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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

2 Resumo

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (methicillin-resistant Staphylococcus aureus -
MRSA) € um patdgeno frequentemente hospitalar encontrado em diversos locais do mundo, e vem
sendo encarado como uma nova ameaca que parte da comunidade. O fendtipo cldssico do MRSA ¢é
devido a producdo de uma proteina ligante de penicilina modificada (PBP-2a), codificada pelo gene
mecA. Esse gene, por sua vez, € carreado em um elemento genético mével chamado staphylococcal
cassette chromosome (SCCmec). Além da resisténcia aos antibidticos f-lactamicos, esse elemento
contém outros determinantes de resisténcia que contribuem para caracterizar diferentes tipos de
SCCmec. Outras caracteristicas para a classificacdo do elemento SCCmec em seus diferentes tipos
sdo seus dois complexos essenciais, mec e ccr, o que resulta na identificacdo de sete SCCmec
distintos: I a VII, cada tipo com suas peculiaridades. Recentemente um novo tipo estd sendo
proposto (tipo VIII), que surgiu a partir de recombinac@o homodloga e ainda estd em estudo.

Por mais de 40 anos apds o inicio do seu reconhecimento, infeccdes por MRSA foram
confinadas a pacientes que tiveram extensivo contato com o sistema hospitalar de sadde.
Entretanto, a epidemiologia do S. aureus esta mudando e infeccdes em pacientes que tiveram pouco
ou nenhum contato com o sistema hospitalar de saide nos udltimos anos ji foram intensamente
descritas. Recentemente, estes organismos emergiram como a maior causa de infec¢cdes adquiridas
da comunidade, gerando a classificacdo atualmente aceita para MRSA: MRSA adquirido no
hospital (healthcare-acquired MRSA - HA-MRSA) e adquirido na comunidade (community-
acquired MRSA - CA-MRSA). Além de diferencas circunstanciais, grandes diferengas genotipicas
existem entre esses dois grupos de MRSA, o que tem determinado grande nimero de estudos

relacionados com a epidemiologia de MRSA através da tipagem do SCCmec.



Distribuigdo dos SCCmec tipos L, II, Il e IV em MRSA.

Neste estudo, foi determinada a prevaléncia do gene mecA bem como a distribui¢do dos
tipos de SCCmec mais comuns e extensivamente estudados (I, II, Il e IV) em um total de 365 HA-
MRSA, durante 2007-2008. Os resultados foram interpretados em conjunto com o perfil de
susceptibilidade a diversos antibidticos. O gene mecA foi encontrado em 148 (40,5%) isolados e
68,5% destes pertenciam ao SCCmec tipo I, 21,2% ao tipo I e 1,4% aos tipos 1 e III
simultaneamente. Ndo foram encontrados SCCmec tipos Il e IV neste estudo e em 8,9% dos
isolados de MRSA a tipagem ndo foi possivel (SCCmec atipico). Os isolados com SCCmec tipo 11
foram mais resistentes aos antibidticos ndo-B-lactdmicos quando comparado ao SCCmec tipo I, e
esta diferenca foi estatisticamente significativa para trés antimicrobianos: sulfametoxazol-
trimetoprim (p<0,001), doxiciclina (p<0,001) e rifampicina (p<0,001).

Enfim, este estudo demonstrou que o tipo III, que é um cassete de multiresisténcia, é o tipo
de SCCmec mais prevalente entre pacientes hospitalizados neste hospital e que é possivel
determinar a resisténcia esperada aos antimicrobianos de acordo com o tipo de SCCmec encontrado.
O fato de que o tipo IV ndo foi encontrado no nosso estudo pode indicar a auséncia de CA-MRSA

em pacientes hospitalizados no nosso hospital.



Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

4 Lista de Abreviaturas

CA-MRSA (Community-Acquired Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) — MRSA
adquirido na comunidade;

CIM - concentracdo inibitéria minima para impedir o crescimento bacteriano;

CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) — 6érgdo Norte Americano para padronizacdo
de técnicas laboratoriais;

HA-MRSA (Hospital-Acquired Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) — MRSA
adquirido no hospital;

MLST (Multilocus Sequence Typing) — tipagem por classificagdo em tipos sequenciais, onde
estes sdo agrupados em complexos clonais;

MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) — Staphylococcus aureus resistente a
meticilina;

MSSA (Methicillin Susceptible Staphylococcus aureus) — Staphylococcus aureus resistente
a meticilina;

ORF (Open Reading Frame) — janela aberta de leitura;

PBP2a (Penicillin-binding-protein 2a) — proteina ligante de penicilina tipo 2a;

PCR (Polymerase Chain Reaction) — Rea¢do em cadeia da polimerase;

PFGE (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis) — eletroforese em campo pulsado;

PVL (Panton-Valentine Leukocidin) — leucotoxina estafilococcica chamada Panton-
Valentine;
SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec) — cassete estafilococcico de

resisténcia que contém o gene mec;

UTI - Unidade de Terapia Intensiva.
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

S Introducao

A pele humana apresenta um ambiente diverso e habitado por um grande nimero de
bactérias, entre elas vdrias espécies de Staphylococcus, bactérias ubiquitdrias que evoluiram para
sobreviver nos variados micro-ambientes encontrados neste complexo Grgdo’. Staphylococcus
aureus ¢ um microrganismo Gram-positivo, oportunista, responsdvel por uma grande variedade de
infecgdes no ser humano, incluindo bacteremia, endocardite, pneumonia e infec¢des de pele e 0ssos.
Sua prevaléncia é especialmente alta em pacientes com Fibrose Cistica (FC), onde é causador de
infecgdes respiratdrias sérias, sendo encontrado no escarro ou outro espécime clinico do trato
respiratério destes pacientes”. Devido ao seu potencial patogénico, e a capacidade de se adaptar 2
pressdo seletiva dos antibidticos, pode se disseminar rapidamente, sendo atualmente um patégeno
emergente em vdrias partes do mundo”.

O desenvolvimento dos agentes antimicrobianos foi uma das grandes contribuicdes da
medicina no século passado. Procedimentos cirdrgicos se tornaram mais seguros e doencas, antes
fatais, puderam ser tratadas e curadas. Com o surgimento de novos antimicrobianos, sobretudo na
década de 80, em conjunto com o avango dos cuidados médico-hospitalares, ocorreu um aumento
abusivo no uso destes medicamentos. Assim, paralelamente & era dos antimicrobianos, apareceu a
grande capacidade das bactérias de desenvolver resisténcia. O aumento da ocorréncia de bactérias
resistentes aos mais variados antimicrobianos em todo mundo, especialmente nos pacientes
hospitalizados, € uma preocupagdo considerdvel atualmente. Fatores de risco estabelecidos para
estas infec¢gdes incluem recente hospitalizacdo, cirurgia, didlise e uso de dispositivos médicos e
cateteres percutineos permanentes".

A penicilina foi o primeiro antibidtico B-lactamico descoberto para tratar infecgdes contra

cocos Gram-positivos”. Contudo, em 1940, logo apds sua introducdo na terapia, isolados de

12



Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.
estafilococos produtores de p-lactamases foram identificados’. Para contrapor o problema dos .
aureus resistentes a penicilina, foi produzida a primeira penicilina semi-sintética com anel
protegido, chamada meticilina, introduzida na clinica em 1959, Entretanto, cepas de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) rapidamente apareceramg. Essa resisténcia ocorre devido a
producdo de uma proteina ligante de penicilina modificada (PBP-2a), codificada pelo gene mecA, o
qual estd presente em uma ilha genética mével denominada SCCmec’. A tipagem SCCmec €
considerada uma das ferramentas moleculares mais importantes para entender a epidemiologia e
relacdo clonal de isolados MRSA, e muitos estudos t€m mostrado que o SCCmec € um veiculo para
genes de resisténcia aos antibiGticos' ™",

Além da resisténcia a meticilina, esta bactéria também ¢é resistente a todos os antibidticos [3-
lactdmicos (demais penicilinas, cefalosporinas, carbapenens e aztreonam), uma vez que seu
mecanismo de resisténcia interfere no mecanismo de acdo geral desta classe de antimicrobianos’.
Esta situagéo resulta na diminuicdo de opcdes terap€uticas para o tratamento de infecgdes causadas
pelo microrganismo. Atualmente, a detec¢do da resisténcia a meticilina € possivel nos Laboratdrios

de Microbiologia gracas ao teste fenotipico de Disco-difusdo com oxacilina ou cefoxitina, ambos

ey e . ~ . . N . ee 12
antibidticos B-lactamicos preditores de resisténcia a meticilina *.
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

6 Revisao da literatura

6.1 Epidemiologia dos MRSA

Por mais de 40 anos apds o inicio do seu reconhecimento, infeccdes por MRSA foram
restritas a pacientes que tiveram extensivo contato com o sistema hospitalar de saide'. O nimero e
incidéncia anuais de infeccdes por MRSA praticamente triplicaram em comparagdo as infeccdes
causadas por nao-MRSA durante a dltima década'®. A maioria das infeccdes causadas por MRSA
adquirido em hospital (HA-MRSA) estd associada com um ndmero relativamente pequeno de
clones epidémicos espalhados nos diferentes continentes'”. Durante a dltima década, cinco clones
de MRSA identificados pela combinagdo de diferentes métodos de tipagem molecular — incluindo
Pulsed-Field Gel Eletrophoresis (PFGE) — se disseminaram pelo mundo: clone Ibérico, Brasileiro,

. . A oo 16,17,18,19,20
Hungaro, Nova-lorkino-Japonés e pediatrico .

Entre 1997 e 1999, o SENTRY Antimicrobial Surveillance Program estudou infec¢des por
MRSA em diversos hospitais do mundo e observou uma prevaléncia de 67% no Japdo, 40% na
América do Sul, 35% na América Latina, 32% nos Estados Unidos, 26% na Europa e 23% na
Austrdlia®. S. aureus estd entre as duas maiores causas de infec¢Oes hospitalares sistémicas nos
Estados Unidos, sendo o agente etioldgico em 47% a 52% destas infec¢des e sendo o responsavel
por praticamente 50% de todas infecgdes de origem hospitalar4. No Brasil, a ampla distribuicdo e
prevaléncia do MRSA indicam a necessidade de um programa de vigilancia que desenvolva
estratégias para melhorar o controle e tratamento de colonizag@o e infeccdo por MRSA. Um estudo
realizado em um hospital de Minas Gerais analisou a prevaléncia de colonizacio por S. aureus em
neonatos, demonstrando uma freqii€ncia de colonizagao total de 49%, sendo que 23% eram MRSA

em 2000 e 79% em 2001%% Outro estudo realizado em 2006 em trés Hospitais de Porto Alegre
14



Distribuigdo dos SCCmec tipos L, II, Il e IV em MRSA.
(Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre e Hospital
Nossa Senhora da Conceicdo) mostrou uma prevaléncia de 48,7% de infec¢des por S. aureus, sendo
41,3% causadas por MRSA?. Em Sdo Paulo, dos 231 pacientes admitidos nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTI's), 87 (37,7%) tiveram infeccdo por S. aureus e destes, 30 (34,5%) eram MRSA*.
Na Bahia, durante 1996 e 2004 foram detectadas 6315 culturas positivas, sendo 715 (11,3%)
positivas para S. aureus. Infeccdes adquiridas de hospitais abrangeram 59% dos casos e a presenca
de MRSA foi de 28% (maior prevaléncia em UTI's do que em outras dreas ndo criticas (59,4% vs
22,3%)). Uma propor¢ao significativamente maior de infec¢des hospitalares devido a MRSA foi
detectada em 2000-2004 comparado com o periodo 1996-1999%. Durante o estudo do SENTRY no
periodo de 1997-2001, foi encontrada uma prevaléncia de 43,8% de MRSA em amostras coletadas

de cidades como Sao Paulo, Rio de Janeiro, Brasilia, Porto Alegre e Florian(’)poli526.

Entretanto, apesar do constante aumento de infeccdes por MRSA adquirido de hospital, a
epidemiologia do S. aureus estd mudando®’. Infec¢des por MRSA tém sido mais frequentemente
caracterizadas em pacientes sem fatores de risco ou predisposicdo, ou seja, que tiveram pouco ou
nenhum contato com o sistema hospitalar de saide no periodo anterior a aquisicdo da infecgﬁozg’zg.
Recentemente, estes organismos emergiram como a maior causa de infec¢des adquiridas da
comunidade. Estudos nos EUA e na Europa tém demonstrado que o MRSA adquirido na
comunidade (CA-MRSA) estd emergindo como um patégeno significativo3 %31 No Brasil, o
primeiro registro de infec¢do por CA-MRSA foi demonstrada em 2005, por Ribeiro e cols., o que
representou também o primeiro caso na América do Sul'’. De acordo com Francis e cols. (2005) e
Mongkolrattanothai e cols. (2003), infeccdes por CA-MRSA estdo bem descritas atualmente, e

infecgdes sérias em criangas e adultos previamente sauddveis t€m sido reportadas32’33

. O que chama
atengdo € que estes clones CA-MRSA ndo sdo epidemiologicamente relacionados com os clones

internacionais HA-MRSA. Uma grande propor¢do de infec¢cdes causadas por CA-MRSA nos EUA
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.
€ causada por cepas do clone USA300 que, através de PGFE, estd relacionado aos CA-MRSA
observados mundialmente®. Devido 2 colonizagdo hospitalar por MRSA geralmente ndo ser
detectada, infec¢des decorrentes desta bactéria podem ocorrer meses depois da saida do paciente do
hospital e seu ingresso na comunidade, o que torna dificil estabelecer a origem da cepa que estd
causando a infecgﬁog. Definir CA-MRSA somente baseando-se na ausé€ncia de fatores de risco de
exposicdo prévia a cuidados hospitalares subestima a epidemiologia deste tipo de MRSA®. A
tipagem molecular do SCCmec, por sua vez, € uma ferramenta importante para distinguir cepas
hospitalares e comunitdrias, porque ela define geneticamente as caracteristicas proprias de cada

isolado MRSA.

6.2 MRSA hospitalar (HA-MRSA) e comunitario (CA-MRSA)

Existem diferencas substanciais entre CA-MRSA e HA-MRSA em termos de tipagem do
SCCmec, distribuicdo de genes de toxinas, fatores de risco e susceptibilidade aos antimicrobianos
(Tabela 1)***"*%% CA-MRSA freqiientemente carregam um cassete menor que confere resisténcia
somente aos antibidticos B-lactdmicos (tipo IV, V ou VII) e genes que codificam para a leucotoxina
Panton-Valentine Leukocidin (PVL), lukF/lukS, sendo também mais frequentemente susceptiveis

aos antimicrobianos ndo B—lactﬁnﬁcos30’40

. Em contraste, HA-MRSA frequentemente carregam tipo
I, I ou III e sdo usualmente multiresistentes (resisténcia a mais do que trés classes de
antimicrobianos)***'. Vandenesh e cols. (2003) sugerem que a aquisi¢do do cassete IV e dos genes
lukF/lukS foram eventos genéticos importantes para a propriedade do MRSA de se espalhar e causar
infec¢gdes nas comunidades®. Tem sido proposto que o cassete tipo IV possa se adaptar mais

facilmente do que os tipos II ou III do HA-MRSA, bem como se replicar mais rapidamente, devido

a auséncia de fatores que preconizam a resisténcia e também devido a um aumento da adaptacio
16



Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

L 42 s g
ecoldgica quando comparado ao MRSA com os outros cassetes ~. Além disso, seu menor tamanho

comparado com tipos II e IIl pode servir como uma vantagem evolutiva fazendo-o ser mais

facilmente transferido horizontalmente entre a populagdo de bactérias. Outra hipdtese do aumento

da emergéncia de cepas de CA-MRSA € a aquisicdo do elemento SCCmec IV por cepas de S.

aureus susceptiveis a meticilina (MSSA) na comunidade®.

