epidemiologically associated with stiaofS. aureus

methicillin-resistant community-acquired (CA-MRSANd strains present in USA-300



and USA-400 responsible for outbreaks in some Eeaopcountries and U.S. cities.
However a change in the Epidemiological profileretation to the clonal lineages
harboring SC@ectype IV has been observed worldwide, where themniincrease in
hospital-acquired strains (HA-MRSA) harboring thilsment [24] up to 95% of isolates
[25] . This high prevalence of type IV S@@ccan be attributed to genetic advantages
of this element, such as reduced size cassett@iafjorapid dispersal in the hospital
environment [24], besides being colonizing healbfgssionals [20]. In this study 35%
of the isolates, including. aureusand SCN showed the SCCmec type IV.

The SCCmec type V well as the SCCmec type IV idapiologically
associated with community strains. This element iet described in 2009 in
Brazilian hospitals associated with nasopharyngelmnization in children [30]. In the
present study we found in three samples obtaireed frlood and catheter tip in isolated
SCN.

Two isolates harboring the S@@ctype Il and two SC@ectype Il showed
sensitivity to oxacillin and were not expressingF28. This sensitivity in strains
possessing SA@ectypes Il and Il is usually caused by the repm@ssmposed by
med gene omme gene [27] since these elements have all the gdia¢$orm themec
complex. On the other hand, we find isolates hango5CGnectype IV and V also
sensitive to oxacillin and not expressing PBP2alikdnSCQOnectypes Il and lll, the
SCQmec type IV and V cassettes usually produce PBP2a, tduthe absence of
regulatory elements such theed gene, which is replaced by 1S1272 and 1S431, both
detected by PCR and subsequently confirmed by semqmg of amplicons in our
isolates.

Sixteen isolates not been characterized as thedlyS&€Gneg although they

had been determined the type aur complex, type 2. However, we were unable to



determine the class of thmeccomplex. Some authors have found some difficuity i
determining the type of SGfkcin some samples [8, 32]. The difficulty in detemmp
the SC@necelement may be due to the presence of new stescand rearrangements
or recombination in areas within theecandccr complexes [8, 32, 33]. Further studies
are needed to determine the S&Ctype of these isolates.

In conclusion, our studies detected the presenceotdtes with low MIC to
oxacillin, carrying theme® gene and expressing PBP2a. This profile was disgein
isolates harboring a variety of S@@c elements (types Il to V) within the hospital
environment. We found a prevalence of clonal limsagssociated epidemiologically
with the community, such as S@@ctypes IV and V, within the studied environment
difficult the separation between clonal lineageshef community and those acquired in
the hospital. Our data also confirmed that isol&€dN can act as reservoirs of SGE:

elements contributing to the emergence of new rodlthiresistant clones.
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Table 1 Primers used in this study: sequences, targetsgand references.

Primers Sequences (5-3) Target gene Reference
Multiplex PCR
Coﬁglex MA1 TGCTATCCACCCTCAAACAGG med 8]
MA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA me@ [8]
al AACCTATATCATCAATCAGTACGT ccrAl [8]
o2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT CCrA2 [8]
a3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT ccrA3 [8]
BC ATTGCCTTGATAATAGCCITCT e
YR CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT ccrC [8]
YF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT ccrC [8]
COTn%ﬁex MI6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG med [8]
IS7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG 19272 [8]
1S2 TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT 1131 [8]
MA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA me@ [8]
Long-range PCR
mec_F1 CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA mead [9]
mec_R1 GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA me@ [9]
mec_F2 AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC meA [10]
mec_R2 GGTCCCATTAACTCTGAAG med [10]
SA10 GACTTGATTGTTTCCTCTGTT med [10]
SA09 AATGGCGAAAAAGCACAACA med [10]
SAl7 CGCTCAGAAATTTGTTGTGC medR1 [10]
SA18 ATCCTCCTTATATAAGACTAC medR1 [10]
SA19 CATATCGTGAGCAATGAACTG medR1 [10]
SA13 GTCTCCACGTTAATTCCAATT medR1 [10]
SAl4 GTCGTTCATTAAGATATGACG medR1 [10]
SA15 CAAGCACCGTTACTATCTGC medR1 [10]
SA20 ATAAGTAAAACAATGATGGCAAT medR1 This study
SA21 TGTTTATCCCATTGTTGTTCAG medR1l This study
SA22 TGATTAAGGCATTCCGACAAA medR1 This study
IS8 ATCGAACGCCACTCATAACA ISL272 This study




Table 2. Distribution of SC@nectypes among. aureusand SCN analyzed.

SCCmectypes (%) S. aureus SCN Target amplified
N° (%) N° (%) meccomplex  ccr complex
SCQmecll 17 10 (12) 04 (05) Class A cCrAB2
SCQmeclll 25 09 (10) 13 (15) Class A ccrAB3
SCQmeclV 35 10 (12) 19 (23) Class B CCrAB2
SCQmecV 04 00 (00) 03(04) Class C ccrC
Undefined 19 10 (12) 06 (07) - cCrAB2

Total 100 39 (46) 45 (54)




Fig 1. MIC of oxacillin for S. aureusand SCN, according to the parameters of the CLSI

(2012).
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Fig 2. Presence and absence of PBP2a among isolatesanfreusand SCN

sensitive to oxacillin.
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