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RESUMO

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo bactérias gram-
positivas e um dos patdgenos hospitalares mais importantes devido a sua
multirresisténcia a diversos antimicrobianos. A capacidade de causar
infeccdes estd intimamente ligada com a expressdo de genes de viruléncia
que codificam moléculas associadas a colonizagdo, dano tecidual as células
do hospedeiro e formacdo de biofilme. No Estado de Santa Catarina, apenas
um estudo publicado ndo randomizado de caracterizagcdo de amostras de
MRSA foi encontrado e nele houve apenas tipagem molecular parcial, sem
investigar caracteristicas de viruléncia (Silveira et al, 2015) também
reportou uma baixa prevaléncia (2-8%) de MRSA isolados em Santa
Catarina em comparacdo a outras regiGes do Brasil e de outros paises da
América Latina. Entretanto, sugere-se que os MRSA circulantes em SC séo
altamente patogénicos, uma vez que foram associados predominantemente a
infecces clinicas graves em pacientes. Como o equilibrio entre o fitness e o
potencial de viruléncia parece ser de grande importancia na dindmica de
prevaléncia de linhagens de MRSA, levando ao sucesso de algumas cepas
em detrimento de outras, o presente estudo sugeriu a hipdtese de que os
MRSA circulantes em Santa Catarina (MRSA-SC) apresentam um custo
biolégico maior em comparagdo a outras cepas. Para investigar essa
hipotese, foram realizados experimentos de tipagem molecular (tipagem
SCCmec e MLST) e deteccdo de genes de viruléncia. Estas caracteristicas
foram comparadas com outras cepas de MRSA isoladas em outros paises,
atraves de andlises in silico. As 55 amostras de MRSA isoladas em diversos
hospitais de Santa Catarina foram caracterizadas molecularmente, havendo
maior incidéncia dos SCCmec de tipo Il com 49,09% (27/55), e tipo IV 24
(43,60%). Foi verificada a presenca de dois genes de viruléncia, leucocidina
DE e leucocidina de Panton-Valentine, com 90,74% (49/55) e 23.63%
(13/55) das amostras carreando esses genes, respectivamente. O MLST de
uma amostra clinica foi realizado, indicando a linhagem ST105-SCCmec Il,
que é geneticamente relacionada ao clone NY/J, pertencente a linhagem
ST5-SCCmecll. Acerca de nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho a
relatar o MLST e genes de viruléncia de amostras de MRSA-SC. E possivel
observar que as amostras MRSA-SC parecem estar seguindo, pelo menos
em parte, a tendéncia brasileira quanto as tipagens realizadas e genes de
viruléncia analisados. Entretanto mais estudos sdo necessarios para um
melhor entendimento da baixa incidéncia e alta viruléncia de MRSA em
Santa Catarina.

Palavras chave: Staphylococcus aureus; MRSA,; viruléncia; tipagem
molecular.



ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are gram-positive
bacteria and one of the most important hospital pathogens due to their
multiresistance to various antimicrobials. The ability to cause infection
is closely linked with the expression of virulence genes encoding
molecules associated with colonization, tissue damage to host cells, and
biofilm formation. In the State of Santa Catarina, only one published
non-randomized characterization study of MRSA samples was found
and only partial molecular typing was performed, without investigating
virulence characteristics (Silveira et al, 2015). It also reported a low
prevalence (2-8%) of MRSA isolated in Santa Catarina compared to
other regions of Brazil and other Latin American countries. However, it
is suggested that circulating MRSA in SC are highly pathogenic, since
they were predominantly associated with severe clinical infections in
patients. As the balance between fitness and virulence potential seems to
be of great importance in the dynamics of MRSA strains prevalence,
leading to the success of some strains over others, the present study
suggested the hypothesis that circulating MRSA in Santa Catarina
(MRSA-SC) have a higher biological cost compared to other strains. To
assess this hypothesis, molecular typing experiments (SCCmec and
MLST typing) and detection of virulence genes were performed. These
characteristics were compared with other strains of MRSA isolated in
other countries through in silico analyzes. 55 samples of MRSA isolated
from several hospitals in Santa Catarina were molecularly characterized,
with a higher incidence of SCCmec type Il with 49.09% (27/55) and 24
(43.60%) type IV. The presence of two virulence genes was verified,
DE leukocidin and Panton-Valentine leukocidin, with 90.74% (49/55)
and 23.63% (13/55) of the samples bearing these genes, respectively.
The MLST of a clinical sample was performed, indicating the ST105-
SCCmec Il lineage, which is genetically related to the NY / J clone,
belonging to the ST5-SCCmecll lineage. To our knowledge, this is the
first study to report the MLST and virulence genes from MRSA-SC
isolates. It is possible to observe that the MRSA-SC isolates seem to be
following, at least in part, the Brazilian tendency regarding molecular
typing and virulence genes analyzed. However, more studies are needed
to better understand the low incidence and high virulence of MRSA in
Santa Catarina.