Tabela 1. Principais diferengas entre HA-MRSA e CA-MRSA.

HA-MRSA CA-MRSA
Epidemiologia  Idosos, imunocomprometidos, com fatores Jovens e criangas saudaveis,

de risco associados a cuidados médicos® atletas, sem fatores de risco®
Clinica Infeccdes de trato respiratorio, sitio Infeccdes de pele e tecidos

operatério, bacteremias (invasivo)® moles, pneumonia necrotizante®
Fatores de Hospitalizag¢@o prolongada, uso de Contato fisico, uso de drogas
risco antimicrobiano por longo periodo, intravenosas, lesdes de pele01

hemodidlise, dispositivos intravasculares®

Fendtipo de

Na maioria das vezes sdo multiresistentes

Somente aos B-lactimicos®

resisténcia (B-lactamicos e ndo-B-lactimicos)°
Marcadores PVL em < 5% dos isolados; SCCmec PVL em > 95% dos isolados;
genéticos tipos I, Il e ITI (principalmente)* SCCmec tipos IV e V&'

“Naimi e cols. (2003); "Daum e cols. (2002); “Fridkin e cols. (2005); dDryen (2008); “Ito e cols. (2001); fDeurenberg
& Stobberingh (2008)*7-38394041,

Muitos estudos sobre a prevaléncia do CA-MRSA estio sendo realizados em todo mundo.

Nos EUA, um estudo revelou que dos 32 isolados de CA-MRSA obtidos no ano de 1998, 26 (81%)

foram resistentes somente a penicilina e oxacilina. Praticamente todos foram obtidos de infecc¢des

de pele e tecidos moles. Em contraste, 28 (87,5%) dos 32 HA-MRSA foram multiresistentes e 56%
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obtidos de amostras de sangue e escarro™. Casos de gen6tipo de CA-MRSA em hospitais ja foram
documentados. No Brasil, um estudo realizado no Hospital das Clinicas de Sdo Paulo obteve 151
isolados de MRSA, todos adquiridos de hospital. Vinte (13%) foram niao multiresistentes e destes,
quinze (75%) apresentavam o SCCmec tipo IV®. Outro estudo realizado no Hospital Sao Lucas de
Porto Alegre demonstrou a presenca de SCCmec tipo IV em isolados HA-MRSA, mostrando tipicos
casos de CA-MRSA associados com infec¢do hospitalar em nosso pal’s46. Enright e cols. (2002)
também mostraram MRSA com tipo IV no ambiente hospitalar47, e a incidéncia de surgimento
destes isolados em ambiente hospitalar vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos 490,
Porém, outros autores nao encontraram SCCmec tipo IV em isolados de HA-MRSA, sugerindo a
importancia de uma avaliagdo da epidemiologia local para monitorizacdo da freqiiéncia da

51,52,53 . -
1”777, Outros cassetes também estdo

disseminacdo de CA-MRSA para dentro do hospita
associados aos isolados de CA-MRSA (tipos V e VII), e em estudo na Austrélia foi encontrada

maior prevaléncia do SCCmec tipo V do que tipo IV nestes isolados™, o que reforca a necessidade

de avaliacdo da prevaléncia local de MRSA conforme os tipos de SCCmec.

6.3 Caracteristicas genéticas dos MRSA

A resisténcia a penicilina estd totalmente disseminada em S. aureus tendo seu inicio
ocorrido em meados de 1940, logo apés sua introducdo na terapia clinica. Esta resisténcia é
conferida pela producgio de B-lactamases codificadas pelo gene blaZ, diferentemente do fenétipo de
resisténcia a meticilina, o qual resulta da producido de uma proteina ligante de penicilina alterada
conhecida como PBP-2a, codificada pelo gene mecA. Esta proteina atua impedindo a ligagdo do
antibidtico B-lactdmico as proteinas da parede celular bacteriana por possuir afinidade reduzida a

estes antibiéticos’.
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Uma andlise comparativa de trés genomas de S. aureus revelou que, dentro de um plano
genético relativamente constante, a plasticidade nas espécies é conferida por transferéncia
horizontal de elementos genéticos grandes e de origem desconhecida, que se inserem no genomam.
As cepas de MRSA, em sua evolugdo e protecdo contra a pressao seletiva, adquiriram e integraram
ao seu genoma um elemento genético mével de 21 a 67 kb, denominado staphylococcal cassette
chromosome (SCCmec), que contém o gene de resisténcia a meticilina (mecA) e outros

determinantes de resisténcia a antibi6ticos*'!

. Além disso, contém genes regulatdrios (mecl —
repressor do gene mecA e mecR1 — indutor do gene mecA), sequéncia de insercdo e genes que

.. . L, . .~ J 41
codificam para as recombinases responsaveis pela excisdo e mobilidade deste elemento™ .

6.3.1 Regulacao do elemento SCCmec

O gene mecA € regulado pelo sistema de genes regulatérios mecl/mecR1, que estdo
presentes no genoma do MRSA. Eles codificam para as proteinas repressora Mecl e indutora
MecR1, respectivamente, sendo esta udltima denominada proteina transmembrana sinalizadora
sensivel ao antibidtico P-lactdmico. Ambas proteinas sdo transcritas divergentemente, ou seja, a

transcri¢do ndo acontecerd para o mesmo proposito molecular®.

A proteina Mecl, quando presente, reprime a transcricdo do gene mecA e do par de genes
mecR1-mecl na auséncia de antibidticos B-lactdmicos, através da ligacdo a regido operadora destes
genes no DNA bacteriano. Isso significa que quando ndo houver antibidticos desta classe no meio
ambiente a que a bactéria estd exposta, ndo ocorrera transcri¢do do gene mecA até a proteina PBP-
2a nem transcricdo dos genes reguladores do mecA. Isso acontece por uma questdo de economia

energética para a célula bacteriana. Porém, na presenca de um antibidtico -lactimico, o MecR1 —
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proteina transmembrana sinalizadora sensivel a B-lactimicos — € auto-clivado cataliticamente e o
dominio metaloprotease, que estd localizado na parte citoplasmadtica dessa proteina, se torna ativo.
Esta metaloprotease cliva a proteina Mecl, que por sua vez, estava ligada a regido operadora do
mecA, permitindo assim a transcricdo do gene e a subseqilente produgdo da conhecida proteina

alterada PBP-2a".

6.3.2 Composicao do elemento SCCmec

O gene mecA estd localizado no elemento genético mével chamado SCCmec, o qual é
caracterizado basicamente pela presenca de repeti¢des terminais diretas e invertidas, dois elementos
genéticos essenciais (complexo mec e complexo ccr) e as regides junkyard *''°°. As repeti¢des
terminais possuem a propriedade de “encaixe” do elemento moével no genoma bacteriano,
especificado pela complementariedade de bases. O complexo mec é composto por [S43 Imec, mecA
e regides intactas ou truncadas dos genes regulatdrios mecRI e mecl. O complexo ccr codifica para
as recombinases (ccr) que medeiam a integragcdo e excisdo do SCCmec a partir do cromossomo e
sdo, por isso, responsaveis pela mobilidade deste elemento. O restante do SCCmec compreende as
regides J (junkyard) que estdo localizadas entre e ao redor dos complexos mec e ccr e contém varios
genes ou pseudogenes que ndo parecem ser lUteis para a célula bacteriana, embora importantes
excegdes incluam os genes de resisténcia mediados por transposons ou plasmideos para resisténcia

aos antibidticos nao B-lactdmicos e metais pesadoslo.

Existem cinco classes do complexo mec (A, B, C, D e E) — dos quais A-C sdo comuns aos
SCCmec (Tabela 2) — e cinco alotipos do complexo ccr (1, 2, 3, 4 e 5). Diferentes combinacdes

destas classes e alotipos geram vdrios tipos de SCCmec, que sdo classificados com algarismos
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romanos como tipo I, II, III, IV, V, VI, VII e VIII baseando-se na natureza dos complexos mec e
ccr. Mais especificamente, também sdo classificados em subtipos de acordo com as diferencas na

regido J do DNA*!"1307,

A tipagem do SCCmec é uma das ferramentas mais importantes que estd disponivel para
entender a epidemiologia e a relagdo clonal dos MRSA™'. Tto e cols. (1999) estudaram a estrutura
completa dos trés maiores tipos de SCCmec (I, I e TII)°®. O tipo I (34.3 kb) foi identificado na
primeira cepa de MRSA isolada em 1961 no Reino Unido, o tipo II (53 kb) em uma cepa de MRSA
isolada no Japdo em 1982 e o tipo III (66.9 kb) em uma cepa MRSA isolada em 1985 na Nova
Zelandia. Estes cassetes sdo caracterizados pela presenca de outros genes de resisténcia além do
gene mecA, como para antibidticos ndo B-lactdmicos e metais pesadosll’41’58. Em 2002, foi
identificado um quarto elemento SCCmec tipo 1V, bem menor que os anteriores (20.9 a 24.3 kb),
isolado do Clone Pedidtrico de MRSA adquirido da comunidade (CA-MRSA) e caracterizado por
possuir somente o gene mecA™. Tto e cols. (2004) identificaram um quinto elemento, SCCmec tipo
V de 28 kb, que também nao carreia outros genes de resisténcia a ndo ser o mecA”. Em 2006, foi
descrito por Oliveira e cols. um sexto elemento genético mével, SCCmec tipo VI, com tamanho
semelhante ao tipo IV (20.9 kb), porém com diferencas na estrutura gendmica e alotipos das
recombinases, caracterizando origem hospitalar56. Finalmente, em 2008 foi sugerida uma nova
nomenclatura para uma variante do tipo V (Vt), apds estudos desenvolvidos por Takano e cols
(2008), porém ndo ocorreu™. O SCCmec tipo VII (35.9 kb), cujo elemento mével se caracteriza
também por conter somente o gene mecA como determinante de resisténcia, somente surgiu com
estudos desenvolvidos por Berglund e cols (2008), utilizando um isolado de 2002 proveniente de

uma mulher sem fatores de risco associados®.

Mais recentemente andlises de sequéncia genética tem sugerido um novo tipo de SCCmec,

tipo VIII (32 kb), que pode ser derivado de recombinagdo homoéloga entre duas cepas de S.
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epidermidis ou via recombinacdo de outras cepas de estafilococos que carreiam cassetes moveis
similiares. E um isolado tipicamente hospitalar (HA-MRSA), menor que o tipo I, II e III
(hospitalares) porém maior que os tipos associados a comunidade (IV e V). Este achado reporta
evidéncias da capacidade dos elementos SCCmec de se transferirem horizontalmente entre o género

Staphylococcus ou passarem por recombina¢des para gerarem novos tipos de SCCmec®.

Tabela 2. Classes do complexo mec®.

Classe Estrutura SCCmec

A mecl-mecR1-mecA-1S431 tipos II, Il e Vi

B IS1272-AmecR1-mecA-1S431 tipos [, IV e VI

C IS431-AmecR1-mecA-1S431 tipos V (C2) e VII (C1)*
D¢ AmecR1-mecA-1S431 -

E AmecR1-mecA-1S431° -

* tabela adaptada de Deurenberg & Stobberingh (2008).
® tipo descrito por Zhang e cols. (2009), através de analises da sequéncia e recombinagdo genética®'.

¢ classe Cl: IS431 upstream e downstream o gene mecA possuem a mesma orientagdo no genoma do S. aureus;

classe C2: IS431 upstream tem orienta¢do reversa®.

d 5 . 40
classes moleculares ndo descritas em S. aureus™ .

¢ delecdo de 976 pb no mecR1 comparado com a classe D*.

Os genes das recombinases — cassette chromosome recombinases (ccr) — pertencentes a
classe das resolvases, estdo presentes em todos SCCmec. Sua fungéo € a integragdo do SCCmec em
um local especifico do genoma, o chamado “SCCmec attachment site” (aftBscc), na porcdo 3' de
uma sequéncia aberta de leitura (orfX), bem como sua excisao do mesmo’". Atualmente, existem
trés genes ccr filogeneticamente distintos descritos para S. aureus (ccrA, ccrB e ccrC), que
apresentam similaridade genética de 50%. Os genes ccrA e ccrB identificados foram classificados

em quatro alotipos (identidade de nucleotideos entre 60 e 82%), enquanto que todas variantes do
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gene ccrC mostram mais de 87% de similaridade®. Assim, os genes das ccr sdo designados ccrAl e
ccrB1 (SCCmec tipo 1), ccrA2 e ccrB2 (tipos II e 1V), ccrA3 e ccrB3 (tipo III), ccrA4 e ccrB4
(tipos VI e VIII) e ccrC (tipos V e VII, onde este dltimo particularmente apresenta os alelos 2 e 8;

isto é, cch2—cch8)40.

6.3.3 Estrutura do elemento SCCmec

Estruturalmente, os oito tipos de SCCmec estdo ilustrados na Figura 1 e sua nomenclatura é
padronizada pelo Grupo Internacional de classificacio dos elementos SCCmec®. Este grupo é
responsavel por unificar a nomenclatura tanto dos tipos de SCCmec (I a VIII) quanto dos subtipos

(baseados na regido J ou presenca de outros elementos genéticos méveis).

