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Resumo

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um dos principais
agentes de infec¢cdes associadas a servicos de saude em todo o mundo. No
Brasil, hd a predomindncia de um clone de MRSA multirresistente
denominando clone epidémico brasileiro (CEB). Entretanto, novos clones néo-
multirresistentes com alta viruléncia tém sido descritos em infecgbes
comunitarias e hospitalares. O objetivo desse estudo foi realizar a
caracterizacdo fenotipica e genotipica de cepas de MRSA isoladas na cidade
do Natal/RN. Inicialmente avaliamos 60 amostras de S. aureus quanto a
resisténcia a meticilina através de diferentes técnicas fenotipicas, utilizando a
deteccdo do gene mecA por PCR como padrdo. O antibiograma de todas as
cepas foi realizado utilizando 12 antimicrobianos conforme descrito pelo CLSI.
As cepas de MRSA foram caracterizadas geneticamente através da tipagem do
cassete cromossOdmico estafilococico mec (SCCmec) e da eletroforese em
campo elétrico alternado (PFGE). Dos 60 S. aureus estudados, 45 foram
resistentes a meticilina. Observamos que para algumas cepas de MRSA os
testes de triagem em agar com 6ug/mL de oxacilina e difusdo em meio sélido
com oxacilina-1pg apresentaram dificuldades na sua interpretacdo. No entanto,
todas as 45 amostras de MRSA, foram facilmente detectadas pelos testes com
o disco de cefoxitina-30ug e pesquisa da PBP2a. A analise molecular das
cepas de MRSA mostrou 8 padroes distintos de PFGE (A-H), com
predominancia do padrédo A (73%), relacionado ao CEB. Estas carreavam o
SCCmec tipo IlIA, e apresentaram uma consideravel variedade de subtipos

(A1-Ase). Cinco cepas de MRSA portando SCCmec IV também foram



Xiv
identificadas, trés delas relacionadas geneticamente ao clone USA800 (Padréo
B). Destas cinco, trés (2 padrdo F e 1 padrédo B) foram altamente susceptiveis
as drogas testadas, entretanto, dois outros isolados, padrdo B, apresentaram
multirresisténcia. As amostras restantes pertenciam a padrbes de PFGE
distintos dos clones internacionais predominantes em nosso continente. Para
realizacdo deste projeto de pesquisa, a metodologia exigiu a interagcdo com
pesquisadores de areas como: infectologia, microbiologia e biologia molecular.
Portanto, esta dissertacdo apresentou um carater de multidisciplinaridade e

transdiciplinaridade no seu desenvolvimento.

Palavras-Chave : Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, MRSA,
infeccdo hospitalar, clone epidémico brasileiro, clone pediatrico, PFGE,

SCCmec, métodos fenotipicos.



1 INTRODUCAO

A resisténcia aos agentes antimicrobianos é um problema de saude
publica global e representa um dos principais componentes dos custos diretos
em saude. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) se destaca
dentro dessa problemética, uma vez que é resistente a maioria dos
antimicrobianos disponiveis no comércio, tornando dificil o tratamento e o
controle das infecgBes causadas por esse microrganismo??2,

Um fator agravante para esse problema é a dificuldade de deteccgéo
dessas amostras pelos métodos convencionais, uma vez que 0 microrganismo
pode apresentar células com varios niveis de resisténcia dentro de uma mesma
populacdo bacteriana, configurando um fenbmeno descrito como resisténcia
heterogénea & meticilina*>®.

A epidemiologia das infec¢bes causadas pelos MRSA vém sofrendo
mudancas no decorrer dos anos com o aparecimento de cepas de MRSA nao-
multirresistentes no ambiente hospitalar’®® e a emergéncia de amostras de
MRSA entre pacientes da comunidade (CA-MRSA) que nao apresentam riscos
classicos para infeccdes nosocomiais®!®!. Portanto, as técnicas de tipagem
molecular sdo importantes para a elucidacdo epidemioldgica das infec¢des por
MRSA, as quais tém adquirido carater endémico ao longo das ultimas décadas.
O aumento crescente da prevaléncia desses microrganismos e a mudanga na
sua epidemiologia tornam importante a investigacdo e controle da
disseminagdo desse patégeno em nossa cidade. Apesar dos estudos
descrevendo a disseminacdo de um clone predominante em diversos hospitais

de vérias regides do Brasil**'*, ainda ndo existem dados em relac&o aos tipos



clonais prevalentes em hospitais do Rio Grande do Norte. Dentro deste
contexto a tipagem molecular desses isolados pode ser uma ferramenta para
melhor compreenséo epidemiolégica dos MRSA em nossa regido, contribuindo
com informagBes relativas a identificacdo dos padrbes das infeccoes,
investigacfes de surtos e ainda, auxiliar na conduta terapéutica empirica e na

elaboracdo de medidas de controle que possam limitar a disseminacdo desse

microrganismo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Staphlococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria pertencente a familia
Staphylococcaceae, apresentando-se como cocos Gram positivos, cujo arranjo
celular assemelha-se a cachos de uva. Sao microrganismos catalase positiva,
iméveis, anaerdbios facultativos e ndo formadores de esporos'>*®.

Dentre os fatores de viruléncia, S. aureus apresenta alguns
componentes de superficie na parede celular, como a proteina A, que atua
localmente na resisténcia a fagocitose, e diversas proteinas agrupadas sob a
sigla MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules), responsaveis por promover a aderéncia bacteriana as proteinas
sollveis presentes no plasma, como fibrinogénio, fibronectina, colageno e
outras. Entre as substancias extracelulares destacam-se as citolisinas (a, B, 9,
y toxinas e leucocidinas), toxinas esfoliativas (ETA, ETB, ETC e ETD), toxina-1

da sindrome do choque téxico (TSST-1) e varias enterotoxinas como a SEA,

SEB, SEC_, SED, SEE, SEG, SEH e SEQ™™.

S. aureus tem sido reconhecido como um dos principais patégenos
humanos e um dos mais comuns microrganismos nosocomiais, sendo
responsavel pela maioria das infecgbes pos-cirdrgicas. S&o considerados
patégenos oportunistas, que fazem parte da micobiota humana, causando
doenca quando ha algum comprometimento do sistema imune®. Embora S.
aureus seja encontrado em diversas partes do corpo, as narinas séo o principal

nicho ecolégico em humanos?. Na populacdo saudavel aproximadamente 20%



dos individuos albergam S. aureus persistentemente, 60% intermitentemente e
20% nunca albergaram essa bactéria®®.