Keywords: Staphylococcus aureus; MRSA, virulence; molecular
typing;



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
ATCC- Colecdo americana de culturas-tipo (do inglés: American Type
Culture Collection)
CA-MRSA- Staphylococcus aureus resistentes & Meticilina adquiridos na
comunidade (do inglés: community acquired- Methicilin-resistant
Staphylococcus aureus
CC- Complexo clonal (do ingles: clonal complex)
FbBP- Proteina ligante de fibrinogénio (do inglés: fibrinogen-binding
protein)
FnBP- Proteina ligante de fibronectina (do inglés: fibronectin-binding
protein)
HA-MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina adquiridos em
hospital (do  inglés:  hospital acquired- Methicilin-resistant
Staphylococcus aureus)
Luk- Leucocidina (do inglés: Leukocidin)
MLST- Tipagem de sequéncias multiloco (do inglés: Multilocus sequence
typing)
MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina (do inglés:
Methicilin-resistant Staphylococcus aureus)
MSSA- Staphylococcus aureus sensiveis a Meticilina (do inglés:
Methicilin-susceptible Staphylococcus aureus)
NT- Néo tipavel
OSPC- Clone Oceania Sudoeste do Pacifico (do inglés: Oceania
Southwest Pacific Clone)
PBP2a- Proteina ligante de Penicilina 2a ( do inglés: Penicilin-binding
protein 2a)
PCR- Reacdo em cadeia da Polimerase (do inglés: Polymerase chain
reaction)
PFGE- Eletroforese em gel submetido a campos elétricos alternados (do
inglés: Pulsed-Field Gel Electrophoresis)
PVL- Leucocidina de Panton-Valentine (do inglés: Panton-Valentine
Leukocidin)
SCCmec- Cassete cromossdmico estafilococico mec (do inglés:
Staphylococcal cassette chromosome mec)
SE- Enterotoxinas estafilocdcicas (do inglés: Staphylococcal enterotoxins)
ST- sequéncia tipo ( do ingles: sequence typing)
TSST-1- Toxina da sindrome do choque tdxico-1 (do inglés: Toxic shock
syndrome toxin-1)
VRSA- Staphylococcus aureus resistentes a Vancomicina (do
inglés:Vancomicin-resistant S. aureus)
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1. INTRODUCAO

1.1 O GENERO Staphylococcus E A ESPECIE Staphylococcus
aureus

O género Staphylococcus é composto por bactérias Gram-
positivas em forma de cocos que apresentam um arranjo semelhante a
cachos de uva quando observados em microscopio éptico a partir de
esfregago corado, caracteristica que nominou o grupo. Além disso,
estes microrganismos sdo imoveis, anaerdbios facultativos, catalase
positivos, capazes de crescer em variagdes de temperatura de 18° a
40°C e em concentragdes de até 10% de cloreto de s6dio (MURRAY;
ROSENTHAL,; PFALLER, 2009). Os Staphylococcus spp. fazem parte
da microbiota anfibidntica da pele e membranas mucosas de humanos e
outros animais. Algumas espécies podem ser encontradas em elevadas
concentragcBes em humanos, colonizando as axilas, mucosas nasais,
perineo, e em menores quantidades na orofaringe, boca, vagina, trato
intestinal e glandulas mamarias (OTTO, 2010). Cerca de 40 espécies
compdem o género, podendo estas serem classificadas de acordo com a
producdo da enzima coagulase em Staphylococcus coagulase positiva
ou negativa. Entre as espécies coagulase negativa de importancia
médica podemos citar o Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus
e Staphylococcus lugdunensis como exemplos mais marcantes. A
bactéria coagulase positiva de maior destaque clinicopara humanos é o
Staphylococcus aureus subespécie aureus, mais conhecida como
Staphylococcus aureus (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).
Os S. aureus colonizam a cavidade nasal de cerca de 30% da
populagdo humana (TONG et al., 2015), porém sdo também
reconhecidos como importantes patégenos, podendo causar desde
infeccOes de pele e tecidos moles relativamente benignas (como
furunculose, impetigo e foliculite) até infeccdes mais invasivas como
bacteremias, pneumonias, osteomielite e endocardite (TONG et al.,
2015).0s S. aureus estdo associados tanto a infeccdes relacionadas a
assisténcia a salde (IRAS) como a infeccBes comunitarias, que
acometem individuos saudaveis da comunidade, sem fatores de risco
classicos para aquisicdo de infeccdes nosocomiais (SADA; FUKUDA,;
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ISHIMARU,2017).