Interessantemente, os elementos SCCmec podem nédo carrear o gene mecA mas sim outros
determinantes genéticos como cluster do gene capsular, resisténcia ao dcido fusidico ou o operon de
resisténcia ao mercirio'*®. Estes elementos dividem caracteristicas em comuns com os elementos
SCCmec (como por exemplo a presenca de recombinases em um complexo ccr), e também sio
classificados de acordo com normas internacionais de nomenclatura: SCCcapl, que carreia o
cluster do gene capsular tipo 1; SCCfur, que carreia resisténcia ao acido fusidico; SCCHg, que
carreia o operon de resisténcia ao mercirio®. Recentemente, elementos SCCmec apresentando

.~ . . . .. 63
composi¢do de dois ou mais elementos SCCmec foram identificados™.
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(N315)
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(85/2082)

Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.
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Figura 1. Esquema da estrutura genética dos tipos de SCCmec™”.
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* figura desenvolvida pelo International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome

Elements (IWG-SCC)®%.

b type I (1B): classe B, ccr tipo 1, primeiro isolado MRSA descrito “NCTC 10442” no Reino Unido“;
type II (2A): classe A, ccr tipo 2, primeiro isolado descrito “N315” no J apﬁoss;
type I (3A): classe A, ccr tipo 3, primeiro isolado descrito “85/2082” na Nova Zelandia, presenca do SCCHg*';
type IV (2B): classe B, ccr tipo 2, primeiro isolado descrito “CA05” no J apﬁo%;
type IV (2B&5): classe B, ccr tipo 2 e tipo 5 (ccrC); isolado descrito “ZH47” na Argentina“;
type V (5C2): classe C2, ccr tipo 5 (ccrC), primeiro isolado descrito “WIS” na Austrélia>.
type V (5C2&5): classe C2, ccr tipo 5 (ccrC) alotipos 2 e 8, primeiro isolado descrito “TSGH17” em Taiwan™.
type VI (4B): classe B, ccr tipo 4, primeiro isolado descrito “HDE288” em PortugalSG;
type VII (5C1): classe C1, ccr tipo 5 (ccrC), primeiro isolado descrito “JCSC 6082” na Suécia®.
type VIII (4A): classe A, ccr tipo 4, primeiro isolado descrito “C10682” no Canads®'.
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6.3.4 Outros determinantes genéticos do SCCmec

Os SCCmec tipos I, IV, V, VI e VII possuem genes de resisténcia apenas aos antibidticos
beta-lactdmicos, porque possuem somente o gene mecA integrado ao seus elementos. Excecdes
podem ocorrer quando houver inser¢do de plasmideos contendo algum gene de resisténcia, situagio
observada especialmente no SCCmec tipo 1. Por outro lado, os SCCmec tipos II e III causam
resisténcia a multiplas classes de antibidticos devido aos genes adicionais de resisténcia integrados
aos seus elementos, como por exemplo plasmideos (pUB110, pI258 e pT181) e/ou transposons
(Tn554 e yTn554). Recentemente foi demonstrado que o SCCmec tipo III é um elemento
composto, que consiste de dois elementos SCCmec: SCCmec tipo Il e SCCmercury — onde estio

presentes ccrC, pI258 e Tn554 4062

O plasmideo pUB110 possui o gene ant(4') que codifica resisténcia a diversos
aminoglicosideos, como por exemplo kanamicina, tobramicina e gentamicina. Resisténcia a
penicilinas e metais pesados como mercurio é codificada pelo plasmideo pI258, enquanto que a
resisténcia a tetraciclinas é codificada pelo plasmideo pT181. O transposon Tn554 possui o gene
ermA, que codifica resisténcia constitutiva e induzida para o grupo MLS: macrolideos (eritromicina
por exemplo), lincosamidas (clindamicina por exemplo) e estreptogramineas (quinupristin-
dalfopristin). O transposon yTn554, por sua vez, codifica resisténcia para cidmio®. Estes e outros

plasmideos e transposons estdo descritos mais detalhadamente na Tabela 3.
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Tabela 3. Transposons e plasmideos®.

Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Ill e IV em MRSA.

Elemento genético mével Genes de resisténcia Resisténcia SCCmec
Transposons
Tn554 ermA grupo MLS tipo Il e III
ant(9) espectinomicina
Tn5801 tetM tetraciclinas tipo II
Tn4001 aacA-aphD aminoglicosideos tipo 11
Tn552 blaZ B-lactdmicos tipo Il e IV
yTn554 cadA cadmio tipo III
Plasmideos
pUB110 ant(4') aminoglicosideos tipos L e II
bleO bleomicina
PN315 e pMW?2 blaZ no transposon Tn552 B-lactdmicos tipos Il e IV
pMu50 gacA aacA-aphDno transposon Tn4001 antisépticos tipo 11
pI258 merA penicilinas e mercurio tipo III
pT181 tetK tetraciclinas tipo III

* tabela adaptada de Tto e cols (2003).
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Além de plasmideos e transposons, o elemento SCCmec também contém sequéncias de
insercdo (IS), como IS431 e yIS1272. Ambas IS podem truncar os genes regulatérios mecl e
mecR1, resultando na desrepressdao do gene mecA™. Todas estas estruturas, incluindo IS e
transposons, sdo encontradas em regides do SCCmec ndo complexo mec ou ccr, ou seja, em

regidoes denominadas junkyard (regido J )%,

6.3.5 Regiao junkyard

O restante do SCCmec que compreende o junkyard é dividido em 3 diferentes regides J.
A regido J1 € localizada entre a jun¢do direita do genoma e os genes da ccr, enquanto que a
regido a partir dos genes da ccr até o complexo mec é chamado regido J2. A regido J3 se expande
a partir do complexo mec até a orfX. Assim, a composi¢cdo de um elemento SCCmec é
basicamente: J3-mec-J2-ccr-J1. Em S. aureus, diversos variantes de SCCmec tipos I a IV ja
foram descritos, os quais diferem nas regides J (Tabela 4)*. O nimero relativamente grande de
variantes do tipo IV comparado com os demais SCCmec pode ser devido a frequéncia
relativamente maior de transferéncia horizontal do SCCmec tipo 1V, por ser o cassete de menor
tamanho, bem como a plasticidade genética das linhagens de MRSA que carreiam esse
elemento®™. Oliveira e cols (2001) identificaram um subtipo do SCCmec I que carreia uma c6pia
integrada do plasmideo pUB100 no seu genoma, sendo assim designado SCCmec tipo IA.
Similarmente, identificaram um SCCmec que ndo carreava uma cépia integrada do plasmideo

pT181 downstream o gene mecA e denominaram IITA®.
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Tabela 4. Variantes estruturais dos SCCmec tipos I a IV*.

SCCmec Diferenca estrutural comparado com o SCCmec principal

IA pUB110 integrado downstream o gene mecA

ITA SCCmec tipo IVb, regido J1; complexo mec de classe A4°

IIB SCCmec tipo IVDb, regido J1; auséncia do Tn554

IIC SCCmec tipo IVb, regido J1; complexo mec de classe A3, auséncia de ORF's entre

Tn554 e complexo mec

11D SCCmec tipo IVb, regido J1; complexo mec de classe A4°, auséncia de pUB110 e
[S431 na junc¢do esquerda

IIE SCCmec tipo IVb, regido J1; complexo mec de classe A3, auséncia da regido entre

Tn554 e complexo mec; auséncia da regidao entre pUB110 e IS43/ na juncdo esquerda

IIb auséncia de pUB110; IS256 inserida upstream o gene mecl
A auséncia de pT181 e suas IS431's
1B auséncia de pT181 e pI258, junto com suas IS431's; auséncia do Tn554

IVa/IVb  regido J1 diferente; presenca de downstream constant region (dcs)

IVc regido J1 diferente; presenca de Tn4001 flanqueado por IS256's
Ivd regido J1 diferente

IVA pUB110 integrado downstream o gene mecA

IVE variante do IVc; auséncia da regido dcs; regido J3 diferente
IVF variante do IVd; auséncia da regido dcs; regido J3 diferente
IVg regido J1 diferente composta por 5 ORF's

IVh regido J1 diferente; caracteristico do clone ST22-MRSA-IV

? tabela adaptada de Deurenberg & Stobberingh (2008).
® complexo mec de classe A4: AmecI-1S1182-Amecl-mecR1-mecA.
¢ complexo mec de classe A3: IS1182-Amecl-mecR1-mecA.
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6.3.6 Tipagem do elemento SCCmec

A fim de que seja possivel estudar a evolugdo dos patégenos, muitas técnicas moleculares
foram desenvolvidas para determinar clones epidémicos e suas caracteristicas. A diferenciacdo
dos S. aureus tem sido realizada por diferentes técnicas, como PFGE (Pulsed-field Gel
Electrophoresis), MLST (Multilocus Sequence Typing) e tipagem do locus spa66. Mais adiante a
isto, a tipagem através dos elementos SCCmec completa a gama de métodos importantes para
avaliacdo da clonalidade de cepas MRSA, tanto hospitalares quanto associadas a comunidade,

. . - . 1, . ~ 40
proporcionando o conhecimento da sua relacdo epidemioldgica e evolugdo clonal ™.

Para realizar a tipagem molecular do SCCmec, € necessario o uso da técnica
mundialmente conhecida de PCR (Polymerase Chain Reaction)®. Para que seja interessante
realizar a tipagem, um passo anterior a ser tomado € a realizacdo da mesma técnica para detec¢ao
do gene mecA®. A maioria dos estudos realizados atualmente indicam a presenca de elementos
SCCmec em isolados MRSA (mecA positivos), porém ja existem relatos de cassetes carreando

outros determinantes genéticos de resisténcia e auséncia do gene mecA®.

Assim sendo, o mais usual € ter um isolado positivo para o gene mecA, que € entdo
submetido a reacdo de PCR para os diferentes tipos de SCCmec. A quantidade de DNA
necessdria € pequena, sendo este extraido da célula bacteriana através de lise térmica da parede
celular. Depois de realizada a etapa de isolamento do DNA bacteriano, este € entdo introduzido

na etapa final da preparagdo da reagdo de PCR, para posterior visualizacdao (Ver Anexos 1 —95).

A estrutura do SCCmec pode ser determinada com diversos métodos baseados no PCR,
com aplicagdo nos ultimos 5 anos. Os dois métodos mais populares sdo o multiplex PCR

desenvolvido por Oliveira e cols (2002)'! e a presenca dos diferentes genes das ccr desenvolvido
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por Ito e cols (2001)41, Okuma e cols (2002)42 e Zhang e cols (2005)57 (Tabela 5). Neste estudo,
no6s utilizamos a técnica de Oliveira para tipagem do SCCmec tipo Il e de Zhang para os demais

tipos (I, IL, IV e mecl) (Ver Anexos 1 —95).

Tabela 5. Os principais métodos para tipagem do SCCmec™".

Método de Oliveira e cols (2002) Método de Zhang e cols (2005)

SCCmec
Loci® complexo mec complexo ccr
I A,D B Al/B1
1 B,C,D Al A2/B2
11 C,EF Al A3/B3
v D B A2/B2
\Y% E C C
VI D B A4/B4
VII E,F Cc2 C2,C8
VIII® ks k% k%

* tabela adaptada de Deurenberg & Stobberingh (2008).

® primers utilizados neste estudo estdo descritos no Anexo 3.

“locus A (495 pb) estd localizado downstream o gene pls; locus B (284 pb) € interno ao operon kdp; locus C (209
pb) € interno ao gene mecl; locus D (342 pb) € interno a regido dcs; locus E (243 pb) estd localizado na regido
entre o plasmideo pI258 e o transposon Tn554; locus F (414 pb) estd localizado na regido entre o Tn554 e orfX. Os
tipos IV e VI podem ser distinguidos entre si através da tipagem do locus ccrAB4. Os tipos V e VII necessitam
confirmacio com deteccdo da ccrC''.

4 complexo mec classe A é referente ao fragmento mecl, presente nos SCCmec tipos I e TIT°’.

¢ tipo VIII descoberto em 2009, pode ser adaptado ao método de Zhang e cols (2005) através da tipagem da classe
molecular A e dos genes das ccr AB4°".
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6.4 Distribuicao dos tipos de SCCmec

Muitos estudos estdo sendo realizados para avaliar a prevaléncia dos diferentes tipos de
SCCmec em hospitais ao redor do mundo, bem como no nicho de pacientes sem fatores de risco
para aquisicdo de um MRSA. A distribui¢do dos tipos de SCCmec varia de regido para regido,
mesmo dentro de um mesmo pais, e revela a tendéncia da aquisi¢cdo dos elementos mdveis na

ultima década.

6.4.1 SCCmec no mundo

Straden e cols (2009) estudaram 77 isolados consecutivos de MRSA provenientes de
pacientes ndo-repetidos durante 2000-2004 na Suiga, e encontraram maior prevaléncia do tipo IV
(42,9%). Dentre estes isolados, 81,8% foram resistentes ao ciprofloxacin e 9,1% a tobramicina,
enquanto que o subtipo IVA mostrou-se 100% resistente a ambos antibidticos. O segundo tipo
mais frequente foi o tipo II (19,5%), seguido do tipo I (18,2%) e finalmente do tipo III (7,8%).
Somente um isolado apresentou o subtipo IA*®. Outro estudo realizado na Crodcia durante 2001-
2001 com 82 isolados HA-MRSA demonstrou uma prevaléncia de 89% do SCCmec tipole 11%

do tipo IIT>°.

Em Israel, durante 2002-2003, foi encontrada uma distribui¢do relativamente semelhante
dos tipos de SCCmec: 2 (11,8%) tipo 1, 5 (29,4%) tipo 11, 5 (29,4%) tipo IV e 5 (29,4%) tipo V,
totalizando 17 isolados de MRSA de trés hospitais diferentes. Nao foi encontrado SCCmec tipo

Il neste estudo®. Um pouco mais tarde, no periodo 2003-2005, outro estudo realizado nos
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Estados Unidos demonstrou uma prevaléncia muito baixa do SCCmec tipo III entre uma cohort
de 100 pacientes hospitalizados (1 isolado, 1%). Por outro lado, demonstrou alta prevaléncia do
tipo IV (53%) e do tipo Il (46%), sugerindo co-existéncia de isolados hospitalares e comunitarios

neste hospita170.

Mais recentemente, Ender e cols (2008) desenvolveram um estudo com 99 MRSA
isolados durante 2004-2006 na Suécia, encontrando alta prevaléncia do SCCmec tipo IV
(34,3%). Além disso, também demonstraram que 22/99 isolados possuiam a ccr tipo A4/B4
(sugerido tipo VI) e 10/99 isolados eram caracteristicos de SCCmec variantes. Os demais MRSA
foram distribuidos como 7% do tipo I, 14,1% do tipo Il e 9,1% do tipo III"". Na mesma época,
semelhante ao estudo de Ender e cols, foi realizado um estudo na Espanha com 135 MRSA onde
87,4% pertenciam ao SCCmec tipo IV, 6,6% ao tipo I e 5,2% ao tipo I1I. Dentre os isolados do
tipo IV, 70,1% eram subtipo IVa, 23,9% subtipo IVc, 5,1% subtipo IVh e 0,9% subtipo vd”.
Em oposi¢do a estes dois estudos, Makgotlho e cols (2009) demonstraram predominancia do
SCCmec tipo II (67%) entre 97 MRSA isolados de um hospital de Pretoria, Africa do Sul. Este
cassete € caracterizado por ser relacionado a HA-MRSA e possuir genes de resisténcia também a
antibiéticos nao-B-lactdmicos. Neste estudo, a prevaléncia do tipo IV foi muito baixa (4%),

sendo o tipo I1I (cassete de multiresisténcia) o segundo tipo mais frequente (14%)".

6.4.2 SCCmec no Brasil

No Brasil, a prevaléncia dos MRSA ¢é superior aquela encontrada em paises
desenvolvidos, resultando também em diferencas quanto a epidemiologia e tipagem do elemento

SCCmec®'. Um estudo desenvolvido com isolados MRSA de 1999-2000 no Rio de Janeiro
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demonstrou que, dentre os 34 MRSA selecionados, 29 possuiam gendétipo IITA e 1 IIIB, sendo
que estes 30 SCCmec tipo III eram resistentes a cinco ou mais antibiéticos nao-fB-lactimicos e
apresentaram CIM para oxacilina > 256 mg/l. Dois isolados foram nao-tipaveis e os outros 2
(5,9%) apresentaram SCCmec tipo 1V, com CIM para oxacilina de 16 mg/l e resisténcia

.. . .. . 74
adicional somente a eritromicina e cloranfenicol .

Em Porto Alegre, Perez & d’Azevedo (2008) estudaram 9 isolados de MRSA que foram
susceptiveis somente a vancomicina, teicoplanina e linezolida e encontraram 8 pertencentes ao
SCCmec tipo II"°. Semelhante a este e ao estudo realizado no Rio de Janeiro’*, o SCCmec
prevalente encontrado na Bahia foi o tipo III (no caso, IITA), com 34/45 isolados (75,6%).