S. aureus podem causar uma grande variedade de infec¢cdes, mostrando
trés tipos gerais: (i) lesbes superficiais tais como foliculite e furinculo; (ii)
sisttmicas tais como endocardite, osteomielite, pneumonia, abscesso
pulmonar, meningite e bacteremia; e (iii) toxinoses tais como intoxicacao

alimentar, sindrome da pele escaldada e sindrome do choque t6xico*®?°,

2.2 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)

As penicilinas obtidas da fermentacdo de Pennicillium chrysogenum
inicialmente foram muito ativas contra cocos gram positivos?:. Quando a
penicilina G foi introduzida, no inicio da década de 1940, mais de 85% dos S.
aureus eram susceptiveis a essa droga, entretanto, rapidamente surgiram as
primeiras cepas de estafilococos resistentes & penicilina?’. Essa resisténcia é
consequéncia da producédo de B-lactamase (ou penicilinase) que inativa os
antimicrobianos B-lactamicos por hidrolise de seu anel B-lactamico?®.
Atualmente, mais de 90% dos Staphylococcus spp. isolados produzem -
lactamase?”.

A meticilina foi a primeira penicilina semi-sintética resistente a -
lactamase, tendo como alvo as cepas de S. aureus produtoras de B-lactamase,
entretanto, a resisténcia a esse antimicrobiano foi relatada poucos anos apoés a
sua introducao na pratica clinica®. Essa resisténcia ocorreu devido & aquisicéo
do gene mecA pelos S. aureus, o qual codifica para uma nova proteina ligadora
de penicilina (PBP) denominada de PBP2a ou PBP2'. Essa nova PBP se liga

fracamente as penicilinas e a outros B-lactdmicos atuando como uma



transpeptidase substituta na formagdo das pontes transversas, durante a
sintese da parede celular bacteriana, quando as PBPs normais se encontram
bloqueadas pela ligacdo covalente com o PB-lactamico®. Dessa forma, a
biossintese da parede celular € restabelecida, mesmo na presenca do
antimicrobiano.

O gene mecA é um segmento de DNA exdgeno de 2,1 Kb que encontra-
se inserido em um elemento genético movel, integrado ao cromossomo dos
MRSA conhecido como cassete cromossOmico estafilococico mec
(SCCmec)?"?. Além do gene mecA, o0 SCCmec contém transposons e copias
integradas de plasmideos que careiam varios genes de resisténcia contra
antibiéticos nao B-lactamicos?®%°. Até o0 momento sete tipos de SCCmec (I - VII)
foram descritos, com tamanho variando de 20,9 a 66,9 kb*. Os SCCmec |
(34,3 kb), IV (20,9-24,3 kb), V (28,0 kb), VI (20,9 kb) e VII (35,9 kb) codificam
resisténcia somente aos B-lactamicos enquanto os SCCmec Il (53,0 kb) e Il
(66,9 kb) causam resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos, uma vez
gue possuem outros genes de resisténcia integrados, dentre eles os plasmidios
pUB110 e pT181 e o transposon Tn554 (genes que codificam resisténcia a
aminoglicosideos,  tetraciclina e, eritromicina e  espectinomicina,

respectivamente) 12839,

2.3 Epidemiologia do MRSA

MRSA foi primeiro descrito na Inglaterra em 1961 trés anos apds a
introducdo da meticilina na pratica clinica®®. Durante a década de 60 foi
gradualmente se disseminando em proporc¢des epidémicas em alguns paises

31,32

da Europa e na década de 70 se disseminou por todo o planeta® <. Nas



décadas de 80 e 90, a prevaléncia dos MRSA em infec¢Bes associadas a
servicos de salde aumentou em varios paises'®**. Desde entdo os MRSA tém
representado um grave problema de salde publica global, devido a
multirresisténcia aos antimicrobianos e, inclusive, a resisténcia aos
antissépticos e desinfetantes, freqiientemente associada a essas cepas>*.

Levantamentos epidemiol0gicos sugerem que 0s S. aureus representam,
atualmente, o principal agente etiologico das infec¢gbes assistidas nos setores
de emergéncia, nos Estados Unidos®*. Na Europa, as taxas de prevaléncia
de MRSA s&o bem variaveis dependendo do pais estudado®!. Em 2005, 29,1%
dos Staphylococcus aureus isolados de 23 hospitais localizados em 10 paises
europeus, Turquia e Israel foram resistentes a meticilina, com prevaléncia
variando de 2,1% na Suécia a 42,5% no Reino Unido e 54,7% na Irlanda®’. O
programa SENTRY observou que entre 1997 e 1999 a prevaléncia dos MRSA
foi de 23% na Australia, 67% no Japao, 35% na América Latina, 32% nos EUA
e 26% na Europa*®. Ja o estudo TEST (Tigecycline Evaluation and Surveillance
Trial) realizado entre os anos de 2004 e 2007 detectou que 48,3% dos
Staphylococcus aureus isolados de 33 centros da América Latina foram
resistentes a meticilina®.

No Brasil, a prevaléncia de MRSA em infec¢des associadas a servigos
de saude atinge valores elevados, que normalmente variam de 30 a 60%**3,
No entanto, um estudo recente mostrou que a prevaléncia de MRSA em uma
maternidade escola da cidade de Natal foi de 18,1%"*.

Nos ultimos anos a literatura vem descrevendo uma mudancga gradual na
epidemiologia dos MRSA, apontando a emergéncia de novas linhagens de

MRSA entre pacientes da comunidade (CA-MRSA), capaz de causar infecgdes,



algumas vezes fatais, em individuos que nao apresentam fatores de risco para
infeccbes por MRSA, podendo assim acometer criangcas e adultos jovens
saudaveis®’. No Brasil, alguns trabalhos j4 mostram a presenca de infeccdes

10,45
A

leves ou moderadas causadas por CA-MRS e, mais recentemente

também foi relatado o primeiro caso de infeccéo severa por CA-MRSA*.

2.4 Métodos para deteccao da resisténcia a meticili  naem S. aureus

Diversos métodos tém sido utilizados para a deteccdo da resisténcia a
meticilina nos S. aureus, entretanto, devido a existéncia de um fenémeno
conhecido como resisténcia heterogénea a meticilina, essa deteccdo pode ser
dificultada™®.

O fendmeno da resisténcia heterogénea é definido como a presenga, em
uma dada cultura bacteriana, de subpopulagbes de células para as quais as
concentragdes minimas inibitérias (CMI) para a meticilina sdo variaveis”.

Tomasz et al*’

determinaram quatro diferentes classes de resisténcia a
meticilina. Em cepas de MRSA pertencentes as classes 1 (CMI 1-3 pg/mL) e 2
(CMI 6-12 pg/mL), a maioria das células apresentam baixos niveis de
resisténcia a meticilina, porém uma pequena propor¢cdo de células dessa
cultura é altamente resistente. Em cepas de MRSA pertencentes as classes 3
(CMI 50-200 pg/mL) e 4 (CMI = 800 pg/mL), a maioria das células séo
altamente resistentes a meticilina.