1.2 PATOGENICIDADE DOS S. aureus

A patogénese dos S. aureus tem uma caracteristica multifatorial e
esta, em parte, relacionada a um conjunto de fatores de viruléncia que
sdo produzidos e que sdo importantes para a colonizacdo bacteriana,
evasdo ao sistema imune e dano tecidual ao hospedeiro, bem como
para formac&do de biofilme. Dois grupos de fatores de viruléncia podem
ser destacados nestas bactérias: (i) as proteinas de superficie, ancoradas
a parede celular e associadas principalmente a colonizacéo bacteriana e
(if)as exoproteinas, secretadas para 0 meio extracelular e associadas
principalmente a dano as células do hospedeiro. Entre as proteinas de
superficie destacamos as proteinas ligantes de fibronectina
(fibronectin-binding proteins; FnBPs) e a proteina ligante de
fibrinogénio (fibrinogen-binding protein; FbBPs), que estdo associadas
a aderéncia, sendo a FnBP associada a formacédo de biofilme e invasao
em diversas cepas; a proteina A (Spa), responsavel por causar
inflamac&o e impedir a opsonofagocitose (FOSTER et al., 2014); SasX
que participa na adesdo as células epiteliais e também na agregacao de
bactérias para formacdo de biofilme (LI et al., 2012) e SasG
colaborando na adesdo ao epitélio escamoso e formacéo de biofilme
(GEOGHEGAN et al., 2010). Entre as exoproteinas, destacamos: a
leucocidina de Panton-Valentine (PVL), citolisina de dois
componentes, codificada pelos genes lukF-PV e lukS-PV e que causa
lise de leucécitos por formacao de poros na membrana; as Hemolisinas
como a Alpha-hemolisina, que também é uma formadora de poros,
porém atua em outras células do sistema imune como linfocitos e
macréfagos (WATKINS; DAVID; SALATA, 2012). Dentro das
exoproteinas destacamos ainda as enterotoxinas estafilocdccicas (SE)
que sdo classificadas de SEA até SEU de acordo com a variacdo
antigénica (SERGELIDIS; ANGELIDIS, 2017). Normalmente
associadas a intoxicacdo alimentar (sindrome emética), podem também
causar febre alta, producédo de citocinas e proliferacdo de linfocitos T,
além de serem resistentes ao calor e & maioria das enzimas
proteoliticas. Foi mostrado que algumas SE estdo relacionadas,
juntamente com a toxina da sindrome do choque téxico-1 (Toxic shock
syndrome toxin-1, TSST-1), com a sindrome do choque toxico,
atuando como superantigenos e estimulando liberagcdo de fatores de
necrose tumoral (THOMAS et al.,2007).

S. aureus é a causa mais comum de infeccGes relacionadas a
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dispositivos médicos implantados, tais como cateteres vesicais e
endovenosos e proteses cardiacas e ortopédicas. Estas infecgdes sao
decorrentes da formacdo de um biofilme bacteriano nestes
dispositivos (FOSTER et al., 2014). O processo de formagdo de
biofilme se inicia com a adesdo de células bacterianas na superficie do
dispositivo, através de proteinas como as FnbPs, seguido de uma fase
de proliferacéo bacteriana, formando uma massa de células, que pode
conter também proteinas da matriz extracelular e até mesmo DNA
extracelular; um periodo de maturacdo e de éxodo. O desprendimento
de algumas células bacterianas do biofilme que podem iniciar um
foco infeccioso em outros locais (FIGUEIREDO et al., 2017).

Além dos fatores de viruléncia ja citados que contribuem para
a formacdo de biofilme, outras moléculas podem participar do
processo, tais como o Fator clumping B (CIfB), importante para a
formagdo de biofilme em ambientes com pouco célcio (ABRAHAM;
JEFFERSON, 2012). Essas infeccBes sdo geralmente dificeis de
serem tratadas, fazendo com que o dispositivo implantado tenha que
ser comumente removido, aumentando a morbidade e mortalidade dos
pacientes (JACQUELINE; CAILLON, 2014). A dificuldade em tratar
infeccdes relacionadas a formacdo de biofilme estd relacionada a
propriedades de barreira da propria matriz do biofilme, que dificultam
a difusdo de antimicrobianos bem como de células e fatores
imunolégicos; também a ocorréncia de células metabolicamente
“dormentes” que tem reduzida susceptibilidade a drogas e aos fatores
do sistema imune hospedeiro. Recentemente, foram identificadas
subpopulacdes bacterianas (por volta de 1% da populacéo), chamadas
de persisters, altamente resistentes a antimicrobianos gracas a
mutacBes genéticas que afetam uma série de fungdes biol6gicas
(FIGUEIREDO et al.,2017).

Todos esses fatores de viruléncia sdo regulados por uma
complexa rede de regulacdo génica em S. aureus. Um dos sistemas
regulatérios mais conhecidos é o quorum sensing agr (acessory gene
regulator). O lécus agr é um sistema de dois componentes, que
contém como molécula efetora da regulacdo o RNAIII, que regula
negativamente a expressdo de proteinas de superficie (como a
proteina A e FnBP) e promove uma regulagdo positiva de
exoproteinas (como a Alfa hemolisina e leucotoxinas) (GOMES-
FERNANDES et al., 2017). Além desse, existem outros sistemas de
regulacdo, e quase todos interagem ativando ou inibindo uns aos
outros e a atividade de cada sistema € um fator importante para o
fendtipo de viruléncia da linhagem de S. aureus observada (PRIEST
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etal., 2012).