Somente 1 apresentou tipo Il e 6 apresentaram o tipo 1%

Em hospitais brasileiros, MRSA é responsdvel por 35-45% das infec¢des causadas por
. 22232 o A g .
estafilococos™**°. Um tnico clone, chamado clone endémico Brasileiro, é o responsével pela

.. . ~ 17,74
grande maioria destas infeccoes

. Epidemiologicamente, o SCCmec tipo III predomina nos
nossos hospitais, revelando uma cepa altamente resistente a diversos antibidticos utilizados para

o tratamento de infec¢des por S. aureus. O conhecimento do tipo de SCCmec de cada regiao é

importante para prevencio e controle da disseminacdo da resisténcia bacteriana’”.
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7 Objetivos

Avaliar as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) presentes em amostras clinicas de pacientes internados no hospital de

Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

7.1 Objetivos especificos

- determinar a prevaléncia de MRSA através da deteccao molecular do gene mecA.

- identificar na populagdo dos S. aureus que codificam para o gene mecA, os tipos de SCCmec (I,
11, II1, IV).

- determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de MRSA e comparar

com o tipo de SCCmec encontrado.
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a well established nosocomial
pathogen, but in the last decade it begun to appear in the community. The classical MRSA
phenotype is due to a modified penicillin-binding protein encoded by mecA gene, which is
carried on the mobile genetic element staphylococcal cassette chromosome (SCCmec). There is a
direct association between the SCCmec type and the MRSA origin (nosocomial or community).
In this study, 365 S. aureus from inpatients were analyzed in relation to antibiotic susceptibility,
presence of mecA gene and SCCmec type (I, I, III or IV). The mecA gene was found in 148
(40.5%) and 68.5% harbored SCCmec type 111, 21.2% harbored type I and 1.4% harbored types I
and III simultaneously. None SCCmec type II and IV was found. It was not possible to identify
the SCCmec type in 8.9% isolates. The vast majority of MRSA were resistant to erythromycin,
clindamycin and gentamicin. Isolates harboring SCCmec type Il were more resistant to non-f3-
lactamic antibiotics when compared to SCCmec type I, and this difference was statistically
significant for three antibiotics: trimethoprim-sulfamethoxazole (p<0.001), doxycycline
(p<0.001) and rifampicin (p<0.001). This study demonstrates that the SCCmec type III, which is
a multiresistant cassette associated to nosocomial infections, is the most prevalent SCCmec type
among inpatients in our institution. Moreover, it was possible to establish an expected antibiotic
resistance according to each SCCmec type. The fact that MRSA SCCmec type IV was not found

in our study may indicate that CA-MRSA is absent among inpatients from our hospital.

Keywords: MRSA, HA-MRSA, SCCmec, mecA.
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Introduction

Studies on the molecular epidemiological characteristics of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) isolates have demonstrated their genetic and geographical
diversity (1). The classical MRSA phenotype is due to a modified protein encoded by mecA
gene, which is carried on a mobile genetic element, the staphylococcal cassette chromosome
(SCCmec) (2). SCCmec typing is considered one of the most important molecular tools available
for understanding the epidemiology and clonal relatedness of MRSA strains (3, 4). Many studies
have shown that the SCCmec is a vehicle for antibiotic resistance genes (3). It has been already
described seven SCCmec types which differ in size and genetic structure (5, 6). Three types (I, II
and III) were originally described in hospital-acquired MRSA strains (HA-MRSA), whereas the
isolates containing SCCmec type I1I present a high number of resistance genes other than mecA
gene (multiresistant SCCmec); and three SCCmec (types 1V, V and VII) are directly related to
community-acquired MRSA (CA-MRSA) (3, 7, 8).

In contrast to HA-MRSA, CA-MRSA isolates are commonly susceptible to the majority
of non-B-lactam antibiotics, frequently expressing genes encoding for PVL (9). CA-MRSA
infections tipically occour in young, athletic and healthy individuals without exposure to
healthcare institutions (10). However, cases of CA-MRSA have already been documented in the
hospital environment (11), and some studies have described CA-MRSA isolates that harbor
SCCmec type I, II or IIT (12). This condition, based on the molecular characteristics of CA-
MRSA (presence of SCCmec type IV) allows testing the hypothesis that CA-MRSA isolates are
increasingly being found in hospitalizated patients. We, therefore, analyzed the presence of
SCCmec types I, 11, III and IV with susceptibility test and epidemiological data from in patients

between 2007 and 2008.
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Materials and Methods

Bacterial isolates and patients

A total of 365 S. aureus isolates were recovered from distinct clinical specimens from
inpatients attending at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, between September 2007
and January 2008. All isolates included in this study were considered health-care associated
(HA) accordingly to the CDC criteria: organism isolated > 48 hours after admission to the
hospital, history of previous hospitalization or surgery in the month before the positive MRSA
culture, percutaneous lines or indwelling devices present at the time of culture or antibiotic use
(13).

Colony morphology, Gram stain reaction, catalase and coagulase tests were used for S.
aureus identification. All isolates were submitted to oxacillin susceptibility (disk diffusion with
cefoxitin) and mecA by PCR. The isolates were considered MRSA when they were resistant to

cefoxitin and harbored the mecA gene.

Antimicrobial susceptibility test

Antimicrobial susceptibility test was performed by the disk diffusion method on Mueller
Hinton Agar (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France), according to the Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2008) (14), with the following antibiotics: cefoxitin (30 pg),
gentamicin (10 pg), clindamycin (2 pg), chloramphenicol (30 pg), doxycycline (30 pg),
erythromycin (15 pg), levofloxacin (5 pg), rifampicin (5 pg), trimethoprim-sulfamethoxazole (25

ng) and vancomycin (30 pg).
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Detection of mecA gene and SCCmec types

PCR was performed for mecA gene according to the protocol previously described (15).
The thermal cycle was set at 92 °C for 3 min, followed by 30 cycles of 92 °C for 1 min, 56 °C for
1 min and 72 °C for 1 min. The final cycle was set at 72 °C for 2 min.

Simplex PCR for SCCmec typing was carried out according to Oliveira et al. (4) and
Zhang et al. (16), with modifications. All PCR assays were performed directly from bacterial
suspensions obtained after the rapid DNA extraction method. A 5 pl aliquot of this suspension
was added to 23 ul of PCR mixture containing 3.2 mM MgCl, JMR Holdings®), 0.2 mM of
each dNTP (Abgene®), each concentration of the respective primer (Invitrogen®) and 1.25 unit
of DNA polymerase (Super Therm, JMR Holdings®). The amplification was set according to
PCR reaction of each SCCmec, as following: for SCCmec type I and mecl, the PCR consisted of
94 °C for 5 min, 10 cycles of 94 °C for 45 s, 65 °C for 45 s and 72 °C for 1.5 min, 25 cycles of 94
°C for 45 s, 55 °C for 45 s and 72 °C for 1.5 min, with final extension of 72 °C for 10 min; for
SCCmec types Il and IV, 94 °C for 5 min, 35 cycles of 94 °C for 45 s, 64 °C for 45 s and 72 °C
for 3 min, with final extension of 72 °C for 10 min; and for SCCmec type 111, 92 °C for 3 min, 30

cycles of 92 °C for 1 min, 56 °C for 1 min and 72 °C for 1 min, followed by 72 °C for 10 min.

Statistical analysis
The chi-squared test with a 0.05 significance level was used for statistical analysis and a
descriptive statistical analysis was performed to evaluate the relationship between antibiotic

profile and SCCmec type.
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Results

SCCmec typing

The presence of mecA gene was evaluated in all 365 isolates of S. aureus by PCR using
specific primers. Positive results were observed in 148 (40.5%) isolates, noteworthy 146 (98.6%)
were also resistant to oxacillin by the disk diffusion test with cefoxitin. The remaining 217
isolates (59.5%) presented negative results in both tests.

The presence of the SCCmec gene was examined by PCR for all 146 isolates that were
both mecA positive and oxacillin resistant. The type III was the most common (100/146; 68.5%),
followed by type I (31/146; 21.2%) and types I and LI (2/100; 1.4%). SCCmec types Il and IV
were not identified in this study. Isolates harboring untypeable SCCmec comprised 13/146
(8.9%). It was possible to note that 7 isolates showed a type II or Ill-specific 146-bp band
(referent to mecl fragment), despite the negative results for the other genetic elements
(recombinases) related to these types. The remaining 6 isolates, though, were untypeable with the

primers used in this study (considered atypical SCCmec).

Antimicrobial resistance phenotype of MRSA and SCCmec type

A descriptive analysis of the antimicrobial profile of MRSA for non-B-lactam antibiotics
among SCCmec types was performed (Table 1). It was found that isolates with SCCmec III were
more resistant to non-B-lactam antibiotics when compared with SCCmec type I, and this
difference was statistically significant for three antibiotics: trimethoprim/sulfamethoxazole

(p<0.001), doxycycline (p<0.001) and rifampicin (p<0.001).
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The vast majority of MRSA, regardless the SCCmec type, were resistant to erythromycin,
clindamycin and gentamicin. Chloramphenicol was the antibiotic that showed higher in vitro
activity against MRSA isolates harboring SCCmec types I or 1II. The seven untypeable isolates

demonstrated an antibiotic profile very similar to SCCmec type I1I.

Epidemiological data and SCCmec typing

The atypical SCCmec isolates (untypeable with the primers used in this study) were
submitted to an analysis for evaluation of likelihood that patients with these SCCmec type have
had CA-MRSA infection, according to the criteria described above. These patients showed no
risk factor for a CA-MRSA infection, nor the isolates were considered non-multidrug-resistant
(Table 2). Nevertheless, one patient (case 308) presented an antibiotic resistance phenotype
suggestive of CA-MRSA (only clindamycin and erythromycin resistance).

Untypeable isolates that showed a type II or Ill-specific 146-bp band (referent to mecl
fragment) were also analyzed according to epidemiological patient data and risk factors for HA-
MRSA infection, to verify if these isolates could be classified as the classical multiresistant

cassette (Table 3).

Discussion

Our patient isolates demonstrated that a multiresistant cassette genetically related to HA-
MRSA was the most prevalent on MRSA, although these isolates were not submitted to
molecular analysis for clonal evaluation. From the 146 cases, 68.5% were SCCmec type III. It is
noteworthy that SCCmec type III is characteristic of HA-MRSA strains that became dominant in

the 1980s. The type III SCCmec contains the mecA gene as well as genes encoding resistance to
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non-f-lactam antibiotics, found on transposons and plasmids integrated into the SCCmec
element (6, 17). These characteristics of type III agree with our results which demonstrated that
isolates with SCCmec III were more resistant to three antibiotics when compared with SCCmec
type I (trimethoprim/sulfamethoxazole, doxycycline and rifampicin). In fact, doxycycline
resistance could be due the inserted pT181 plasmid in SCCmec type III, which carries the fefK
gene (3, 6). Moreover, SCCmec type IlI isolates also have insertion sequences in their genomes,
such as the IS431 into the transposon Tn4003, which encodes trimethoprim resistance (dfrA) (3).
However, the high rifampicin resistance rate of our SCCmec type III isolates suggests the
presence of other classes of genetic resistance determinants which contrasts with other studies
(18).

On the other hand, MRSA isolates from this study, regardless the SCCmec type (type I or
type III) were highly resistant to erythromycin, clindamycin and gentamicin. The transposon
Tn554 found integrated in the SCCmec type 1II carries the ermA gene, responsible for inducible
resistance to macrolide-lincosamide-streptogramin B compounds (MLSg) (3). In contrast, most
isolates harboring SCCmec type I were resistant to gentamicin but not to doxycycline (as type
III), suggesting the presence of a plasmid pUB110 integrated downstream of mecA, which
confers a wide-spread resistance to aminoglycosides; and the absence of plasmid pT181. The
plasmid pUB110 is not found in all SCCmec type I and its putative presence in these isolates
indicates that they belong to a variant called SCCmec 1A (3, 6).

In contrast with several studies around the world, no SCCmec type IV was found in
MRSA isolates from inpatients in our study (19, 20). This worldwide emergence of CA-MRSA
is becoming an important issue to patients in both community and hospital environment, since

these strains are known to be more virulent than HA-MRSA strains (21). Interesting studies have
54



Distribui¢do dos SCCmec tipos L, II, Il e IV em MRSA.

shown that CA-MRSA have started to replace HA-MRSA in healthcare settings (22). It was
estimated that 8-20% of all MRSA isolates are reported to be community-associated (10).
However, our observation shows a high rate of SCCmec types I and III, similar to the study with
coagulase-negative Staphylococcus sp. (CNS) previously performed in our institution (23). It
was already suggested that MRSA could be originated by horizontal transfer of mecA gene from
CNS to MSSA (24). Noteworthy, in the Mombach Pinheiro Machado et al. (23) study, the
prevalence of the SCCmec types 1 (27.9%) and 1II (52%) among CNS was very similar to the
prevalence of these types among MRSA in this study (21.2% type I and 68.5% type III). Other
study performed in Malaysia with MRSA also demonstrated a high prevalence of SCCmec type
IIT from inpatients, although they found 3.2% (20/628) of MRSA harboring SCCmec type IV
(25). On the other hand, Budimir et al. (26) studied 82 HA-MRSA isolates during 2001-2002 and
showed a high prevalence of SCCmec type I (89%) in comparison to type III (11%), revealing
also absence of type IV between these isolates.

Some MRSA isolates were not able to be categorized into a SCCmec type, and they were
separated in two different groups: untypeable isolates and atypical isolates. We performed a
cross-analysis between epidemiological patient data and antimicrobial resistance phenotype for
these two groups, relating this features with risk factor for a CA-MRSA infection (Table 2) or
HA-MRSA infection (Table 3). The remarkable difference between these two groups is that the
untypeable isolates showed a type II or Ill-specific 146-bp band (referent to mecl fragment),
even though were not typeable for these SCCmec types. On the other hand, the atypical MRSA
isolates were completely untypeable with the primers used in this study. It is, therefore, possible

to speculate that these atypical SCCmec MRSA may belong to uncommon SCCmec types (types
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V, VI and VII) which were not evaluated in our study (5, 6, 16). In fact, other studies have
already described higher prevalence of SCCmec type V than type IV in MRSA isolates (27).
Replacement of the traditional HA-MRSA with CA-MRSA strains would have serious
infection-control implications in a hospital setting. Due to absence of SCCmec type IV in HA-
MRSA from our institution, during the study period, we could suggest that this CA-MRSA
genotype is not actively spreading to the patients from our hospital. It might be necessary to
extend this study using a larger number of isolates and/or isolates from different hospitals, in

order to describe the local epidemiology of HA-MRSA SCCmec typing.
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Table 1. Distribution of non-B-lactam antibiotic resistance” among 133 MRSA isolates by
SCCmec type.

Values are numbers of isolates (percentages of isolates of that type).

Antibiotic type I (n=31) type III (n=100) type I and III (n=2)
Clindamycin 30 (96.7) 96 (96) 2 (100)
Chloramphenicol 9 (29) 36 (36) 2 (100)
Doxycycline® 0 (0) 79 (79) 1 (50)
Erythromycin 30 (96.7) 100 (100) 2 (100)
Gentamicin 31 (100) 97 (97) 2 (100)
Levofloxacin 26 (83.8) 86 (86) 2 (100)
Rifampicin” 0 (0) 71 (71) 1 (50)
Trimethoprim/ ) 0 (0) 98 (98) 2 (100)
sulfamethoxazole

* Intermediary and resistant results were used for this analysis. * (p<0,001)
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Table 2. Atypical SCCmec types from six inpatients: analysis of risk factors for HA-MRSA.