Segundo o CLSI*® os métodos recomendados para deteccao rotineira de
resisténcia a meticilina sdo os testes de difusdo em meio sdlido utilizando os

discos de oxacilina 1ug e cefoxitina 30ug. Para S. aureus, o teste com disco de

cefoxitina é comparavel ao teste de disco de oxacilina em termos de predizer a



resisténcia mediada pelo gene mecA,; entretanto, a leitura do teste com o disco
de cefoxitina € mais facil e, portanto, esse deve ser o método de preferéncia.

Ainda segundo o CLSI*®

, se forem obtidos resultados intermediarios para
S. aureus, recomenda-se realizar um teste alternativo, que pode ser a pesquisa
do gene mecA por PCR, a deteccdo da PBP2a por aglutinacdo em latex, a
determinacao da CMI para oxacilina, ou o teste de triagem em agar Mueller-
Hinton suplementado com 4% de NaCl e 6 pg/mL de oxacilina. O resultado do
teste alternativo deve ser relatado, ao invés do resultado intermediario. Outro
teste alternativo citado na literatura € a triagem em agar com 25 pg/mL de

meticilina®®*°.

Nessa técnica, a combinacdo de um in6culo pesado com a
concentracdo de 25 pg/mL de meticilina favorece a diferenciacdo entre as
cepas com resisténcia homogénea e heterogénea e exclui S. aureus sensiveis

ou com resisténcia boderline®.

2.5 Clones Pandémicos de MRSA

Desde que foi descrito pela primeira vez, ondas de disseminag¢ao clonal
de cepas de MRSA tém se difundido rapidamente através do mundo®?
responsaveis por propor¢des variaveis de infeccdes nosocomiais em diversos
paises®. Desta forma, poucos clones de HA-MRSA sdo responsaveis pela
grande maioria das infecgcdes nosocomiais que ocorrem no mundo e pelos
prejuizos sociais e econdmicos decorrentes de tais infeccdes 2,

Utilizando-se a combinacdo de vérias técnicas de tipagem molecular
foram identificados seis clones de MRSA amplamente disseminados por todo o

mundo. Esses clones denominados de Ibérico, Brasileiro, Hungaro, Nova

lorque/Japao, Pediatrico e EMRSA-16 sdo responsaveis por 68% dos MRSA e



representam as linhagens bem sucedidas em termos de habilidade de causar
infeccdo, persisténcia e capacidade de disseminagdo de uma &rea geogréfica
para outra e até mesmo através de continentes’. Esses clones foram
nomeados de acordo com a area geografica onde foram primeiramente
descritos (p. ex. clone epidémico brasileiro, clone ibérico, clone Nova lorque/
Japao), pelas caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes em que foram
descritos (p. ex. clone pediatrico), pelo numero baseado em seu padrdo de
PFGE (p. ex. USA 100, USA 800) ou pelo tipo fagico (p. ex. EMRSA-15,
EMRSA-16)%43,

O clone Ibérico ou USA500 foi primeiro relatado na Espanha em 1989>*,
mas parece estar presente na Bélgica e Franca desde 1984°°. Posteriormente
também foi descrito em Portugal®®, Italia®>’, Reino Unido®’, Alemanha®,
Poldnia®®, Republica Tcheca® e Estados Unidos®”.

O clone epidémico brasileiro (CEB) foi relatado primeiramente no Brasil

63,64

12, Argentina®®,

em 1992% e posteriormente em outros paises como Portuga
-64 .1 .64 £ :.65 RT 60 Z
Uruguai™, Chile>, Grécia, Republica Tcheca’, sendo também relatado em
. ; i 1anAiab7 66 ~ 66 ; ;166
outros paises tais como Finlandia®’, Alemanha™, Pol6nia®, Reino Unido™ e
Ir&®”. Um dado interessante é que o CEB ao se instalar em um hospital em
Portugal foi capaz de suplantar o clone anteriormente predominante,
denominado clone Ibérico, o qual era, até entéo, o cluster de MRSA dominante
. . s 2’62
nos hospitais daquele pais“™.
O clone hungaro esta extensivamente disseminado em tal pais®, e
também foi relatado em hospitais da China e Taiwan®®. Este clone é na
realidade uma variante do CEB, que se diferencia do primeiro por possuir uma

variacdo no SCCmec: apresenta o plasmidio pT181 substituindo o plasmidio
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pl258 e, devido a isso, foi classificado como SCCmec tipo Ill, enquanto o CEB
como SCCmec tipo I11A.
O clone pediatrico ou USAB800 foi isolado pela primeira vez em 1992 nas

enfermarias de um hospital pediatrico de Portugal®

, sendo também reportado
em diversos paises como Polénia®®, Estados Unidos®®, Franca’™, Espanha’?,
Argentina’®, Colémbia™ e Brasil>"™"".

O clone Nova lorque/Japdo ou USA100 foi identificado primeiramente
em hospitais metropolitanos de Nova lorque, Nova Jersey, Pensilvania e
Connecticut’® e em um hospital de Téquio’. Além de ser detectado no

4%, Finlandia®®, Reino Unido®®, Portugal®, Espanha®, Brasil’® e

Canad
Hungria®®. Este clone é geneticamente relacionado ao clone pediatrico, porém
apresenta um SCCmec tipo Il.

O clone EMRSA-16 ou USA200 é um dos tipos dominantes de MRSA
encontrados em Hospitais do Reino Unido®* e largamente disseminado na
Grécia®, México®, Espanha® e Canada®. Esse clone também foi encontrado
em outros paises europeus tais como Suécia®, Dinamarca®’, Suica® e
Bélgica®'.

Recentemente tem-se observado globalmente a emergéncia de clones
de CA-MRSA no ambiente hospitalar®®. Esses clones, que diferem
geneticamente dos clones pandémicos, tém causado um nuamero crescente de
infeccBes associadas a servicos de saide®®. O Western Australian 1 clone, a
primeira linhagem de CA-MRSA, foi detectada no final da década de 1980 no
oeste da Austrdlia causando infecces em aborigenes®™. Posteriormente,

outras linhagens de CA-MRSA foram detectadas na Australia: Oceania

Southwest Pacific clone e Queensland clone, e nos Estados Unidos: USA300 e



11

USA400%%3, Esses clones também apresentam disseminacéo mundial, sendo

89,93

descritos em paises como Estados Unidos®®?, Franca®™, Japao®, Italia®®,

Reino Unido®’, Uruguai®® e Brasil***>#%:%,

Em decorréncia das mudangas que vém ocorrendo na epidemiologia dos
MRSA, tivemos como principal objetivo a caracterizacao fenotipica e genotipica
de cepas Staphylococus aureus resistentes a meticilina isoladas na cidade do

Natal-RN, para uma melhor compreensédo da dindmica desse microrganismo

em nossa regiao.
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3 ANEXACAO DE ARTIGOS PUBLICADOS

Artigo 1: Genotyping of methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates
obtained in the Northeast region of Brazil (Peridédico: Brazilian Journal of

Medical and Biological Research-Qualis B1).