Acredita-se que o grande numero de fatores de viruléncia
produzidos pelos S. aureus e a regulagdo global de tais produtos
sejam  responsdveis pela extraordiniria  capacidade  destes
microrganismos de adaptacdo aos diferentes nichos do hospedeiro e
ainda pela modulacéo da patogenicidade bacteriana, tornando assim
esses microrganismos extremamente versateis como agentes de
diversas doengas hospitalares ou comunitarias (FIGUEIREDO,;
FERREIRA, 2014).

1.3 Staphylococcus aureus RESISTENTES A METICILINA
(MRSA)

Historicamente, no inicio dos anos 40 a maioria das infec¢Oes
sanguineas causadas por S. aureus eram letais (SKINNER; KEEFER,
1941). Mesmo apds a introducdo da penicilina em 1941 como
tratamento clinico, surgiram cepas resistentes a este antibiético
(RAMMELKAMP; MAXON, 1942). Na década de 60, por volta de
80% das amostras clinicas de S. aureus eram resistentes a penicilina, ja
que produziam enzimas beta-lactamases, que degradam o anel beta-
lactamico deste antimicrobiano (JESSEN et al., 1969).A necessidade de
novas drogas para o tratamento das infec¢des estafilocdcicas levou a
criacdo de penicilinas semissintéticas como a Meticilina e a Oxacilina,
que possuem um anel beta-lactamico resistente a acdo das beta-
lactamases. Porém, um ano apo6s a introducdo destas drogas na clinica
(1961) ja foram reportadas amostras resistentes (JEVONS, 1961). Estas
amostras resistentes as novas penicilinas foram chamadas de
Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina (MRSA; do inglés:
Methicillin-resistant S. aureus). Nos anos 70 foi estimado que entre as
amostras de S. aureus isoladas em hospitais, apenas 2% eram MRSA.
Nas décadas seguintes foi observada uma répida difusdo mundial de
cepas resistentes e nos anos 2000, cerca de 60% dos S. aureus isolados
de hospitais de diversos paises eram resistentes a Meticilina (NNIS
2004). Hoje a porcentagem de MRSA no mundo é bem variavel e pode
chegar até 50% em paises em desenvolvimento como a india (CENTER
FOR DISEASE DYNAMICS ECONOMICS & POLICY, 2015). No
Brasil ndo hd dados epidemioldgicos recentes sobre a incidéncia de
MRSA, porém estima-se que esta taxa esteja em torno de 60% (ROSSI,
2011). Infecgdes relacionadas a assisténcia a salde causadas por MRSA
tem maior taxa de mortalidade e tempo de internacdo prolongado
quando comparado infeccdes por S. aureus sensiveis a Meticilina
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(MSSA; do inglés Methicillin-susceptible S. aureus) (GANGA et
al.,2009).

A resisténcia dos MRSA ocorreu devido a aquisicdo do
cassete cromossémico estafilococico mec (SCCmec). O SCCmec é um
elemento genético movel adquirido e integrado ao cromossomo dos
MRSA. Essa grande sequéncia de DNA exdgeno (20-67kb) contém o
gene mecA (que confere a caracteristica de resisténcia & maioria dos
beta-lactamicos), além de seus reguladores mecRI e mecl. O SCCmec
também carreia o chamado complexo gene ccr, o qual codifica
recombinases responsaveis pela mobilidade. Além disso, outros
elementos genéticos mdveis também podem estar presentes, como
elementos de inser¢do, plasmidios e transposons. Pode-se observar
também a presenca de outros genes de resisténcia a antimicrobianos,
além do mecA, sendo por isso considerado o SCCmec uma ilha de
resisténcia a antimicrobianos (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). O
gene mecA codifica para uma nova transpeptidase com baixa
afinidade de ligacdo aos antibidticos beta-lactamicos, denominada
Penicilin-binding protein 2a ou 2° (PBP2a ou PBP2"), permitindo que
a sintese da parede celular bacteriana continue sendo realizada mesmo
na presenca de beta-lactimicos (que blogueiam as PBPs normais)
(FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). Até o momento, ja& foram
descritos onze elementos SCCmec distintos entre si, cada qual
carreando uma combinacéo caracteristica dos complexos de genes
ccr e mec e do repertério de determinantes de resisténcia
(FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). Ja foi reportado que fatores de
viruléncia associados ao tipo de SCCmec influenciam na bacteremia
por MRSA, por exemplo isolados SCCmec Il sdo geralmente
associados a altos indices de mortalidade e tem menor sensibilidade a
antimicrobianos que cepas de SCCmec tipo IV (GANGA et al., 2009).
Os tipos mais comuns de SCCmec do Brasil estdo representados na
figura 1. Além da resisténcia a drogas relacionadas a aquisicdo do
SCCmec, é comum que grande parte das cepas adquiram genes de
resisténcia adicionais por transferéncia horizontal de genes, tornando
0s MRSA resistentes a outras classes de antimicrobianos além dos
beta-lactdmicos, como por exemplo resisténcia a tetraciclinas,
cloranfenicol e clindamicinas. Esta caracteristica confere a certas
cepas multirresistentes a denominagdo de “superbactérias” (FOSTER,
2004). A emergéncia e a ampla disseminacdo de amostras
multirresistentes de S. aureus sdo provavelmente reflexos da evolugéo
bacteriana acelerada, resultante da pressdo seletiva decorrente da
imensa quantidade de agentes antimicrobianos aplicados
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mundialmente (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014).
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Figura 1- Representacdo dos principais tipos de SCCmec.
Adaptado de IWG-SCC (2009).