Case Isolation Sex  Clinical Clinical Non-p-lactam Risk factors for
data material  information resistance HA-MRSA*
tob
23 O; 5) O7e t F blood AC CLIL LEV, ERY, GEN Hospitalization since november, 2007
308 December, —\1 plgod fever CLL ERY Unknown"
2007
312 De;c(e)r(r)l;) b F sputum fever CLIL ERY, GEN Hospitalization since november, 2007
328 December, CLL LEV, DOX, ERY, T .
2007 F blood fever STX, GEN Hospitalization since november, 2007
364 December, Previous history of surgery in the month before
2007 M sputum CHD CLL LEV, ERY, STX MRSA isolation
374 December, -, tracheal RS CLI, CLOR, ERY, GEN Hospitalization since november, 2007
2007 aspirate

CLI = clindamycin; CLOR = chloramphenicol; DOX = doxycicline; ERY = erythromycin; GEN = gentamicin; LEV = levofloxacin; STX =
trimethoprim/sulfamethoxazole. Clinical information: AC = acalculous cholecystitis; CHD = coronary heart disease; RS = respiratory sepsis. Sex: F = female;
M = male.

* According to CDC criteria described previously.

® This patient had no information available at the time of this study.
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Epidemiological data of seven inpatients with untypeable SCCmec MRSA infection.

Case Isolation Clinical Clinical Non-p-lactam Risk factors for
data material information resistance HA-MRSA®
49 October, CLIL LEV, ERY, STX, e )
2007 sputum RS, AIDS GEN Hospitalization since september, 2007
60 October, tracheal CLI LEV, ERY, STX, e .
2007 aspirate AIDS, MV GEN. DOX Hospitalization since september, 2007
140 November, blood mediastinitis CLL LEV, ERY, STX, Previous history of surgery in the month
2007 GEN, DOX, RIF before MRSA isolation
223 November, fum leukocviosi CLL LEV, ERY, STX, Previous history of surgery in the month
2007 Sputd cukocylosts GEN, RIF before MRSA isolation
247 LI, LEV, CLOR
December, aneurism , CLL , CLOR, Previous history of surgery in the month
. aneurism ERY, STX, GEN, i .
2007 secretion before MRSA isolation
DOX
323 December, abdominal abdominal CLI, LEV, ERY, STX, Hospitalization since november. 2007
2007 cavity secretion abscess GEN P v ’
400 January, sputum neumonia CLI LEV, CLOR, None
2008 P P ERY, STX, GEN

CLI = clindamycin; CLOR = chloramphenicol; DOX = doxycicline; ERY = erythromycin; GEN = gentamicin; LEV = levofloxacin; RIF =

rifampicin; STX = trimethoprim/sulfamethoxazole. Clinical information: AIDS = acquired immune deficiency syndrome; MV = mechanical

ventilation; RS = respiratory sepsis.

* According to CDC criteria described previously.
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10 Consideracoes finais

A emergéncia de MRSA da comunidade anuncia a necessidade de uma nova visdo no
manejo das infecgdes estafilococcicas confirmadas ou suspeitas, particularmente considerando a
selecdo empirica da terapia antimicrobiana. A escolha inicial do tratamento pode ser guiada pela
prevaléncia do MRSA em uma dada comunidade, a presenca ou auséncia de fatores de risco
associados ao hospital, a severidade e o tipo de apresentagdo clinica da infec¢do. O antimicrobiano
a ser utilizado depende principalmente, da caracterizacio do MRSA, o que inclui dados de

prevaléncia para confirmacdo da origem das cepas de MRSA causadoras de infeccdes.

O controle de MRSA no ambiente hospitalar € um importante passo para limitar sua
disseminagdo para a comunidade. Populagdes de risco podem ser consideradas para vigilancia de
portadores nasais na hora da admissdo. Pacientes com colonizacio reconhecida por MRSA devem
ser isolados e submetidos a precaucdo de contato. A tipagem do SCCmec ndo € realizada na rotina
laboratorial pois ndo € fundamental para escolha da terapia de uma dada infeccdo. No entanto, a
avaliagc@o de sua prevaléncia e variagdo nos tipos encontrado em um determinado hospital permite

deliberar sobre as acdes necessarias para deter a evolucdo da resisténcia.

Em nosso estudo, analisamos 365 isolados de MRSA de pacientes hospitalizados, onde
encontramos maior prevaléncia de SCCmec do tipo III, seguido do SCCmec tipo 1. Todos isolados
de MRSA foram submetidos ao teste de Disco-difusdo, o qual confirmou a multiresisténcia a
antibiodticos apresentada pelo SCCmec tipo IlI, como descrito extensivamente na literatura. O PCR
foi controlado para o gene mecA e todos tipos de SCCmec utilizando controles positivos
previamente sequenciados de Staphylococcus sp. coagulase negativa. Com nossos resultados
podemos sugerir que é possivel estimar a resisténcia esperada para um isolado MRSA em virtude
do tipo de SCCmec encontrado.
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Devido a auséncia de SCCmec tipo IV nestes isolados de HA-MRSA durante o periodo do
estudo, podemos sugerir que este genotipo (caracteristico de CA-MRSA) ndo esta se disseminando
ativamente para nossa populagcdo de pacientes hospitalizados. Talvez seja necessario ampliar esta
avaliagdo utilizando maior nimero de isolados e/ou isolados de diferentes hospitais, para que assim

nos possamos descrever a epidemiologia local da distribui¢ao dos SCCmec em HA-MRSA.
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11 Anexo 1

Extracao do DNA bacteriano por lise térmica

A técnica de extracdo do DNA por lise térmica pode ser realizada para toda cultura pura de
bactéria. Os isolados bacterianos sdo cultivados em meios de cultura sem aditivos de
enriquecimento nem selecio. O meio de cultura utilizado neste trabalho foi Agar Miieller Hinton
(Biomerieux®), que ¢ um meio que ndo contém aditivos que possam interferir na reacido de PCR.

Neste estudo, os isolados foram incubados no meio de cultura descrito acima por 18 a 24
horas a temperatura de 36 °C em estufa bacterioldgica. Depois disso, foi preparada uma suspensio
bacteriana equivalente a 1,0 na escala de McFarland utilizando 500 pl de tampao TE 1x para cada
isolado. A suspensdo foi homogeneizada em vértex e aquecida a 100 °C por 10 minutos em banho-
maria.

Em seguida, a suspensio foi congelada a -20 °C por 2 horas. Depois de descongelada, ela foi
transferida para tubos eppendorf (1,5 ml) e centrifugada a 9.000 g por 3 minutos em centrifuga
Eppendorf. O DNA extraido durante a lise térmica estd contido no sobrenadante, entdo, este
sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e congelado a -20 °C para uso posterior na reacio

de PCR. O pellet, que contém as proteinas bacterianas e restos de parede celular, foi desprezado.
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12 Anexo 2

PCR para mecA

O PCR para o gene mecA foi realizado de acordo com Vannuffel e cols (1995), com

algumas modificacdes.

Os reagentes utilizados para o mix de PCR foram os seguintes:

- dNTP's (Abgene®);

- tampdo da enzima contendo MgCl, (JMR Holdings®);

- DNA polimerase (Super Therm, JMR Holdings®);

- primer M1- 5'-TGG CTA TCG TGT CAC AAT CG-3' e primer M2- 5-CTG GAA CTT

GTT GAG CAG AG-3' (Invitrogen®). Tamanho: 310 pb.

O protocolo da técnica estd discriminado abaixo:

Reagentes Volume
primer (C = 10 uM) 1ul
cada dNTP (C =200 uM) 2,5u
enzima DNA polimerase (C = 1,25 U) 0,25 ul
tampao e MgCl, (C = 1,5 uM) 2,5u
agua 18,75 ul

Volume do mix: 25 pl
Volume de DNA da amostra: 5 pl

Volume final da solugdo: 30 pl
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

O programa utilizado no termociclador para realizacdo das amplificacdes dos fragmentos

esta descrito abaixo:

Etapas

Temperatura/Tempo

Desnaturacio inicial

Numero de ciclos = 30

92 °C / 3 minutos

Desnaturacao 92 °C/ 1 minuto
Anelamento 56 °C / 1 minuto
Extensao 72 °C / 1 minuto

Extensao final

72 °C / 2 minutos

Apés a execugdo das etapas de preparacdo do mix e amplificacdo dos fragmentos de DNA,

foi realizada a eletroforese em gel de agarose.
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13 Anexo 3

PCR para SCCmec

O PCR para tipagem molecular dos tipos de SCCmec foi realizado utilizando a literatura e a

experiéncia de diferentes grupos de pesquisa na drea, como Zhang e cols (2005), Kondo e cols

(2007) e Oliveira e cols (2002), com algumas modificacoes.

Para tipagem dos SCCmec tipos I, Il e IV, foram utilizados primers baseados na sequéncia

genética das recombinases (ccr) e na sequéncia genética da classe molecular dos cassetes (classe A;

mecl). Por outro lado, para tipagem do SCCmec tipo III, foi utilizado um primer que amplifica a

regido do locus E (entre o plasmideo integrado pI258 e o transposon Tn554), que € exclusiva a este

cassete.
Os reagentes utilizados para o mix de PCR foram os seguintes:
- dNTP's (Abgene®);
- tampao da enzima contendo MgCl, (JMR Holdings®);
- DNA polimerase (Super Therm, JMR Holdings®);

- primers (Invitrogen®):

Primer Sequéncia de oligonucleotideos (5'-3')  Especificidade Tamanho (pb)
ccrAB-Bc ATTGCCTTGATAATAGCCITCT SCCmec I, Il e III

ccrAB-a; AACCTATATCATCAATCAGTACGT SCCmec 1 695

ccrAB-a, TAAAGGCATCAATGCACAAACACT SCCmec Il e IV 937

mecl-F CCCTTTTTATACAATCTCGTT Classe A: 146

mecI-R ATATCATCTGCAGAATGGG SCCmec Il e I

RIF4-F3  GTGATTGTTCGAGATATGTGG SCCmec 111 243

RIF4-R9  CGCTTTATCTGTATCTATCGC
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.
Os protocolos da técnica sdo diferentes para cada tipo de SCCmec, ou seja, sdo realizados

como Simplex PCR. Estdo discriminados abaixo:

SCCmec tipo I:

Reagentes Volume
Primer (C = 0,1 uM) Tl
cada ANTP (C =200 uM) 2,5 ul
enzima DNA polimerase (C=1,25U) 0,25 ul
tampao e MgCl, (C = 3,2 uM) 6,4 ul
dgua 14,85 Wl

Volume do mix: 25 pl
Volume de DNA da amostra: 5 pl

Volume final da solugdo: 30 pl

mecl (classe A):

Reagentes Volume
Primer (C =4 pM) 0,5 ul
cada ANTP (C =200 uM) 2,5ul
enzima DNA polimerase (C = 1,25 U) 0,25 ul
tampao e MgCl, (C = 3,2 uM) 6,4 ul
agua 10,35 ul

Volume do mix: 20 pl
Volume de DNA da amostra: 5 pl

Volume final da solugdo: 25 pl
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

SCCmec tipos Il e 1V:
Reagentes Volume
Primer (C = 0,1 uM) 1l
cada ANTP (C = 200 uM) 2,5 ul
enzima DNA polimerase (C=1,25U) 0,25 ul
tampao e MgCl, (C = 3,2 uM) 6,4 ul
agua 14,85 wl
Volume do mix: 25 pl
Volume de DNA da amostra: 5 pl
Volume final da solugdo: 30 pl
SCCmec tipo I1I:
Reagentes Volume
Primer (C =5 pM) Tl
cada ANTP (C = 200 uM) 2,5ul
enzima DNA polimerase (C=1,25U) 0,25 ul
tampao e MgCl, (C = 1,5 uM) 2,5 ul
dgua 13,75 pl

Volume do mix: 20 pl

Volume de DNA da amostra: 5 pl

Volume final da solugdo: 25 pl

Os programas utilizados no termociclador para realizagdo das amplifica¢des dos fragmentos

também sao diferentes conforme cada SCCmec que estd sendo analisado, e estio descritos abaixo:

71



SCCmec tipo I:

mecl (classe A):

Etapas

Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Temperatura/Tempo

Desnaturacdo inicial

94 °C / 5 minutos

Numero de ciclos = 10

Desnaturacio 94 °C / 45 segundos
Anelamento 65 °C / 45 segundos
Extensdo 72 °C/ 1,5 minutos

Numero de ciclos = 25

Desnaturacao 94 °C / 45 segundos
Anelamento 55 °C /45 segundos
Extensao 72 °C/ 1,5 minutos

Extensdo final

72 °C / 10 minutos

Etapas

Temperatura/Tempo

Desnaturacio inicial

94 °C / 5 minutos

Numero de ciclos = 10

Desnaturacao 94 °C / 45 segundos
Anelamento 65 °C / 45 segundos
Extensao 72 °C /1,5 minutos

Numero de ciclos = 25

Desnaturacio 94 °C / 45 segundos
Anelamento 55 °C /45 segundos
Extensao 72 °C/ 1,5 minutos

Extensao final

72 °C / 2 minutos
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SCCmec tipos I1 e IV:

SCCmec tipo I11:

Etapas

Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Temperatura/Tempo

Desnaturacio inicial

94 °C / 5 minutos

Numero de ciclos = 35

Desnaturacio 94 °C / 45 segundos
Anelamento 64 °C / 45 segundos
Extensdo 72 °C / 3 minutos

Extensao final

72 °C / 10 minutos

Etapas

Temperatura/Tempo

Desnaturacio inicial

92 °C / 3 minutos

Numero de ciclos = 30

Desnaturacao 92 °C/ 1 minuto
Anelamento 56 °C / 1 minuto
Extensao 72 °C / 1 minuto

Extensao final

72 °C / 2 minutos

Apo6s a execucdo das etapas de preparacdo do mix e amplificacdo dos fragmentos de DNA,

foi realizada a eletroforese em gel de agarose.
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14 Anexo 4

Eletroforese

A eletroforese em gel é uma técnica de separagdo de moléculas que envolve a migragdo de
particulas em um determinado gel durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial. As moléculas
sdo separadas de acordo com o seu tamanho, pois as de menor massa irdo migrar mais rapidamente
que as de maior massa. Logo, é uma das técnicas muito importante para a visualizacdo dos
fragmentos amplificados no PCR.

Apés o gel de agarose estar preparado, a solugdo amplificada foi aplicada nos pogos do gel
com auxilio de um corante de grande densidade. Para observac¢do do tamanho das bandas formadas,
também foi aplicado junto as amostras um padrdo de peso molecular (100 em 100 bases).

Assim que aplicadas as amostras, a cuba de eletroforese foi ligada em voltagem de 120 volts
e amperagem baixa de aproximadamente 50 mA. O tempo de migracdo foi de 30 a 40 minutos,
dependendo do tamanho da banda para ser visualizada.

Depois da migracdo, devido ao brometo de etidio ser incluido na preparacao do gel, as
bandas foram visualizadas diretamente sob radiacdo ultravioleta e a imagem foi captada através do

software Gel Capture podendo ser transferida imediatamente para o computador.
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15 Anexo 5

Preparo dos reagentes utilizados no PCR

15.1 Preparo do tampao TE (10 mM TRIS - 1 mM EDTA (pH 8,0)):

Para 1000 ml da solugdo tampao:

- pesar 0,121 g de TRIS (1 M) e 3,72 g de EDTA (1 M);

- dissolver o TRIS e o EDTA em banho-maria com agitacdo em aproximadamente 800 ml de
dgua destilada. Se for necessario pode-se aquecer para melhor dissolucd@o dos cristais;

- depois de dissolvido, verter a solu¢do em um baldo volumétrico de 1000 ml com auxilio de
funil;

- adicionar o restante da dgua destilada até completar 1000 ml (g.s.p.);

- autoclavar e distribuir nos frascos para uso na extracdo do DNA.