Artigo 2: Evaluation of different methods for detecting methicilin resistance in
Staphylococcus aureus isolates in a university hospital located in the Northeast

of Brazil (Periddico: Brazilian Journal of Microbiology -Qualis B2)
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Genotyping of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus isolates obtained
in the Northeast region of Brazil
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major agent of hospital infections worldwide. In Brazil, a multiresistant
MRSA lineage (ST233-SCCmecllA), the so-called Brazilian epidemic clone (BEC), has predominated in all regions. However,
an increase in nosocomial infections caused by non-multiresistant MRSA clanes has recently been observed. In the present
study, 45 clinical isolates of MRSA obtained from a university hospital located in Natal city, Brazil, were identified by standard
laboratory metheds and molecularly characterized using staphylococcal chromosome cassette mec (SCCmec) typing and
pulsed-field gel electrophoresis. Antimicrobial susceptibility testing was carmried out using CLS| methods. The MRSA isolates
studied displayed a total of 8 different pulsed-field gel electrophoresis patterns (types A to H) with predominance (73%) of pat-
tern A (BEC-related). However, MRSA harbanng SCCmec type IV were also identified, 3 (7%) of which were genetically related
to the pediatric clone - USAS00 (ST5-SCCmeclV). In addition, we found a considerable genetic diversity within BEC isolates.
MRSA displaying SCCmeclV are frequently susceptible to the majority of non-B-lactam anfibictics. However, emergence of

multiresistant variants of USAB00 was detected.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococous aureus; MRSA; Antimicrobial resistance; Brazilian epidemic clone;

Pediatric clone; SCCmeclV

Staphylococcus aureus is recognized as one of the most
important human pathogens. These versatile bacteria can
be involved in nosocomial or community-associated infec-
tions (1,2). The increasing incidence of methicillin-resistant
Staphyiococcus aureus (MRSA) has become a serious
clinical and therapeutic problem. Hospital-acquired MRSA
(HA-MRSA) are generally resistant to many antimicrobial
agents such as quinolones, aminoglycosides, tetracyclines,
and macrolides, hindering treatment and prolonging hospital
stay (3). Methicillin resistance is determined in staphy-
lococci by the staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) carrying the mecA gene, which encodes the al-
tered penicillin-binding protein 2A.0r 2°, which in turn confers
cross-resistance to all p-lactam antibiotics (1).

The increased prevalence of nosocomial infections

caused by MRSAduring the last two decades throughout the
world has been associated with the widespread occurrence
of specific international MRSA lineages (3). Based on the
genotyping techniques of pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE), SCCmec typing and muliilocus sequence typing,
various pandemic HA-MRSA clones have been identified,
including the Iberian clone (USAS00; ST247-SCCmeclA),
the Brazilian epidemic clone - BEC (ST239-SCCmeclllA),
the New York/Japan clone (USA100; ST5-SCCmecll), the
pediatric clone (USABD0; ST5-SCCmeclV or SCCmecVl),
and the EMRSA-16 clone (USA200; ST36-SCCmecll)
(1,3,4). Studies conducted in Brazil have shown the pre-
dominance of BEC, a universally occurring multiresistant
clone first described in Brazil in 1992, which has accounted
for 70-80% of the total MRSA isolated in Brazilian hospitals
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(5,6). Recently, the number of reported infections caused
by non-multiresistant MRSA (nmMRSA) in hospitals has
increased (7,8). In contrast to most HA-MRSA, these
strains are commonly susceptible to the majority of other
non-B-lactam antibiotics and carry SCCmectype IV (9). The
incidence of nosocomial infections caused by nmMRSAhas
alsoincreased in Brazil (9,10). Thus, due to recent changes
in MR SAepidemiology in healthcare facilities throughout the
world, the objective of the present study was to genotype
MRSA isolates collected at a university hospital in Natal
city, RN, located in the Northeast of Brazil.

The study was carried out using 43 randomly chosen
MRSA isolates, 42 obtained from the Onofre Lopes Uni-
versity Hospital, a tertiary reference hospital with about
190 beds distributed over 10 wards of various specialties
and one intensive care unit. The remaining 3 isolates were
obtained from the maternity unit of the teaching hospital
and a private laboratory, both located in the city of Natal.
The study was approved by the Research Ethics Com-
mittee of the Federal University of Rio Grande do Norte,
according to protocol No. 109/2006. The identification of
these isolates was confirmed using Gram stain, catalase
and free coagulase tests. The isolates were stored at
-70°C in trypticase soy broth (Becton Dickinson, USA)
containing 10% (w/v) glycerol. The disk-diffusion test was
performed according to the recommendations of the Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (11). Methicillin agar
screening (25Met) was carried out using trypticase soy agar
containing 25 pg/mL methicillin (Sigma, USA) and a heavy
bacterial inoculum (10%-101? cfu) as described previously
(12). The methicillin-susceptible strain of S. aureus ATCC
29213 and the MRS A isolate BMBS392 were used to control
the susceptibility tests. PFGE of total DNA was performed
as described elsewhere (5). The BMB9393, AM771 and
NY 17859 representatives of the BEC, pediatric and New
York/Japan clones, respectively, were used to compare the
PFGE band patterns. The primary criterion used to define
FPFGE types was that described by Tenover et al. (13).
However, due to the wide variety of BEC subtypes detected
among the isolates studied, PFGE patterns were also
compared using the GelCompar |l software, version 4.01
(Applied Maths, Belgium). Thus, to analyze the correlations
of the banding patterns a similarity index was determined
for each pair of strains using the Dice coefficient with 0.5%
band tolerance. Finally, SCCmec typing was performed
by the multiplex polymerase chain reaction according to a
previously described methodology (14).

The total number of MRSA isolated at Onofre Lopes
University Hospital in 2004, 2005, and 2006 was 39, 39,
and 38, respectively. MRSA accounted for 49% of the S.
aureusrecovered by the clinical laboratory. Of these isolates,
42 (36%) were selected at random from a single patient
each to perform the molecular characterization, along with
the three isolates obtained at the maternity unit and at a
private laboratory in Natal. These isolates were obtained
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from different sites, such as secretions (51%), catheters
(19%), blood ({15%), urine (10%), and others (5%). The
mean age of the patients studied was 56 years, ranging
from 7 months to 84 years.