Uma caracteristica marcante entre 0s MRSA é sua natureza clonal.
Em diversos paises do mundo, amostras de MRSA geneticamente
semelhantes ou mesmo iguais (mesmo tipo clonal) quanto ao padrdo de
PFGE (do inglés: Pulsed-Field Gel Electrophoresis; SANCHES et al.,
1995); MLST (do inglés: Multilocus sequence typing; ENRIGHT et al.,
2000), tipo de ilha SCCmec e de polimorfismos dos genes que
codificam para a proteina A (spa) (HARMSEN et al., 2003) tém sido
detectadas como agentes etioldgicos de infeccBes que ocorrem em
regides separadas por distancias, muitas vezes, intercontinentais
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(FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). Atualmente, os diferentes clones
de MRSA associados a infecgdes sdo classificados principalmente de
acordo com os complexos clonais (CC), sequence typing (ST) e com 0
tipo de SCCmec. A tipagem do SCCmec normalmente é feita através
de multiplex PCR (Reagdo em cadeia da Polimerase; do inglés
Polymerase chain reaction) (BOYE et al., 2007). Os CC séo obtidos a
partir do ST da amostra, que é determinado através da metodologia de

tipagem molecular

MLST. Esta metodologia é baseada no

sequenciamento de sete genes conservados bacterianos , 0s quais sao
comparados de acordo com variagdes sequenciais no banco de dados
do MLST de S. aureus (http://saureus.mist.net/), originando o ST
correspondente, que é agrupado em grandes CCs (FIGUEIREDO;
FERREIRA, 2014). Mundialmente, os clones hospitalares mais
frequentes sdo o CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45 tendo maior
prevaléncia CC5 e CC8. No Brasil, hd maior ocorréncia do CC5 e
CC8, mais especificamente ST1, ST5 e ST239 (FIGUEIREDO;
FERREIRA, 2014). Os principais clones de MRSA, linhagens e sua
distribuicdo geografica estdo listados no Quadrol.

Quadro 1- Principais clones e linhagens de MRSA e sua

distribuicdo global.

CcC Linhagem Clone Distribuigio geografica
CCs . ] Australia, Canada, Europa, Japio, América
ST5-8CCmec 11 USA100, NY/Japan do Sul. Coréia do Sul EUA
ST5-SCCmecTy | USA800. pacdiaric, Europa, Amética do Sul, EUA
USAZ00-related
ST5-SCCmecl UK-EMRSA-3 Asia, Europa, Africa do Sul , América do Sul
ST228-SCCmec1 Italian/Southern German Europa
CCs STE-SCCmec IV | USAS00, UK-EMRSA-2/6 Australia, Canada, Europa, EUA
STE-SCCmec IV USA300 Asia__ Australia, Euvropa, EUA
ST247-SCCmec1 Iberian, UK-EMRSA-5 Europa e EUA
ST239-SCComec I Brazi]ian-‘Hung.arian Russian- Asia__ Austré]ia__']:'.m'opa__ﬂ';ﬁ'ica do Sul,
variant América do Sul
ST612-SCCmec IV - Anstralia_ Afiica do Sul
CC22 | ST22-SCCmecIV UK-EMRSA-15 Australia_ Asia__ Canada, Europa
CC30 | ST36-SCCmecIV | USA200, UK-EMESA-16 Australia, Canada, Reino Unido, EUA
ST36-SCCmec I - Asia, Australia, Europa, Africa do Sul
ST30-SCCmec IV USA100, OSPC América do Sul, EUA
CC45 | ST45-SCCmec IV USA600, Berlin Europa, EUA