15.2 Preparo da solucao de dNTP's:

Solucdo-mae de ANTP's = 100 mM.

Solucdo final de dNTP's = 200 uM (0,2 mM). Cada dNTP deve ter molaridade de 2,5 mM
somando um total de 10 mM.

Para 1000 pl de solugdo de dNTP's:

- medir 20 pl de cada dANTP (adenosina, timina, citosina e guanosina);

- completar o restante (720 pl) com dgua mili-Q.

- homogeneizar em vortex.

Assim, a partir de uma solu¢do-mae de 100 mM obtemos uma solugédo para uso de 200 uM

(ou 0,2 mM).
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.
15.3 Preparo da soluciao de cada primer:
A seguir esta descrito o procedimento de diluicdo de cada primer utilizado no estudo, até
obtencdo da concentracdo de uso no PCR.

Primer: M1/M2 (mecA)

solucdo-mae: 100 uM (sense e anti-sense)

solugdo para uso: 10 uM

Para 100 pl, medir 10 pl da solucdo-mae (sense e anti-sense totalizando 20 pl) e diluir em 80
pl de 4gua mili-Q.

Primer: ccrAB (SCCmec tipos I, I1 e IV)

solugdo-mae: 100 uM (sense e anti-sense)

solugdo para uso: 5 uM

Para 100 pl, medir 5 pl da solugdo-mée (sense e anti-sense totalizando 10 pl) e diluir em 90
pl de 4gua mili-Q.

Primer: mecl-F/mecl-R (classe A)

solugdo-mae: 100 uM (sense e anti-sense)

solugdo para uso: 4 pyM

Para 100 pl, medir 4 pl da solugcdo-mae (sense e anti-sense totalizando 8 pl) e diluir em 92 pl
de dgua mili-Q.

Primer: RIF4-F3 / RIF4-R9 (SCCmec tipo III)

solucdo-mae: 100 uM (sense e anti-sense)
solugdo para uso: 10 pM

Para 100 pl, medir 10 pl da solugdo-mae (sense e anti-sense totalizando 20 pl) e diluir em 80

pl de 4gua mili-Q.
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15.4 Preparo do tampao TBE (10x) concentrado:

Para 1000 ml da solugéo tampao:

- pesar 100,6 g de TRIS, 51,3 g de Acido Bérico e 7,45 g de EDTA;

- dissolver o TRIS, o Acido Bérico e o EDTA em banho-maria com agitacio em
aproximadamente 800 ml de 4gua destilada. Se for necessdrio pode-se aquecer para melhor
dissolugdo dos cristais;

- ap6s dissolvido, verter a solu¢do em um baldo volumétrico de 1000 ml com auxilio de
funil;

- adicionar o restante da dgua destilada até completar 1000 ml (g.s.p.);

- autoclavar e distribuir nos frascos para uso na extracdo do DNA.

- para utilizar na eletroforese € feita uma diluicdo de 10 vezes até obtengdo de tampao TBE

1x concentrado: 100 ml de TBE 10x e g.s.p. 4gua mili-Q para 1000 ml.

15.5 Preparo do gel de agarose:

- para 56 ml de gel, pesar 1 g de agarose;

- adicionar 56 ml de TBE 1x concentrado;

- fundir a solu¢@o no microondas até homogeneizar;

- enquanto a solucdo de gel esfria até ficar morno, preparar o suporte de gel selando as
laterais na prépria cuba;

- acrescentar 2,8 pl de brometo de etidio (10 mg/ml) e misturar no gel preparado com
agitagdo leve.

- despejar a solugdo de gel no suporte sem fazer bolhas;

- colocar o pente da espessura desejada no suporte e esperar a solucdo solidificar;

- adicionar tampao TBE 1x até cobrir a superficie do gel.
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16 Anexo 6

Dados epidemiolégicos dos pacientes

Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Tabela 1. Dados epidemiolégicos dos pacientes com infec¢io por S. aureus®.

N°  Sexo Unidade de internacdo Coleta Diagnéstico Material Informacoes clinicas

1 F 5 N - internagdo clinica ~ 27.09.07  01.10.07 hemocultura sepse

2 M 13 N - UTI é4rea 1 21.09.07  01.10.07 aspirado traqueal sepse respiratdria, VM

3 M 13 N - UTI é4rea 1 24.09.07  01.10.07 aspirado traqueal choque séptico, cirrose

4 M 1 S — ambulatdrio 26.09.07  01.10.07 secrecdo da mao desconhecidas®

5 M 4 S - internagdo clinica 25.09.07 01.10.07 secrecdo de nariz fibrose cistica®

6 M 10 N - UTI pediétrica 26.09.07 01.10.07 secrecdo da traquéia VM, choque, pneumonia

7 M 7S -internagdo cirdrgica 24.09.07 01.10.07 escarro por expectoracdo  febre

8 F zona 12 27.09.07 01.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

9 M zona 12 27.09.07  01.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

10 M zona 4 26.09.07 01.10.07 swab de orofaringe suspeita de fibrose cistica

13 M 6 N - internagdo clinica  26.09.07  01.10.07 lavado bronco alveolar tuberculose, aspiragdo clinica
14 M 6 N - internagdo cirdrgica 13.09.07 01.10.07 escarro por expectoragao sepse

15 M zona 12 27.09.07  01.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

16 M zona 12 27.09.07 01.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

17 M 13 N - UTI érea 1 21.09.07  01.10.07 fibrina pleural AVC e broncopneumonia

18 F 13 N - UTT drea 2 24.09.07  01.10.07 escarro por cateter broncopneumonia

19 M 10 N - UTI pediétrica 24.09.07  01.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

20 F zona 12 27.09.07  01.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

22 F zona 13 19.09.07  01.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

24 M 1 N - observagdo 27.09.07  01.10.07 hemocultura anemia apldsica

25 M 10 S - internagdo ped. 25.09.07 01.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

26 F zona 12 27.09.07  01.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

27 M 10 N - UTI pediétrica 27.09.07  02.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

28 F zona 4 28.09.07  02.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

29 F 13N - UTT drea 1 28.09.07  02.10.07 aspirado traqueal sepse

30 M 13 N - UTT 4rea 2 28.09.07  02.10.07 abscesso da cabeca abscesso intracerebral

31 M 6 S - internacdo clinica 30.09.07  03.10.07 escarro por expectoragao tosse e expectoracdo purulenta
32 M zona 4 28.09.07  03.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

33 M 1 N - sala procedimentos 01.10.07  04.10.07 hemocultura dor em coxa esquerda + febre
34 M 2 S — convénios 01.10.07  04.10.07 urina paciente externo

35 M 1 N - emergéncia adulto  01.10.07  05.10.07 urina neoplasia maligna metastatica
36 M zona 18 01.10.07  05.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

37 M 13N - UTT area 1 02.10.07  05.10.07 aspirado traqueal febre

383 F zona 4 03.10.07  08.10.07 escarro por cateter fibrose cistica

39 M zona 13 03.10.07  08.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

41 M 5 N - internagdo clinica ~ 02.10.07  08.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

42 F 1 N - emergéncia 03.10.07  08.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica
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N° Sexo Unidade de internacdo Coleta Diagnéstico Material Informacoes clinicas

44 F 5 N - internagdo clinica  02.01.08  07.01.08 hemocultura hepatite aguda

45 M 2 S - convénios 04.10.07  08.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

46 F zona 13 03.10.07  08.10.07 escarro por expectoragio fibrose cistica

47 F 4 S - internagdo clinica ~ 05.10.07  08.10.07 fragmento de bipsia placa eritematosa

48 F 10 N - UTI pediétrica 04.10.07  08.10.07 escarro por cateter aumento da secrecdo

49 M 13 N - UTI 4rea 2 04.10.07  08.10.07 escarro por cateter sepse respiratdria, SIDA

51 F 10 N - UTI pediétrica 01.10.07  08.10.07 hemocultura controle

52 M 2 S - convénios 04.10.07  08.10.07 urina paciente externo

53 F 13N - UTT drea 1 02.10.07  08.10.07 secrecdo - nariz secre¢do nasal, uso de vanco
55 M 2 S - convénios 02.10.07  08.10.07 swab de orofaringe fibrose cistica

57 M zona 4 03.10.07  08.10.07 swab de orofaringe suspeita de fibrose cistica
58 M zona 4 03.10.07  08.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

59 M zona 4 03.10.07  08.10.07 swab de orofaringe fibrose cistica

60 M 13N - UTT drea 1 06.10.07  09.10.07 aspirado traqueal SIDA em VM

61 M 13 N - UTT drea 2 06.10.07  09.10.07 aspirado traqueal desconhecidas

62 M 13 N - UTT drea 2 05.10.07  09.10.07 liquido de ascite neoplasia, ascite turva

64 M zona 4 05.10.07  09.10.07 swab de orofaringe fibrose cistica

65 M 13N - UTT drea 1 06.10.07  10.10.07 aspirado traqueal broncopneumonia

66 F 13N - UTI 4rea 2 07.10.07  10.10.07 aspirado traqueal VM

67 M 13 N - UTT 4rea 2 07.10.07  11.10.07 hemocultura AVC

68 M 7N -internacdo clinica  05.10.07 11.10.07 escarro por expectoracdo  dispnéia, infec¢do em tto

69 M 1 S - consultérios 08.10.07  11.10.07 secr. de ferida operatdria desconhecidas

70 F 10 N - UTI pediétrica 07.10.07  11.10.07 escarro por cateter obstrucdo alta

71 M 12 S - bloco cirdrgico 09.10.07  15.10.07 proétese vascular prétese vascular

72 M zona 13 10.10.07  15.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

3 M 10 S - internagdo ped. 02.01.08  07.01.08 lavado bronco alveolar fibrose cistica

74 F 10 N - UTI pediétrica 06.10.07  15.10.07 escarro por cateter HIV pos, quadro respiratério
75 M 10 N - UTI pediétrica 02.01.08 07.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

76 M 4S5 -internagdo clinica  01.01.08 07.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

77 M 13 N - UTI pediétrica 11.10.07  15.10.07 escarro por cateter secre¢do traqueal purulenta
78 M 13 N - UTT drea 2 12.10.07  15.10.07 ponta de cateter - clavicula IC, abscessos hepéticos, sepse
79 F 1 N - procedimentos 12.10.07  15.10.07 hemocultura SIDA, histoplasmose

80 M 5 N - internagdo clinica  04.10.07  15.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

81 M 11 N - UTT neonatal 09.10.07  15.10.07 secrecdo do olho secregdo ocular

82 M zona 12 03.01.08 07.01.08 swab de orofaringe fibrose cistica

83 M 13 N - UTT drea 2 09.10.07  15.10.07 aspirado traqueal broncopneumonia nosocomial
84 F 10 N - UTI pediétrica 08.10.07  15.10.07 escarro por cateter febre, traqueostomia

8 M 13 N - UTI 4rea 2 04.01.08 07.01.08 aspirado traqueal sepse

87 M 10 N - UTI pediétrica 13.10.07  16.10.07 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
8% M 13 N - UTI 4rea 2 14.10.07  19.10.07 liquido de ascite desconhecidas

91 F 10 S - internagdo ped. 11.10.07  19.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

92 M 8 S - internagdo cirdrgica 14.10.07  19.10.07 urina pré-operatério

93 F 13 N - UTT érea 1 15.10.07  19.10.07 hemocultura suspeita de colecistite alitidsica
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N° Sexo Unidade de internacio Coleta Diagnéstico Material Informacoes clinicas
94 M 8 S - internagdo cirdrgica 15.10.07  19.10.07 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
95 M 13 N - UTI érea 1 15.10.07  19.10.07 aspirado traqueal desconhecidas

% M 5 N - internagdo clinica  16.10.07  19.10.07 escarro por cateter escarro espesso, hematico
97 M 13N -UTI érea 1 16.10.07  19.10.07 hemocultura febre

% M 10 S - internagdo ped. 15.10.07  19.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

9 M 13 N - UTT é4rea 1 15.10.07  19.10.07 aspirado traqueal controle

100 M 13 N - UTT drea 2 16.10.07  19.10.07 hemocultura disfungdo respiratdria
101 F 10 S - internagdo ped. 15.10.07  19.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

102 M zona 14 17.10.07  22.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

104 M 8 S - internagdo cirtdrgica 18.10.07  22.10.07 secrecdo de abdomen desconhecidas

105 M zona 12 18.10.07  22.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

106 F zona 13 18.10.07  22.10.07 fragmento de bidpsia dlcera na perna

107 F 13N - UTT area 1 16.10.07  22.10.07 aspirado traqueal expectoragdo purulenta
108 M zona 4 17.10.07  22.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

109 M 1 N - sala procedimentos 16.10.07  22.10.07 abscesso do abdomen desconhecidas

110 M 13N - UTT area 1 04.01.08 07.01.08 lavado bronco alveolar SIDA e choque séptico
111 F zona 4 17.10.07  22.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

112 M zona 12 18.10.07  22.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

113 M zona 4 17.10.07  22.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

114 M 7 N - internagdo clinica  15.10.07  22.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

115 M zona 4 17.10.07  22.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

116 F zona 4 17.10.07  23.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

117 F 13 N - UTI 4rea 2 02.01.08  07.01.08 aspirado traqueal sepse

118 F 10 N - UTI pediétrica 19.10.07  24.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

120 F 9 N - internagdo cirdrgica 20.10.07  26.10.07 secr. de ferida operatdria meningeoma em placa
121 M 5 S - un. amb. protegido  23.10.07  26.10.07 hemocultura Hodking, febre, dor abdom.
122 M 2 S - convénios 22.10.07  26.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

123 M 2 S - convénios 22.10.07  26.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

124 F 5N -internagdo clinica ~ 22.10.07  26.10.07 ponta de cateter secrecdo

125 M zona 8 03.01.08  07.01.08 urina disdria e hematuria

127 M 12 S - bloco cirdrgico 26.10.07  29.10.07 urina-rim pionefrose

129 M 3 N - internagdo cirurgica 22.10.07  29.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

130 M 10 S - internagdo ped. 24.10.07  29.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

132 M zona 4 24.10.07  29.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

133 F 13 N - UTI pés cirurgia  24.10.07  29.10.07 aspirado traqueal secre¢do

134 F zona 4 24.10.07  29.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

135 M zona 4 24.10.07  29.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

136 M zona 12 25.10.07  29.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

137 M zona 12 25.10.07  29.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

138 M zona 12 25.10.07  29.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

140 M 13 N - UTI pés cirurgia ~ 25.10.07  29.10.07 hemocultura suspeita de mediastinite
141 M I N - sala procedimentos  25.10.07  29.10.07 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
142 M 13 N - UTT érea 1 25.10.07  29.10.07 aspirado traqueal infeccdo respiratdria?
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143 F zona 4 24.10.07  29.10.07 swab de orofaringe fibrose cistica

144 F zona 12 25.10.07  29.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

145 M zona 4 26.10.07  30.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

146 F 13 N - UTI 4rea 2 03.01.08  07.01.08 aspirado traqueal TX renal, choque séptico
147 F zona 4 26.10.07  30.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