The analysis of the 45 isolates by the Tenover criteria
revealed 8 different PFGE patterns (types A to H). Eight
type Aisolates (18%) displayed a pattern identical to that
of BMB9393 (pattern A4), a prototype BEC strain. How-
ever, 25 additional isolates were visually classified as
BEC subtypes (Ax-Aqg). Due to the diversity of subtypes
A, the genetic relationship among these isolates was also
confirmed by plotting the PFGE patterns in a dendrogram.
The hierarchical clustering of the patterns confirmed that
the BEC subtypes were closer to the BEC prototype strain
than the other isolates analyzed (Figure 1). All BEC-related
isolates harbored the SCCmeclllA element. The strains
belonging to BEC and its subtypes were resistant to most
of the antimicrobials tested, except vancomycin and one
or two other drugs, and showed homogeneous resistance
to methicillin {since they all grew confluently on 25 pg/mL
methicillin plates). The BEC strain is endemic in Brazilian
hospitals, and its predominance among HA-MRSA has
been reported since 1992, when it was first described in
the country (5,6,12). This clone has also been isclated in
other South American countries, in Europe and inAsia (1.3),
demonstrating a superior ability for worldwide dissemina-
tion. Itwas previously reported that BEC has advantageous
properties such as enhanced biofilm production, as well
as high adhesive and invasive properties, a fact that may
explain the bacterial adaptation to the hospital environment
and its international propagation (15).

In the present study, we observed a wide variability of
PFGE patterns for type A (BEC isolates), with a total of
16 subtypes. It is interesting to note that pattern A, was
observed in only 24.2% of the BEC isolates. BEC isolates
have spread throughout Brazil for more than a decade and
previous studies have shown that pattern A, accounted for
70-80% ofthe BEC subtypes (5,12,13). Thus, it seems likely
that small genomic changes may have occurred during
these years resulting in BEC variants also well-adapted to
cause severe hospital infections. It is possible that these
genetic changes represent important mechanisms of clonal
divergence (expansion) and may have some significance
in a specific epidemiolegical scenario. Previous investiga-
tions by our group using microarray technology to study the
global genome of BEC isolates showed that these isolates
can carry different mobile genetic elements. mainly bac-
teriophages (Figueiredo AMS, Dunman PM, unpublished
results). Genetic variation among isolates within a clone
has also been demonstrated by others (16).

The three isolates grouped into cluster B according to
Tenover criteria had more than six PFGE band differences
from BEC isolate BMB9393 and displayed SCCmectype IV.
The pattern B (B;-B,) isolates were very similar to those of
the AMTT1 strain, a representative of USAS00, also known
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Figure 1. Dendregram generated by computerized analysis (Gel Comgpar I, versicn 4.01) of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus band profiles obtained with pulsed-field gel electrophoresis. Clones: SC
= sporadic clone; BEC = Brazilian epidemic clone; PC = pediatric clone; NY/JC = New York/Japan clone.
Antimicrobial agents: GEN = gentamicin; VAN = vancomyein; CLI = clindamycin; CIP = ciprofloxacin; SXT
= trimethoprim—sulfamethoxazole; RIF = rifampin; TET = tetracycline; CHL = chloramphenicol; ERY =

erythomycin.

as the pediatric clone. Finally, nine other isclates differed
from BEC, pediatric and New York/Japan ciones by more
than six bands and were classified as sporadic clones
(types C-H). The two isolates displaying type F also carried
SCCmeclV. Three isolates harboring SCCmec type IV (2
type F and 1 type B) were highly susceptible (resistant to
the B-lactams only). However, two other B-type isolates
(USAB00-related) displayed lower susceplibility to antimi-
crobial drugs. In addition, all SCCmeclV isolates showed

wany.bjourmnal .com_br

heterogeneous resistance to methicillin since they formed
isolated colonies in 25Met.

Despite the intensive use of antimicrobial agents in
hospitals, an increasing incidence of nmMRSA has been
reported in different countries (7,9,17). Previous studies
have also shown that community-acquired MRSA, which
are generally more susceptible to antibiotics than HA-MRSA
isolates, have also emerged as healthcare-associated
pathogens (2,17). The detection of USABQ0 (pediatric
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clone) in Natal corroborates other studies indicating that
this clone type is animportant emergent nosocomial agent
in Brazil (9,10,12). USAB00 isolates have been recently
detected in hospitals located in Rio de Janeiro and Recife
(10). This clone was also reported to colonize health work-
ers of a home care service in Brazil (18). Although most
SCCmeclV isolates are highly susceptible to non-B-lactams,
in the present study two of the three USAS00 isolates
were resistant not only to B-lactam antibiotics, but also to
erythromycin, clindamycin, tetracycline, and ciprofloxacin,
a fact that may indicate a high ability of these SCCmeclV
isolates to acquire multiple resistant genes.

The first report of USABD0 isolates occurred in a pediatric
hospital in Portugal (19). However, in the present study,
all patients infected with USAB800 were adults or elderly
persons. Similar results were obtained by de Miranda et al.
(10) who described the isolation of USAS00 from immuno-
compromised adult and elderly individuals. The emergence
of nmMMRSA isolates in nosocomial environments does
not support the theory that points to multiresistance as
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ABSTRACT

Many methods have been described for the detection of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), but the heterogeneous expression of
methicillin resistance affects the reliability of these methods. The aim of the
present study was to evaluate some methods for detecting methicilin resistance
in Staphylococcus aureus isolates in a university hospital located in the
Northeast of Brazil. Among the isolates, 15 were methicillin-susceptible and 45
were methicillin-resistant, including low-level heterogeneous resistance strains.
Both the 30 pg-cefoxitin disk and PBP2a test had 100% sensibility/specificity
and appear to be good options for the detection of MRSA in the clinical

laboratory.

Key-words: MRSA, methicillin resistance, heterogeneous resistance, cefoxitin,

PBP2a.
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INTRODUCTION

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has become the
leading nosocomial pathogen worldwide and seems to have spread into the
community (10). Methicillin resistance in staphylococci is caused by the
expression of PBP2a encoded by the mecA gene that is located on a genetic
element called the staphylococcal cassette chromosome mec-SCCmec (9).

There are several methods available to laboratories for detecting
methicillin resistance. These include oxacillin disk test, automated susceptibility
testing systems, and oxacillin agar screen plate. In addition, the cefoxitin disk
test was recently recommended by the Clinical and Laboratory Standards
Institute for prediction of mecA—mediated resistance (5). Finally, there are also
mecA-specific tests such as mecA polymerase chain reaction and PBP2a latex
agglutination test (20). However, detection of methicillin resistance in routine
clinical laboratories has been problematic ever since the emergence of MRSA
during the 1960s (19). The difficulties are associated mainly with heterogeneous
expression of methicillin resistance in most MRSA strains currently prevalent
(11,23).