Fonte: Adaptado de Figueiredo e Ferreira (2014). Notas:CC- Complexo Clonal
SCCmec- Cassete Cromossdmico Estafilocécico ST- Sequéncia tipo (do inglés:
“Sequence typing”
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Atualmente o antimicrobiano mais utilizado no combate de
infeccBes graves pelos MRSA multirresistentes € a vancomicina,
porém isolados resistentes (VRSA; do inglés: Vancomicin-resistant S.
aureus) ja foram reportados em varias regides do globo, inclusive no
Brasil (ROSSI et al., 2014), tornando o tratamento das infec¢fes
estafilococicas preocupante. Em 2014, foi estimado pelo CDC que o
nimero de infecgbes invasivas causadas pelos MRSA seria de
aproximadamente 72.000 por ano nos Estados Unidos, com cerca de
9.000 mortes reportadas (JOHNSON et al., 2014). Porém, estima-se
gue a incidéncia de MRSA em paises em desenvolvimento seja mais
elevada quando comparada aos paises desenvolvidos (JONES et al.,
2013). Embora no Brasil raros estudos tenham reportado o impacto
real dos MRSA nas infecgdes, um estudo de Gales e colaboradores
(2009) com amostras clinicas coletadas em diversos estados
brasileiros classificou os S. aureus com o agente mais incidente em
bacteremias e infeccdes de pele e tecidos moles hospitalares e o
segundo agente etiol6gico entre as pneumonias nosocomiais (GALES
et al., 2009). Estes dados reforcam a importancia destes
microrganismos como um grave problema de salde publica.

Em Santa Catarina, estudos envolvendo amostras MRSA séo
ainda mais escassos, tendo sido encontrado somente um trabalho
publicado (SILVEIRA et al., 2015b). Neste estudo, através de analise
ndo randomizada, Silveira e colaboradores (2015) apontaram que a
incidéncia de MRSA no estado de Santa Catarina parece ser
extremamente baixa quando comparada com as taxas encontradas em
outras regides do Brasil, incluindo outros Estados da regido Sul
(PEREZ; D’AZEVEDO, 2008; ROSSI, 2011; SILVEIRA et al,
2015a). Surpreendentemente, este grupo de pesquisa apresentou
indices de MRSA em Floriandpolis e Blumenau comparaveis com as
taxas encontradas em paises da Escandinavia (WHO, 2015), em torno
de 2-8% entre todos os S. aureus (Silveira et al, 2015). A baixa
incidéncia de MRSA nestes paises é justificada pela existéncia de
politicas publicas efetivas que atuam no controle da disseminacgdo das
infeccdes microbianas. Porém, no Brasil, estes tipos de politicas
pablicas ainda ndo sdo amplamente praticados (GERSCHMAN,
2008). O avanco de técnicas terapéuticas e diagnosticas, as
caracteristicas intrinsecas dos pacientes (extremos de idade,
imunocomprometimento ou doengas de base), além do grande nimero
de componentes de viruléncia desses microrganismos, sdo fatores
importantes que levaram o0 MRSA a ser um dos principais patégenos
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em incidéncia e gravidade nas IRAS no Brasil e em diversos paises do
mundo (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). Em contrapartida, em
Santa Catarina, a causa da baixa incidéncia de MRSA circulantes
ainda precisa ser estabelecida. Adicionalmente, Silveira et al (2015b)
reportaram que 70,2% das infecgdes associadas as amostras de MRSA
circulantes em Santa Catarina (MRSA-SC) foram invasivas, incluindo
infeccBes no trato respiratorio inferior, osteomielite e bacteremias,
sugerindo um alto potencial patogénico entre as amostras.

2. JUSTIFICATIVA

O ponto de partida do estudo se baseia inicialmente em dados
de Silveira e colaboradores (2015b). Apesar de ser um estudo nao
randomizado, é o Unico publicado sobre caracterizagdo de MRSA em
Santa Catarina, acerca de nosso conhecimento. Neste trabalho foi
observada uma baixa incidéncia destas amostras com relagdo a outros
estados brasileiros (PEREZ;D’AZEVEDO, 2008; ROSSI, 2011;
SILVEIRA et al., 2015a). Por outro lado,

Silveira e colaboradores (2015) observaram que 70,2% das amostras
MRSA coletadas em Floriandpolis e Blumenau estavam relacionadas
a infecgdes invasivas e graves (37,1% associadas a infec¢des no trato
respiratorio inferior, 19,4% de osteomielite e 13,7% a partir de
bacteremia), sugerindo um alto potencial patogénico. Outro dado
relevante deste estudo foi a tipagem de 54% das amostras de MRSA-
SC como SCCmeclll. Este tipo de cassete cromossomico
estafilococico mec (SCCmec) €, quando comparado aos demais tipos
de SCCmec descritos, 0 maior em tamanho, carreando diversos genes
adicionais a bactéria (inclusive associados a resisténcia bacteriana),
além do gene mecA (ITO et al., 2009). Amostras de MRSA
geneticamente relacionadas a esta linhagem (caracterizadas como
ST239-SCCmeclll) ja foram detectadas em hospitais do Rio de
Janeiro e, apesar de ndo ser a linhagem predominante nos Gltimos
anos na regido, foi reportado que estas cepas apresentam comumente
caracteristicas de multipla resisténcia a drogas (AMARAL et al.,
2005; ROZENBAUM et al., 2009) e habilidade aumentada para
produzir biofilme e aderir e invadir células epiteliais brénquicas
humanas (AMARAL et al., 2005). A partir destes dados, a hipdtese do
estudo é a de que os MRSA-SC expressam um maior nimero de
fatores de viruléncia que impactam negativamente o fitness
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(capacidade de adaptacdo ou custo bioldgico) do patégeno. Como ndo
h& nenhum dado relacionado a biologia de amostras MRSA isoladas
em Santa Catarina, inicialmente, o estudo investigou alguns fatores
bioldgicos que podem estar envolvidos na baixa prevaléncia e alta
patogenicidade dos MRSA-SC. Estes dados contribuirdo para ampliar
os dados epidemioldgicos sobre MRSA em Santa Catarina e
compreender um pouco da viruléncia das amostras do Estado,
auxiliando no futuro controle e tratamento das infecces.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente amostras de Staphylococcus aureus
resistentes a Meticilina (MRSA) isoladas de pacientes hospitalizados
no Estado de Santa Catarina (MRSA-SC).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a tipagem molecular de amostras clinicas de MRSA,
através da tipagem SCCmec;