148 M zona 4 26.10.07  30.10.07 swab de orofaringe fibrose cistica

149 M zona 4 26.10.07  30.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

150 F zona 12 25.10.07  30.10.07 swab de orofaringe fibrose cistica

151 M zona 12 25.10.07  30.10.07 swab de orofaringe fibrose cistica

152 M zona 4 26.10.07  31.10.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

153 F zona 4 26.10.07 31.10.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

154 M zona 17 29.10.07 01.11.07 secrecdo de cornea secregdo ocular

155 M 5 N - internagdo clinica  28.10.07 01.11.07 hemocultura dispnéia, infeccdo respiratdria
156 F zona 15 29.10.07 01.11.07 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
157 M 7 S - internacdo cirdrgica 28.10.07  01.11.07 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
158 M 10 S - internag@o ped. 23.10.07 05.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

159 F 2 S - convénios 01.11.07 05.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

161 F 3 N - internagdo cirurgica 01.11.07  05.11.07 abscesso pé abscesso

162 F 2 S - convénios 05.11.07  07.11.07 escarro por expectoragdio  paciente externo

163 F 6 N - internagdo clinica  31.10.07  05.11.07 secre¢do da mao infeccdo de pele

164 F 1 N - sala observagdo 30.10.07  05.11.07 escarro por cateter desconhecidas

165 F zona 4 31.10.07 05.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

166 M 10 N - UTI pediétrica 29.10.07  05.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

168 M 13N - UTT drea 1 01.11.07 05.11.07 aspirado traqueal febre

169 M 8 N - internacdo cirtrgica 30.10.07  05.11.07 Secr. de ferida operatéria  infeccdo de ferida operatdria
170 M 8 N - internacdo cirtrgica 30.10.07 05.11.07 fibrose quadril exirese

171 M 3 N - internagdo cirdrgica 27.10.07  05.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

172 M 10 S - internag@o ped. 01.11.07 05.11.07 abscesso de ouvido implante coclear

173 F 1 N - emergéncia 01.11.07  06.11.07 secre¢do conjuntival conjuntivite

174 M 1 N - emergéncia 01.11.07 06.11.07 secrecdo do quadril escaras infectadas

175 M 6 S - internacdo clinica 01.11.07  06.11.07 escarro por expectoragao desconhecidas

177 M 6 N - internagdo clinica  01.11.07  06.11.07 escarro por expectoragao febre

178 F 2 S - convénios 31.10.07 06.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

179 M UBS 11.10.07  07.11.07 urina desconhecidas

180 M 7 S - internacdo cirdrgica 03.11.07  07.11.07 ponta de cateter febre

181 M zona 4 04.01.08 07.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

183 M 8 N - internagdo cirdrgica 02.11.07  07.11.07 escarro por expectoragao pneumonia

184 F 1 N - emergéncia 31.10.07  08.11.07 urina desidratacdo

185 M 13 N - UTT drea 2 05.11.07 08.11.07 aspirado traqueal tuberculose, sepse respiratdria
186 F 3 N - internagdo cirdrgica 01.11.07  09.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

187 F zona 13 17.10.07  09.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

189 M 2 S - convénios 06.11.07  12.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

190 F 9 S - cuidados paliativos  07.11.07  12.11.07 hemocultura ca de mama metastatico
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191 M 10 S - internagdo ped. 08.11.07 12.11.07 secrecdo de pele infeccdo de ferida operatdria
192 M 1 N - sala observagdo 08.11.07 12.11.07 hemocultura febre

193 M 8 N - internagdo cirdrgica 08.11.07  12.11.07 hemocultura febre

194 M 1 N - sala observagdo 06.11.07  12.11.07 hemocultura broncopneumonia

195 F zona 13 07.11.07 12.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

196 M 6 S - internacdo clinica 06.11.07 12.11.07 escarro por expectoragao SIDA, febre, tosse

197 M zona 13 07.11.07 12.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

198 M 3 N - internagdo cirdrgica 29.10.07 12.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

199 F zona 16 24.09.07 12.11.07 urina ITU

201 M 8 S - internagdo cirdrgica 04.11.07 12.11.07 escarro por expectoragio  TX cardfaco

203 F zona 4 07.11.07 13.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

204 M 10 S - internagdo ped. 08.11.07 13.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

205 M 8 N - internagdo cirdrgica 10.11.07  13.11.07 secrecdo da coxa p6s operatdrio

206 M 10 S - internagdo ped. 09.10.07 13.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

207 F zona 4 09.11.07 13.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

208 M zona 4 09.11.07 13.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

209 F 1 S - ambulatério 16.11.07  19.11.07 lavado bronco alveolar opacidade hilar esquerda
210 F 7 N - internagdo clinica  15.11.07 19.11.07 escarro por expectoragao picos febris

211 M zona 4 16.11.07  19.11.07 swab de orofaringe suspeita de fibrose cistica
212 F 5 N - internagdo clinica  13.11.07 19.11.07 secr. de ferida operatdria melanoma, metdstase no jejuno
213 F zona 13 14.11.07 19.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

214 F 1 S - ambulatério 14.11.07  19.11.07 lavado bronco alveolar estenose

215 F 6 S - internagdo clinica 13.11.07 19.11.07 lavado bronco alveolar ca bronquioalveolar

216 M 1 N - procedimentos 12.11.07  19.11.07 secrecdo de orofaringe fibrose cistica

217 M 10 S - internagdo ped. 12.11.07  19.11.07 secrecdo de pele abscesso

218 M 5 N - internagdo clinica ~ 11.11.07  19.11.07 escarro por expectoragdo  febre, tosse

219 F 3 N - internagdo cirdrgica 13.11.07  19.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

220 M 6 N - internagdo clinica  16.11.07 19.11.07 fragmento bidpsia pé tec. necrético pds amputacio
221 M 8 N - internacdo cirtrgica 17.11.07  22.11.07 escarro por expectoragio  pneumonia nosocomial

222 F 10 N - UTI pediétrica 18.11.07  22.11.07 escarro por cateter desconhecidas

223 M 8 N - internagdo cirdrgica 19.11.07  22.11.07 escarro por expectoragao leucocitose no hemograma
224 M 3 N - internagdo cirurgica 16.11.07  22.11.07 escarro por expectoragao tosse e expectoracio purulenta
225 F 4 S - internacio clinica 18.11.07  23.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

226 M 1 N - consultérios 19.11.07  23.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

227 F 8 N - internagdo cirdrgica 19.11.07  23.11.07 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
228 M 6 S - internacdo clinica 15.10.07  23.11.07 escarro por expectoragao pneumonia nosocomial

229 M zona 13 29.09.07 23.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

230 F 1 N - consultérios 21.11.07  26.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

231 M zona 4 21.11.07 26.11.07 swab de orofaringe suspeita de fibrose cistica
232 M 3 L - internagdo ped. 23.11.07 26.11.07 hemocultura febre

233 M 2 S - convénios 21.11.07  26.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

234 M zona 4 21.11.07  26.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

235 M 7S -internacdo cirdrgica 21.11.07  26.11.07 liquido de ascite peritonite
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236 M 1 N - sala procedimentos 21.11.07  26.11.07 abscesso coxa abscesso

237 F zona 4 21.11.07  26.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

238 M zona 4 21.11.07  26.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

239 M zona 4 21.11.07  26.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

240 M 3 S - internagdo cirdrgica 21.11.07  26.11.07 abscesso pescogo abscesso

241 M 10 S - internagdo ped. 19.11.07  26.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

242 F zona 4 21.11.07  26.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

243 M 2 S - convénios 21.11.07  26.11.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

244 F zona 4 23.11.07  26.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

246 F 13 N - UTT 4rea 2 23.11.07 26.11.07 aspirado traqueal asma

247 M 12 S - bloco cirdrgico 23.11.07 26.11.07 pseudoaneurisma pseudoaneurisma infeccioso
248 M zona 4 23.11.07 26.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

249 M zona 4 23.11.07 26.11.07 swab de orofaringe fibrose cistica

250 M 8 N - internagdo cirdrgica 22.11.07  26.11.07 secre¢do de abdomen febre

251 M 3 N - internagdo cirtrgica 06.01.08  10.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

252 F 2 S - convénios 22.11.07 26.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

253 M 3 S - internacdo cirdrgica 08.01.08  10.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

255 F zona 4 21.11.07  26.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

256 M 6 N - internacdo clinica ~ 21.11.07  26.11.07 escarro por expectoragio ~ pneumonia

257 M zona 4 23.11.07  29.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

258 F 6 N - internacdo clinica ~ 24.11.07  29.11.07 escarro por expectoragdo  infecgdo respiratdria?
259 F 3 S - internacgdo cirdrgica 24.11.07  29.11.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

260 M 1 N - hospital dia 04.12.07  06.12.07 secre¢do controle

261 F 13N - UTT area 1 24.11.07 29.11.07 aspirado traqueal traqueostomia

262 M zona 16 24.07.07  29.11.07 urina prostatite

263 F 13 N - UTI 4rea 2 27.11.07  29.11.07 escarro por expectoracdo  protocolo doador de mo
264 M zona 4 30.11.07  03.12.07 swab de orofaringe fibrose cistica

265 M zona 13 28.11.07  03.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

267 F zona 4 30.11.07  03.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

268 F zona 4 30.11.07  03.12.07 swab de orofaringe suspeita de fibrose cistica
270 F zona 13 07.01.08 10.01.08 secrecdo de ulcera dlcera infectada

273 F 13N - UTT drea 1 26.11.07 03.12.07 aspirado traqueal febre

274 F 1 N - procedimentos 28.11.07  03.12.07 secrecdo de abscesso drenagem de abscesso
275 M zona 12 29.11.07 03.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

276 M zona 12 29.11.07 03.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

277 F zona 4 30.11.07  03.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

278 F 1 N - internacdo ped. 27.11.07 03.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

279 M 4S8 -internacdo clinica 26.11.07 03.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

280 F zona 4 28.11.07  03.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

282 F zona 13 21.11.07  03.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

283 F 13N - UTT area 1 29.11.07 03.12.07 aspirado traqueal febre

284 F 1L -zona 12 29.11.07  03.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

286 M 1L -zona 12 29.11.07  03.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

83



Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

N° Sexo Unidade de internacio Coleta Diagnéstico Material Informacoes clinicas
287 M 6 S - internacdo clinica 03.12.07  06.12.07 escarro por expectoragao SIDA com infec¢do
288 M 8 S - internagdo cirdrgica 01.12.07  03.12.07 hemocultura sepse?

289 M 6 N - internagdo clinica  01.12.07  03.12.07 escarro por expectoragao tosse e expectoracio purulenta
290 F zona 16 26.10.07 07.01.08 urina DM tipo I

291 M zona 4 30.11.07  03.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

292 F zona 19 04.12.07  10.12.07 abscesso septal abscesso

293 F 2 N — nefrologia 03.12.07 10.12.07 escarro por expectoragao escarro purulento

294 M 5N -internagdo clinica  06.12.07  10.12.07 abscesso de coxa abscesso

296 M zona 13 05.12.07 10.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

297 M zona 4 05.12.07  10.12.07 swab de orofaringe suspeita de fibrose cistica
298 M 8 N - internagdo cirdrgica 04.12.07  10.12.07 secre¢do de hematoma colegdo em pelve

299 M zona 4 05.12.07 10.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

300 F zona 4 05.12.07 10.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

301 M 1 N - procedimentos 05.12.07 10.12.07 lavado bronco alveolar hemoptise, good pasture
302 F 1 N — consultérios 05.12.07  10.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

303 F 9 N - internagdo cirurgica 05.12.07  10.12.07 urina febre

304 M 3 N - internagdo cirurgica 04.12.07  10.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

305 M 3 N - internagdo cirdrgica 06.01.08  08.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

306 F 4 S - internacdo clinica ~ 04.12.07  10.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

307 M zona 4 05.12.07 12.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

308 M 5 S - un. amb. protegido  07.12.07  12.12.07 hemocultura desconhecidas

310 F 7 N - internagdo clinica  08.12.07  12.12.07 hemocultura febre

311 M 8 N - internacdo cirtrgica 06.12.07  12.12.07 abscesso de coxa abscesso

312 F 13 N - UTT drea 2 06.12.07  12.12.07 escarro por expectoragao febre

314 M 10 S - internagdo ped. 05.01.08  07.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

315 F 10 N - UTI pediétrica 10.12.07  17.12.07 hemocultura sepse

316 F 4 S - internagdo clinica 11.12.07  17.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

317 M 1 N — consultérios 12.12.07 17.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

319 M 8 N - internacdo cirtrgica 11.12.07 17.12.07 ponta de cateter desconhecidas

320 F 12 S - bloco cirdrgico 12.12.07  17.12.07 urina desconhecidas

321 F 13 N - UTT drea 2 12.12.07 17.12.07 escarro por expectoragao pesquisa de Acineto
322 F zona 13 13.12.07 17.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

323 M 13 N - UTT drea 2 13.12.07 17.12.07 secrecdo da cav. abdom. pus na cavidade abdom.
324 F 2 S — convénios 13.12.07 17.12.07 swab de orofaringe fibrose cistica

326 M zona 17 13.12.07 17.12.07 secregdo ocular secregdo ocular

327 M 4 S - internacio clinica 14.12.07 17.12.07 lavado bronco alveolar demeéncia, tuberculose?
328 F 6 N - internagdo clinica  14.12.07 17.12.07 hemocultura controle

329 F 2 S — convénios 14.12.07  17.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

331 F 7 N - internagdo clinica  14.12.07 17.12.07 escarro por expectoragao p6s operatério de lobectomia
332 M zona 4 14.12.07  17.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

333 F zona 4 14.12.07 17.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

334 F 10 S - internagdo ped. 13.12.07 17.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

335 F 10 N - UTI pediétrica 12.12.07  17.12.07 escarro por expectoracdo  fibrose cistica
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336 F 6 N - internagdo clinica  14.12.07  21.12.07 ponta de cateter desconhecidas

337 M 13 N - UTI édrea 1 07.01.08  10.01.08 aspirado traqueal dispnéia, IR aguda

338 F zona 13 21.11.07  21.12.07 escarro por expectoragio fibrose cistica

339 M 13 N - UTI érea 1 16.12.07  21.12.07 hemocultura SIRS x sepse

340 M zona 13 09.01.08 12.01.08 escarro por expectoragao DPOC infectado

341 F 13 N - UTT 4rea 2 17.12.07  21.12.07 hemocultura infeccdo cutinea?

342 M 9 N - internagdo cirurgica 16.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

343 M 10 N - UTI pediétrica 17.12.07  21.12.07 escarro por expectoracdo  disfuncdo respiratdria

344 M 6 S - internacdo clinica 17.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao bep?

345 F 7 S - internacdo cirdrgica 17.12.07  21.12.07 secrecdo do nariz fibrose cistica

346 M 3 N - internagdo cirdrgica 17.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

347 M 4 S - internacdo clinica 18.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

348 F 13N - UTT area 1 18.12.07  21.12.07 aspirado traqueal febre

349 M zona 4 19.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

350 F zona 4 19.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

351 M 8 S - internagdo cirdrgica 20.12.07  21.12.07 secrecdo de abscesso abscesso

352 M zona 12 20.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

353 M 9 N - internagdo cirdrgica 19.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao tosse e expectoracio purulenta
354 M zona 4 09.01.08 12.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

355 F 1 N - consultérios 17.12.07  21.12.07 hemocultura desconhecidas

356 F 13 N - UTI 4rea 2 17.12.07  21.12.07 hemocultura sepse abdom.

357 M 8 N - internagdo cirdrgica 18.12.07  21.12.07 liquido de derrame pleural histéria de tuberculose pleural
358 M zona 4 19.12.07  21.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