Errors in the detection of methicillin resistance can have serious adverse
clinical consequences. False-susceptibility results may result in treatment failure
and the spread of MRSA if appropriate infection control measures are not
applied. Conversely, false-resistance results may increase healthcare costs
following unnecessary isolation precautions and may lead to overuse of
glycopeptides (3,22). Thus, as some controversy still exists over the inaccuracy

of the recommended methods for identification of MRSA, we evaluated some of
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these methods for detecting methicilin resistance in Staphylococcus aureus

isolates in a university hospital located in the Northeast of Brazil.

MATERIAL AND METHODS
Bacterial strains

A total of 60 strains of S. aureus isolated from clinical samples in a
university hospital in Natal city, RN, located in the Northeast of Brazil were used
in the study. The isolates were identified as S. aureus using routine tests
(Gram’s stain, catalase and free coagulase test) and stored at -70 °C in TSB
containing 10% (w/v) glycerol. The study was approved by the Research Ethics
Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN),
according to protocol no. 109/2006. The methicillin-susceptible strain of S.
aureus ATCC 25923 and the MRSA isolate BMB9393 were used to control.
Detection of the mecA gene

We considered the presence of the mecA gene as the reference or “gold
standard” method for establishing the sensitivity and specificity of each of the
techniques studied. The DNA extraction was performed as described by
Pacheco et al. (13) and the mecA gene was detected with the polymerase chain
reaction (PCR) technique based on the procedure described by Oliveira and de
Lencastre (12), with the following primers: mecA-F AAA ACT AGG TGT TGG
TGA AGA TAT ACC and mecA-R GAA AGG ATC TGT ACT GGG TTA ATC
AG, which amplify an internal region of 585bp of this gene. Amplicons were
visualized following electrophoresis on agarose gels stained with ethidium

bromide.
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Susceptibility tests

The 1 pg-oxacillin and 30 pg-cefoxitin disk tests (DME, Aracatuba, SP,
Brazil) and 6 pg/mL oxacillin screen test (OST) were performed by observing
the recommendation of the Clinical and Laboratory Standards Institute (5). The
25 ug/mL methicillin test (25-Met) was carried using trypticase soy agar plates
and heavy bacterial inoculums (10°-10% c.f.u.), as described previously (14).
Detection of penicillin-binding protein 2a (PBP2at  est)

The Slidex® MRSA Detection (Biomérieux, Paris, France), which is based
on the agglutination of latex particles sensitized with monoclonal antibodies
against PBP2a, was carried out and interpreted according to the manufacturer’s
instructions.

Population analysis profiling (PAP)

The expression of methicillin resistance was analyzed by PAP for strains
that yielded isolated colonies on 25-Met. Overnight cultures grown in TSB at
35°C, containing 10°-10% c.f.u./mL, were plated at four dilutions (10°, 10, 107
and 10™°) on to agar plates containing serial (two-fold) dilutions of methicillin at
concentrations of 0 and 0.75 to 800 mg/mL. Colonies were counted after 48 h
incubation at 35°C. A graphic representation was constructed by plotting colony

forming units per millilitre against the concentration of methicillin (21).

RESULTS
Among the 60 S. aureus isolates, 45 were MRSA (mecA positive) and 15
were MSSA (mecA negative; Fig. 1). Of the 45 MRSA isolates, 73% (33/45)

belonged to the Brazilian Epidemic Clone (ST239- SCCmeclllA), 7% (3/45) to
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the pediatric clone (ST5- SCCmeclV), and 20% (9/45) to the sporadic clones
(accepted for publication).

Of all the mecA-positive isolates, one (NT42) displayed inhibition zone
diameters of 13mm by a 1ug-oxacillin disk test (resistance breakpoint <10mm)
and two (NTO5 and NT80) showed small individual colonies or light growth
within the inhibition zone >10mm and could have been erroneously classified as
methicillin-susceptible isolates (sensibility 93.3%, specificity 100%). The NT42
strain yielded a very hazy growth on the surface of OST (sensibility 97.8%,
specificity 100%). In addition, these strains (NT42, NTO5 e NT80) yielded
isolated colonies on 25-Met and were classified as low-level heterogeneous
resistance to methicillin by PAP (Fig. 2). The 30 pg-cefoxitin disk test and
PBP2a test showed 100% de sensibility e specificity. The sensibility and
specificity of the phenotypic tests as compared with mecA detection are

presented in Table 1.

DISCUSSION

Rapid and accurate identification of MRSA is required to help clinicians
select appropriate antibiotic treatment and to avoid the spread of these strains
(16,18). However, there is no optimal phenotypic method for detecting
methicillin resistance in S. aureus (2,3). Furthermore, genotypic tests involving
mecA gene detection by PCR, which are considered to be the reference (1,20),
are not practical for routine use in clinical laboratories.

In the paper presented here, we evaluated some methods for detecting
methicilin resistance in Staphylococcus aureus isolates and observed that the 1

pg-oxacillin disk test and oxacillin screen test may occasionally result in
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misidentification, especially by a microbiology technician with no previous
practice with MRSA detection (17). Similar results were found by other authors
(2,6,11,23). Then, special attention should be given to these strains because
these, as well as community-acquired MRSA (CA-MRSA) strains, have been
described in Brazil and throughout the world (15,17,23).

In this study the 30 pg-cefoxitin disk test was found to be as sensitive as
the mecA gene detection by PCR. The greater reliability of the test with the
cefoxitin disk confirmed earlier studies which showed that the cefoxitin disk test,
without modification to conditions to improve expression of resistance, is more
reliable than the oxacillin disk test for the detection of methicillin resistance in S.
aureus (7,16,18). According to Caulwelier et al. (4), because the cefoxitin would
be a better inducer of the expression of the mecA gene, this could explain why
heterogeneous MRSA populations that variably express the mecA gene are
better detected by disk diffusion with cefoxitin than with oxacillin, which is a
weak inductor of PBP2a production.

The PBP2a test was 100% sensitive and did not misclassify any MRSA
with low-level resistance as MSSA. Our findings are consistent with many other
studies (4,6,8). In addition to being easy to interpret and showing 100%
correlation with mecA detection, the PBP2a test has the advantage that
suspected colonies could be tested from the primary cultures before the
accomplishment of the bacterial identification (17). However, this test is rather
expensive for routine application.