e Realizar a tipagem molecular de uma amostra clinica MRSA,
através da tipagem MLST;

e Detectar por PCR (reagdo em cadeia da polimerase; do
inglés: Polymerase chain reaction) a presenca dos genes
lukDE e IukSPVL e lukFPVL nas amostras.

e Analisar genes de viruléncia in silico presentes em genomas
completamente sequenciados de outras cepas de MRSA
isoladas em diversas regides do mundo, utilizando a
ferramenta online VirulenceFinder.

e Analisar genes de resisténcia in silico presentes em genomas
completamente sequenciados de outras cepas de MRSA
isoladas em diversas regides do mundo, utilizando a
ferramenta online ResistenceFinder.

e Comparar os dados do perfil de viruléncia e resisténcia da
analise in silico para com as amostras MRSA-SC para
predicdo de outras caracteristicas de viruléncia e de
sensibilidade aos antimicrobianos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 COLETA DE AMOSTRAS E CEPAS CONTROLE

As amostras clinicas de MRSA foram obtidas a partir de
pacientes atendidos no Hospital Universitario Professor Polydoro
Ernani de S&o Thiago (HU/UFSC) em Floriandpolis e do Laboratério
Central de Salde Publica de Santa Catarina (LACEN/SC), que recebe
amostras clinicas MRSA de pacientes oriundos de diversos hospitais
do Estado. As amostras foram coletadas durante o periodo de
Dezembro de 2016 até Outubro de 2017, totalizando 55 amostras de
diversos sitios clinicos e setores dentro do hospital. 21 (38,18%)
destas eram amostras relacionadas a infecgBes de pele e tecidos moles
(Pé diabético, secrecdo de ferida, abcesso, swab de lesédo ulcerada), 16
(29,09%) foram coletadas de infeccbes de corrente sanguinea, 12
(21,81%) amostras foram coletadas de secrecfes do trato respiratorio
(Secrecdo traqueal, aspirado traqueal, swab nasal), 3 (5,45%)
osteomielites, 1 (1,81%) coletada de tecido nervoso, 1 (1,81%) de
secrecdo ocular e 1 (1,81%) coletada da urina. A coleta dos espécimes
clinicos foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC)
sob ndmero 53562716.4.0000.0121, em colaboracdo com a Prof?
Thais Sincero. As cepas MRSA que foram utilizadas como controles
experimentais sdo USA300 (ST8-SCCmec 1V), USA400 (ST1-
SCCmec 1V), EMRSA 15 (ST22-SCCmec 1V), EMRSA 16 (ST36-
SCCmec 1V), New York/Japan (ST5-SCCmec II), Pediatric (ST5-
SCCmec IV) e foram doadas pela Prof® Thais Sincero (UFSC) e
BMB9393 (ST239-SCCmec Ill) doada pela Prof* Agnes Marie Sa
Figueiredo (UFRJ).

4.2 CONFIRMAGAO DA IDENTIFICACAO

As amostras coletadas ja previamente identificadas como
MRSA pelos hospitais tiveram a identificagdo confirmada no
laboratério. As amostras recebidas foram semeadas em meio seletivo
e diferencial Agar manitol salgado (Kasvi®), que identifica
presuntivamente amostras de S. aureus (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2009). Em seguida, realizamos o teste de deteccdo da
coagulase, coletando 2 col6nias amarelas isoladas em manitol salgado
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e em seguida inoculando no meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB;
Kasvi®), com agitacdo (200rpm) & 37°C por 20h e adicionando plasma
de coelho (Laborclin) (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009)
na proporcdol:4. Apos incubacdo em banho-maria & 37°C por no
maximo 24h, analisando o tubo de hora em hora nas primeiras 4h, as
amostras que formaram um codgulo visivel foram consideradas
positivas. Também foi feita a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para 0s genes mecA, para confirma¢do como MRSA e rrnal6S para
confirmacéo como S. aureus. Os iniciadores utilizados estdo listados
na tabela 2 (GUIMARAES et al., 2015).