360 M 4 S - internacio clinica 18.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

361 F zona 12 18.12.07  21.12.07 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

362 M zona 4 09.01.08 12.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

364 M 13N - UTI pés cirurgia  19.12.07  21.12.07 escarro por cateter infarto agudo do miocardio
365 M 13 N - UTT érea 1 21.12.07  24.12.07 hemocultura febre

366 M zona 4 19.12.07  21.12.07 swab de orofaringe fibrose cistica

367 M zona 4 19.12.07  21.12.07 escarro por expectoragao fibrose cistica

369 M 6 S - internacdo clinica 20.12.07 24.12.07 hemocultura febre

370 F 13N - UTT drea 1 21.12.07 24.12.07 aspirado traqueal sepse

371 F 8 N - internagdo cirdrgica 24.12.07  28.12.07 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
372 F 13 N - UTI pés cirurgia ~ 24.12.07  28.12.07 aspirado traqueal sepse

3714 M 13 N - UTT drea 2 25.12.07  29.12.07 aspirado traqueal sepse

376 F 1 N - procedimentos 27.12.07 02.01.08 swab de orofaringe fibrose cistica

377 F 9 N - internagdo cirurgica 28.12.07 02.01.08 secr. de ferida operatdria infeccdo de ferida operatdria
3718 M 12 S - bloco cirtdrgico 28.12.07  02.01.08 secrec¢do de protese infeccdo de prétese vascular
3830 M zona 4 26.12.07 02.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

3831 M 11 N - UTT neonatal 28.12.07  02.01.08 secrecao de abdomen onfalite

382 M 13 N - UTI pés cirurgia  18.12.07  02.01.08 escarro por expectoragao infarto agudo do miocardio
383 M 13 N - UTI 4rea 2 26.12.07 02.01.08 aspirado traqueal sepse

384 M zona 4 09.01.08 12.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

N° Sexo Unidade de internacdo Coleta Diagnéstico Material Informacoes clinicas
385 M 13 N - UTI pés cirurgia ~ 25.12.07  02.01.08 escarro por expectoragao Bcep hospitalar

386 M 8 N - internacdo cirdrgica 27.12.07 02.01.08 secr. de ferida operatdria infec¢@o de ferida operatéria
387 M zona 4 28.12.07 02.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

388 M 9 N - internagdo cirdrgica 27.12.07  02.01.08 urina pré-operatério

390 M 8 N - internacdo cirdrgica 26.12.07 02.01.08 secre¢do pleural empiema tuberculoso

391 M 3 S - internagdo cirdrgica 08.01.08  11.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

392 F 12 S - bloco cirdrgico 25.12.07 02.01.08 hemocultura doador

393 F 10 S - internagdo ped. 29.12.07  04.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

394 F 12 S - bloco cirdrgico 30.12.07 04.01.08 secrecdo de pele desconhecidas

395 M 3 N - internagdo cirdrgica 30.12.07  04.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

396 M 13N - UTT drea 1 31.12.07 04.01.08 aspirado traqueal sepse

397 F 13 N - UTT drea 2 31.12.07 04.01.08 aspirado traqueal febre

398 M 2 S - convénios 31.12.07 04.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

399 M 13 N - UTT drea 2 31.12.07 04.01.08 aspirado traqueal desconhecidas

400 F 1 N - consultérios 30.12.07 04.01.08 escarro por expectoragao secre¢do respiratdria

401 F zona 4 09.01.08  12.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

402 M 4 S - internacio clinica 09.01.08 12.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

403 F 10 N - UTI pediétrica 10.01.08  13.01.08 escarro por expectoragao fibrose cistica

404 M 1 S - ambulatério 11.01.08  14.01.08 lavado bronco alveolar lesdo de lobo

405 M 1 N - consultérios 11.01.08 14.01.08 hemocultura febre, SIDA

406 M 13N -UTI érea 1 09.01.08 12.01.08 hemocultura desconhecidas

407 F 8 S - internagdo cirdrgica 09.01.08  12.01.08 hemocultura febre

408 M 8 S - internagdo cirdrgica 08.01.08 11.01.08 secr. de ferida operatdria infec¢@o de ferida operatéria
409 M zona 4 09.01.08 12.01.08 swab de orofaringe suspeita de fibrose cistica
410 M 1 N - procedimentos 10.01.07  13.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

411 M zona 4 11.01.08  14.01.08 escarro por expectoragdo  fibrose cistica

Abreviacdes: AVC = acidente vascular cerebral; DM = diabetes melitus; DPOC = doenca pulmonar

obstrutiva cronica; IC = ictericia obstrutiva; IR = infec¢do respiratdria; ITU = infec¢do do trato urindrio;

SIDA = sindrome da imunodeficiéncia adquirida; SIRS = sindrome da resposta inflamatéria sist€émica; VM =

ventilacdo mecanica.

* os ndmeros de casos ausentes sdo de pacientes repetidos e foram excluidos do estudo.

" as informacdes clinicas destes pacientes ndo eram conhecidas no momento da revisio de prontudrio para

coleta de dados para o estudo.

¢ todos pacientes portadores de Fibrose Cistica foram considerados como pacientes associados aos cuidados

hospitalares, uma vez que a condicdo clinica destes requer hospitalizacdes frequentes.
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

17 Anexo 7

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

a

Tabela II. Tabela perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos (S. aureus)®.

Antibiograma

CLI LEVO CLOR OXA DOXI RIFA ERI SUT GEN VAN

NO

10
13
14
15
16
17
18
19
20
22
24
25

26
27
28

29

30
31

32
33

34
35

36
37
38
39
41
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma

ERI SUT GEN VAN

RIFA

OXA DOXI

CLI LEVO CLOR

NO

42

44
45

46

47

48

49

51

52
53
55
57
58
59

60
61

62
64

65

66
67

68

69

70
71

72
73

74
75

76
77
78

79

80
81

82
83

84
86
87
89
91

92
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma

ERI SUT GEN VAN

RIFA

OXA DOXI

CLI LEVO CLOR

NO

93

94
95

96
97

98

99
100

101

102

104
105

106

107

108

109

110
111

112
113

114
115

116

117

118

120
121

122
123

124
125

127

129

130

132

133

134

135

136

137

138

140
141
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma

ERI SUT GEN VAN

RIFA

OXA DOXI

N° CLI LEVO CLOR

142
143

144
145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

161

162
163

164
165

166

168

169

170

171

172
173

174

175

177

178

179

180
181

183

184
185

186

187

189
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma

ERI SUT GEN VAN

RIFA

OXA DOXI

N° CLI LEVO CLOR

190
191

192
193

194
195

196

197

198

199
201
203

204
205

206
207
208
209

210

211

212
213

214
215

216
217
218
219

220
221

222
223

224
225

226
227
228
229

230
231

232
233

234
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma

ERI SUT GEN VAN

RIFA

OXA DOXI

CLI LEVO CLOR

NO

235

236
237
238

239

240
241

242
243

244
246
247
248
249

250
251

252
253

255

256
257

258

259

260
261

262
263

264
265
267
268

270
273

274
275

276
277
278

279

280
282
283

284
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma

ERI SUT GEN VAN

RIFA

OXA DOXI

CLI LEVO CLOR

N°
286
287
288
289

290
291

292
293

294
296
297
298
299

300
301

302
303

304
305

306
307
308

310
311

312
314
315

316
317
319

320
321

322
323

324
326
327
328
329
331

332
333

334
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma

ERI SUT GEN VAN

RIFA

OXA DOXI

CLI LEVO CLOR

NO

335

336
337
338
339

340
341

342
343

344
345

346
347
348
349

350
351

352
353

354
355

356
357
358

360
361

362
364
365

366
367
369

370
371

372

374
376
377
378

380
381

382
383
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Antibiograma
N° CLI LEVO CLOR OXA DOXI RIFA ERI SUT GEN VAN
384 R S R R S S R R R S
385 R R S R S S R S R S
386 R S S R S S R S R S
387 S S R S S S S S S S
388 S S S S S S S S S S
390 R R R R I R R R R S
391 S S S S S S S S S S
392 S S S S S S S S S S
393 S S S S S S R S S S
394 S S S S S S S S S S
395 R S R R S R R R R S
396 R R S R R R R R R S
397 R R R R R S R R R S
398 S S S S S S S S S S
399 R R S R S R R R R S
400 R R R R S S R R R S
401 S S S S S S S S S S
402 R S S R S R R R S S
403 S S S S S S S S S S
404 S S S S S S S S S S
405 S S S S S S S S S S
406 R R S R I R R R R S
407 S S S S S S S S S S
408 R R S R I R R R R S
409 S S S S S S S S S S
410 R R S R R S R R R S
411 R I S R R R R R R S

Abreviacdes: CLI = clindamicina; CLOR = cloranfenicol; DOXI = doxiciclina; ERI = eritromicina; GEN =
gentamicina; LEVO = levofloxacin; OXA = oxacilina (cefoxitina); RIFA = rifampicina; SUT =

sulfametoxazol/trimetoprim; VAN = vancomicina

* 0s ndmeros de casos ausentes sdo de pacientes repetidos e foram excluidos do estudo.

95



Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.
Anexo 18

Tipagem SCCmec e mecA

Tabela III. Resultados da prevaléncia do gene mecA e da tipagem do SCCmec®.

Niimero mecA  Tipagem SCCmec | Niimero mecA  Tipagem SCCmec
1 pos I 44 neg -
2 pos I 45 pos I
3 pos I 46 pos I
4 neg - 47 neg -
5 pos I 48 neg -
6 neg - 49 pos NT
7 pos I 51 neg -
8 neg - 52 neg -
9 neg - 53 pos I
10 neg - 55 neg -
13 pos I 57 neg -
14 pos I 58 neg -
15 pos ITelll 59 neg -
16 neg - 60 pos NT
17 pos I 61 pos I
18 pos I 62 pos I
19 pos I 64 neg -

20 neg - 65 pos I
22 neg - 66 neg -
24 neg - 67 neg -
25 pos I 68 pos I
26 neg - 69 neg -
27 pos I 70 neg -
28 pos I 71 neg -
29 pos I 72 pos I
30 neg - 73 pos I
31 pos I 74 neg -
32 pos 1 75 pos 1
33 neg - 76 pos I
34 neg - 77 neg -
35 pos I 78 pos I
36 neg - 79 neg -
37 pos I 80 neg -
38 neg - 81 neg -
39 pos 1 82 neg -
41 neg - &3 pos I
42 neg - 84 neg -
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Niimero mecA  Tipagem SCCmec | Niimero mecA  Tipagem SCCmec
86 pos I 137 neg -
87 neg - 138 neg -
89 pos I 140 pos NT
91 neg - 141 neg -
92 pos I 142 pos I
93 pos At 143 neg -
94 pos I 144 neg -
95 pos I 145 neg -
96 neg - 146 pos I
97 neg - 147 neg -
98 pos I 148 neg -
99 pos I 149 neg -
100 neg - 150 neg -
101 neg - 151 neg -
102 pos I 152 neg -
104 pos I 153 neg -
105 neg - 154 neg -
106 neg - 155 neg -
107 pos I 156 neg -
108 pos I 157 neg -
109 neg - 158 pos I
110 pos I 159 neg -
111 pos I 161 neg -
112 neg - 162 neg -
113 neg - 163 neg -
114 pos I 164 neg -
115 pos I 165 neg -
116 pos I 166 neg -
117 pos I 168 pos I
118 neg - 169 pos I
120 neg - 170 pos I
121 neg - 171 neg -
122 neg - 172 neg -
123 pos I 173 neg -
124 neg - 174 neg -
125 neg - 175 pos 1
127 pos I 177 pos I
129 pos I 178 neg -
130 pos I 179 neg -
132 neg - 180 pos 1
133 neg - 181 neg -
134 neg - 183 neg -
135 neg - 184 pos I
136 neg - 185 pos I
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Niimero mecA  Tipagem SCCmec | Niimero mecA  Tipagem SCCmec
186 pos I 232 neg -
187 neg - 233 neg -
189 neg - 234 neg -
190 neg - 235 neg -
191 neg - 236 neg -
192 neg - 237 neg -
193 pos I 238 neg -
194 neg - 239 neg -
195 neg - 240 neg -
196 pos I 241 pos I
197 neg - 242 neg -
198 pos I 243 neg -
199 neg - 244 neg -
201 pos I 246 neg -
203 neg - 247 pos NT
204 pos I 248 neg -
205 pos I 249 neg -
206 pos I 250 neg -
207 neg - 251 pos I
208 neg - 252 neg -
209 neg - 253 neg -
210 pos I 255 neg -
211 neg - 256 pos I
212 neg - 257 neg -
213 neg - 258 pos I
214 neg - 259 neg -
215 neg - 260 neg -
216 neg - 261 pos I
217 neg - 262 neg -
218 neg - 263 neg -
219 pos I 264 neg -
220 neg - 265 neg -
221 pos I 267 neg -
222 neg - 268 neg -
223 pos NT 270 neg -
224 neg - 273 neg -
225 neg - 274 neg -
226 pos I 275 pos I
227 neg - 276 neg -
228 pos 1 277 neg -
229 pos 1 278 neg -
230 neg - 279 pos I
231 neg - 280 pos I
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Niimero mecA  Tipagem SCCmec | Niimero mecA Tipagem SCCmec
282 pos I 333 pos I
283 pos I 334 neg -
284 neg - 335 neg -
286 pos I 336 pos I
287 pos I 337 pos I
288 pos I 338 neg -
289 pos I 339 neg -
290 neg - 340 pos I
291 neg - 341 neg -
292 neg - 342 neg -
293 neg - 343 neg -
294 neg - 344 pos I
296 neg - 345 pos 11
297 neg - 346 pos I
298 neg - 347 pos I
299 neg - 348 pos I
300 neg - 349 neg -
301 neg - 350 neg -
302 neg - 351 neg -
303 neg - 352 neg -
304 pos I 353 neg -
305 pos I 354 neg -
306 pos I 355 neg -
307 neg - 356 pos I
308 pos At 357 pos I
310 neg - 358 neg -
311 neg - 360 pos I
312 pos At 361 neg -
314 pos I 362 neg -
315 neg - 364 pos At
316 pos 365 neg -
317 pos I 366 neg -
319 pos I 367 neg -
320 pos I 369 pos I
321 pos I 370 pos I
322 neg - 371 pos I
323 pos NT 372 neg -
324 neg - 374 pos At
326 neg - 376 neg -
327 neg - 377 neg -
328 pos At 378 neg -
329 neg - 380 pos I
331 neg - 381 neg -
332 pos 1 382 pos I
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Distribui¢do dos SCCmec tipos I, II, Il e IV em MRSA.

Niimero mecA  Tipagem SCCmec
383 pos Telll
384 pos I
385 pos I
386 pos I
387 neg -
388 neg -
390 pos I
391 neg -
392 neg -
393 neg -
394 neg -
395 pos m
396 pos m
397 pos I
398 neg -
399 pos I
400 pos NT
401 neg -
402 pos I
403 neg -
404 neg -
405 neg -
406 pos I
407 neg -
408 pos I
409 neg -
410 pos I
411 pos 1

Abreviacdes: neg = negativo; pos = positivo; NT = ndo-tipavel; At = atipico.

* os nimeros de casos ausentes sdo de pacientes repetidos e foram excluidos do estudo.
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