Although the number of isolates tested in our study was low, our results
support the evidence that the cefoxitin disk test and the PBP2a test are good

options for MRSA detection in the clinical laboratories, as both showed 100%
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correlation with mecA detection, including low-level resistance to methicillin

strains.
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Table 1: Sensibility and specificity of the phenotypic tests as compared with

mecA detection

Detected as Sensibility Specificity
Test method
MRSA (%) (%)
1 pg-oxacillin disk test 42 93.3 100
30 pg-cefoxitin disk test 45 100 100
6pg/mL oxacillin screen test 44 97.8 100

PBP2a test 45 100 100
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Figure 1. Gel image of representative PCR mecA gene products (585bp), Lane
1: molecular size marker (123bp); Lanes 2-10: isolates BMB9393 (a positive
control), NTO5, NT11, NT42, NT76, NT80, NT99, NT21 and ATCC 25923 (a

negative control).



31

B — - AR — e — e — 0.8
~ .
\ L \

-4 NT42
e  —O-NT80
—e - BMB9393

cfu/mL 10° - —=-NT05

1OU T T T T T T T T T T T
0 075 15 3 6 12 25 50 100 200 400 800

Methicillin concentracion (ug/mL)

Figure 2. Population analysis profile of three low-level heterogeneous isolates

(NT42, NT80 and NT05) and one homogeneous isolate (BMB9393).
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4 COMENTARIOS, CRITICAS E SUGESTOES

A capacidade de disseminacéao clonal das cepas de MRSA contribui para
0 aumento da morbidade e mortalidade e dos custos hospitalares em todo o
mundo®’. Em nosso pais, a disseminacdo do CEB foi inicialmente observada,
em cinco grandes hospitais localizados no Rio de Janeiro, Niter6i, Sdo Paulo,
Porto Alegre e Manaus®®. A predominancia desse clone também foi verificada
em outros estudos mostrando estar amplamente disseminado em hospitais

brasileiros!442:100.101

. Apesar da predominancia do CEB entre os isolados
hospitalares, estudos mais recentes mostram que a epidemiologia dos MRSA
vém sofrendo mudancas nos ultimos anos com a emergéncia de cepas
apresentando SCCmeclV no ambiente hospitalar”"®"".

Diante desse contexto, tornou-se oportuno caracterizar as cepas de
MRSA isoladas em hospitais da cidade de Natal-RN, sendo elaborado um
projeto de mestrado na &rea de Microbiologia sob orientacdo da Profa. Dra.
Eveline Pipolo Milan, vinculado ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), com o
objetivo de tentar entender a dinamica dos MRSA em hospitais de nossa
cidade.

Esse trabalho foi resultado de uma parceria com o Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da UFRN e o Departamento de Microbiologia
Médica da UFRJ. A caracterizagdo fenotipica dos isolados foi realizada no
Laboratério de Bacteriologia Médica do Centro de Biociéncias da UFRN em

colaboragcdo com a Profa. Dra. Maria Celeste Nunes de Melo. A caracterizag&o

molecular das cepas foi realizada no Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de
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Goes da UFRJ em colaboracdo com a Profa. Dra. Agnes Marie Sa Figueiredo.
Também houve contribuicdo dos Laboratorios de microbiologia do Hospital
Universitario Onofre Lopes (HUOL), Maternidade Escola Januario Cicco
(MEJC) e do Laboratério privado Hemolab, que cederam as cepas bacterianas
utilizadas no trabalho.

As principais dificuldades encontradas no desenvolvimento do projeto
foram a obtencdo dos isolados bacterianos de origem hospitalar e a
necessidade de deslocamento para outro centro (UFRJ) para a realizacéo da
caracterizagdo molecular dos isolados. Apesar disso, 0s principais objetivos do
projeto foram alcangcados tendo como producdo cientifica um artigo aceito para
publicacdo no Periddico Brazilian Journal of Medical and Biological Research
(Qualis B1) intitulado “Genotyping of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus isolates obtained in the Northeast region of Brazil“ e outro submetido ao
Periddico Brazilian Journal of Microbiology (Qualis B2) intitulado “Evaluation of
different methods for detecting methicilin resistance in Staphylococcus aureus
isolates in a university hospital located in the Northeast of Brazil”.

Além da caracterizacdo dos MRSA, a ida ao Rio de janeiro possibilitou o
intercambio com o grupo de pesquisa que é referéncia no estudo de MRSA
liderado pela Dra. Agnes Figueiredo, em que tive a oportunidade de aprender
algumas técnicas de tipagem molecular de bactérias tais como PFGE e PCR
multiplex, possibilitando um enorme enriquecimento cientifico.

Os resultados oriundos do projeto de pesquisa mostraram a
predominancia do CEB entre os isolados nosocomiais de Natal/RN, entretanto
revelaram também que outros clones pandémicos como o USA800, podem

estar emergindo em hospitais de nossa cidade. Chamamos atenc¢éo para o fato
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de que 4 das 5 cepas de MRSA carreando SCCmeclV foram sensiveis a
sulfametoxazol-trimetoprima, que pode ser uma alternativa terapéutica de
menor custo para o tratamento dessas infec¢des. Porém, ressaltamos aqui o
fato de que ndo existem estudos clinicos bem desenhados sobre tratamento
dessas infeccdes com essa associacdo™®. Uma das caracteristicas fenotipicas
mais notéria do clone de MRSA USAB800 é sua maior susceptibilidade aos
antimicrobianos, diferentemente das cepas de hospitalares classicas de
MRSA’. No entanto, conforme observamos no estudo aqui apresentado, além
da resisténcia aos antibibticos B-lactamicos, alguns trabalhos mais recentes
relataram que cepas de MRSA com SCCmeclV podem expressar resisténcia a

alguns outros antibiéticos, como a eritromicina®™ "%, clindamicina

45,77,93
tetraciclina®, levofloxacina® e inclusive ao cloranfenicol’’ e gentamicina’’.
Frente a dificuldade de detec¢do da resisténcia a meticilina por alguns

dos métodos convencionais recomendados pelo CLSI*

, resolvemos comparar
véarias técnicas para deteccdo de MRSA. Um dado que merece destaque foi
gue cinco amostras testadas, apesar de apresentarem resisténcia heterogénea
a meticilina, foram facilmente detectadas através do teste de difusdo em meio
soOlido utilizando o disco cefoxitina, de acordo com as recomendacgfes do
CLSI*®; indicando, portanto, que este teste é preferivel ao do disco de oxacilina
para deteccdo da resisténcia mediada pelo gene mecA. Trés dessas amostras,
quanto testadas pelo teste de disco-difusdo com oxacilina e triagem em agar
suplementado com 6 pg/mL de oxacilina, apresentaram uma leitura dificil,
devido a presenca de um ténue crescimento e, algumas vezes quase

imperceptivel, dentro do halo de susceptibilidade e na superficie do agar,

respectivamente. O teste para deteccdo da PBP2a por aglutinacdo em latex
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mostrou ser pratico, sensivel e de facil interpretacdo, no entanto, essa técnica
ainda ndo é amplamente utilizada nos laboratorios clinicos devido ao seu custo
elevado.

Temos como perspectivas dar continuidade ao estudo epidemiolégico
das infec¢cdes por MRSA utilizando técnicas moleculares como ferramenta,
uma vez que os dados da literatura mostram que estas infecgcdes passam por
um momento de transicdo importante, com a emergéncia desses
microrganismos entre individuos da comunidade sem fatores de risco para
infeccbes por MRSA. Portanto, a vigilancia a respeito da epidemiologia desses

microrganismos € ainda mais importante nesse momento.
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Figura 1: Eletroforese em campo elétrico alternado (PFGE) do DNA gendmico
fragmentado com Smal obtido de 13 amostras de MRSA oriundas de Natal e
comparacao com o padrédo obtido pelo CEB. Canaleta 1: A-ladder (Padrao de
peso molecular); Canaleta 2: BMB9393 (padrdao do CEB); Canaleta 3: NTO1
(pulso-tipo Ajp); Canaleta 4: NTO2 (pulso-tipo Ajp); Canaleta 5: NT11 (pulso-tipo
Ag); Canaleta 6: NT13 (pulso-tipo As) Canaleta 7. NT15 (pulso-tipo Aj3)
Canaleta 8: NT16 (pulso-tipo G); Canaleta 9: NT17 (pulso-tipo A;); Canaleta 10:
NT18 (pulso-tipo A;); Canaleta 11: NT19 (pulso-tipo Ajp); Canaleta 12: NT20
(pulso-tipo A;) Canaleta 13: NT22 (pulso-tipo A7); Canaleta 14: NT23 (pulso-

tipo A,) e Canaletal5: NT24 (pulso-tipo Ag).
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Figura 2: Eletroforese em campo elétrico alternado (PFGE) do DNA gendmico
fragmentado com Smal obtido de 14 amostras de MRSA oriundas de Natal.
Canaleta 1: A-ladder (Padréo de peso molecular); Canaleta 2: NT27 (pulso-tipo
Aj); Canaleta 3: NT28 (pulso-tipo A;y); Canaleta 4. NT31 (pulso-tipo Ajy);
Canaleta 5: NT32 (pulso-tipo Ajp); Canaleta 6: NT33 (pulso-tipo E) Canaleta 7:
NT34 (pulso-tipo A3) Canaleta 8: NT37 (pulso-tipo A;); Canaleta 9: NT38
(pulso-tipo Ajp); Canaleta 10: NT76 (pulso-tipo Ag); Canaleta 11: NT90 (pulso-
tipo A;); Canaleta 12: NT92 (pulso-tipo A;) Canaleta 13: NT99 (pulso-tipo Ajg);

Canaleta 14: NT2100 (pulso-tipo C3) e Canaletal5: NT197 (pulso-tipo A;).
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Figura 3: Eletroforese em campo elétrico alternado (PFGE) do DNA genbmico
fragmentado com Smal obtido de 13 amostras de MRSA oriundas de Natal e
comparacado com o padrédo obtido pelo CEB. Canaleta 1: A-ladder (Padrao de
peso molecular); Canaleta 2: BMB9393 (padrdo do CEB, pulso-tipo Aj);
Canaleta 3: NT102 (pulso-tipo A;); Canaleta 4. NT103 (pulso-tipo H); Canaleta
5: NT104 (pulso-tipo Ag); Canaleta 6: NT149 (pulso-tipo A;) Canaleta 7: NT188
(pulso-tipo C;) Canaleta 8: NT220 (pulso-tipo C,); Canaleta 9: NT227 (pulso-
tipo D); Canaleta 10: NT230 (pulso-tipo Ais); Canaleta 11: NT234 (pulso-tipo
Ag); Canaleta 12: NT235 (pulso-tipo A;4) Canaleta 13: NT236 (pulso-tipo Ais);

Canaleta 14: NT237 (pulso-tipo Ag) e Canaletal5: NT238 (pulso-tipo A1a).
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Figura 4: Eletroforese em campo elétrico alternado (PFGE) do DNA gendmico
fragmentado com Smal obtido de 5 amostras de MRSA oriundas de Natal, e
comparacao dos padrbes de PFGE exibidos por estas amostras, com alguns
clones internacionais representantes de MRSA SCCmeclV. Canaleta 1. A-
ladder (Padrdo de peso molecular); Canaleta 2: WB49 (Padréo do clone de CA-
MRSA Oceania Southwest Pacific); Canaleta 3: NT42 (pulso-tipo F); Canaleta
4: NT135 (pulso-tipo F); Canaleta 5: NTO5 (pulso-tipo B3); Canaleta 6: NT77
(pulso-tipo B;); Canaleta 7: NT80 (pulso-tipo B;); Canaleta 8: AM771 (padréo

do clone USA 800); Canaleta 10: US440 (padréao do clone USA 400).
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the main
infectious agents associated to health services worldwide. In Brazil, there is a
predominance of a multiresistant MRSA clone called the Brazilian epidemic
clone (BEC). However, new highly virulent non-multiresistant clones have been
described in community-acquired and hospital infections. The aim of this study
was to conduct a phenotypic and genotypic characterization of isolated MRSA
strains in the city of Natal, Brazil. We initially evaluated 60 samples of S. aureus
for methicillin resistance through different phenotypic techniques, and compared
the results with mecA gene detection by PCR. The antibiogram of all the strains
was carried out using 12 antimicrobials as described by CLSI. The molecular
characterization was carried out by staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) typing and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Of the 60 S.
aureus studied, 45 were methicillin-resistant. We observed that for some MRSA
strains, agar screening test with 6pug/mL of oxacillin and the disk diffusion test
with 1pg of oxacillin were difficult to interpret. However, all 45 MRSA samples
were easily detected using the cefoxitin-30ug disk test and the PBP2a detection
test. Molecular analysis of the MRSA strains showed 8 distinct PFGE patterns
(A-H), with predominance of pattern A (73%), related to BEC. These strains
carried the SCCmec type IlIA and showed a considerable diversity of subtypes
(A1-As6). Five MRSA strains carrying SCCmeclV were also identified, three of
them genetically related to the USA800 clone (pattern B). Three of those five (2
pattern F and 1 pattern B) were highly susceptible to drugs tested; however, two

other pattern B isolates were multiresistant. The remaining samples belonged to
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the distinct PFGE patterns of international clones predominant on our continent.
To conduct this research project, the methodology required interaction with
researchers from the following areas: infectology, microbiology and molecular
biology. Therefore, this dissertation features both multidisciplinarity and

transdisciplinarity in its design.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA, hospital
infection, Brazilian epidemic clone, pediatric clone, PFGE, SCCmec, phenotypic

methods.