O DNA para as reagfes foi extraido das amostras com o
método de lise térmica adaptado de Pacheco et al (1997). As amostras
foram crescidas em meio Tryptic Soy Agar (TSA) em estufa a 37°C
por 20h, 2 coldnias isoladas da placa foram transferidas para uma
solucdo de 1ml de TE (solu¢cdo com TRIS 1M e EDTA 0,5M que
solubiliza o material genético e protege de degradacdo, na
concentracdo de 1:10) em um microtubo de 2ml. Apds isso foram
feitas duas centrifugacdes (14.000rpm por 2min) e lavagens com TE e
fervura a 100°C por 10 min das amostras. Apds isso foi feita mais
uma centrifugacdo, o sobrenadante da solugdo foi coletado e
armazenado a -20°C para ser usado nas reagdes.

Para o volume de 25pL de reacdo foram utilizados Tampéo
5x Gotaq Flexi (Promega®), 200uM de cada ANTP (Promega®), 1U
de DNA polimerase GoTaq (Promega®), 1,0uM de MgCl2, 0,01uM
de cada iniciador e 2uL de DNA. O termociclador utilizado para as
reacoes foi SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher
Cientific®). As condi¢fes de reacdo de PCR foram as seguintes:
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos comecando com
desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, seguido de 30 segundos a 55°C
para que ocorra a hibridacéo dos iniciadores e 1 minuto e 30 segundos
a 72°C para extensdo da fita; Por fim, 72°C por 4 minutos para
extensdo final. A cepa ATCC 25923, que é uma MSSA, foi usada
como controle positivo para rrnal6S e controle negativo para o gene
mecA. A amostra USA300 foi usada como controle positivo do gene
mecA. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1,0% com voltagem de 100V e amperagem de 400A
durante 30 minutos. O marcador de tamanho molecular utilizado foi o
modelo K9-1000L com 1kb (Kasvi®).
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4.3.1 TIPAGEM SCCmec

A tipagem SCCmec dos tipos | ao V(engloba os mais comuns
no Brasil que sdo I, HI, IV) foi feita com o uso de PCR multiplex
com quatro pares de iniciadores de acordo como descrito por Boye e
colaboradores em 2007 e que estdo listados na tabela 2. Os DNAs
bacterianos foram obtidos de acordo com o protocolo descrito no item
4.2.

A PCR teve um volume final de 25pL e foi realizada segundo
protocolos descritos por Boye et al (2007), com 5x Gotaq Flexi buffer
(Promega®), 2001 M de cada dNTP, 1U de GoTaq DNA polymerase
(Promega®), 1,514 M de MgCI2 e 50-300ng de DNA. Os iniciadores
com as seguintes concentracGes: o e B 0,2 M cada; ccrCF e ccrCR
0,25y M cada; 1272F1 e 1272R1 0,08y M cada e 5RmecA e 5R431
0,14 M cada. A sequéncia de cada iniciador consta na tabela 2. O
tipo de SCCmec foi determinado pelo padrdo de bandas observado em
eletroforese em gel de agarose 1,0% nas mesmas condicGes citadas no
item 4.2. A interpretacdo das bandas foi feita conforme Boye et al
(2007). As cepas OSPC (SCCmec 1V), BMB9393 (SCCmec IlI) e
New York/Japan (SCCmecll) foram utilizadas como controles
positivos de cada tipo e a cepa ATCC25923 como controle negativo.

4.3.2 MLST

Para realizar o MLST da amostra clinica escolhida como
representante do SCCmec Il e PVL negativa, foi utilizado um protocolo
de extracio de DNA com NaCl adaptado (ABRAO et al., 2005), que
resulta em um DNA de melhor qualidade. A amostra foi crescida em
meio de cultura TSA e incubada em estufa a 37°C por 20h, apds isso
foram coletadas 5 col6nias e dissolvidas em uma solu¢do com Tampao
de lise TES (composto por Tris-HCI 1M pH8,0; EDTA 0,5M pH8,0; e
SDS 20%). A solucéo é fervida por 10 min e adicionamos proteinase K
para a lise da parede. Apds isso, NaCl 6M é adicionado e a solucdo
centrifugada com 14,000rpm por 2 min, o sobrenadante resultante é
transferido a um novo tubo e sdo feitas lavagens com etanol absoluto.
Uma dltima centrifugacdo com 14,000rpm por 5 min é feita, o
sobrenadante é descartado e 0 sedimento ressuspenso em H,O MiliQ.

A PCR teve um volume final de 50ul utilizando 5x Gotaq
Flexi buffer (Promega®), 200 M de cada dNTP, 1U de GoTag DNA
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polymerase (Promega®), 1,0uM de MgClI2, 0,01uM de cada iniciador
e 50-100ng de DNA. Os 7 “housekeeping genes” que foram
amplificados séo: carbamato quiinase (arcC), chiquimato
desidrogenase (aroE), glicerol quinase (glpF), guanilato quinase
(gmk), fosfato acetiltransferase (pta), triosephosphate isomerase (tpi)
e acetil coenzima A acetiltransferase (ygiL). As sequéncias dos
iniciadores e os respectivos amplicons estdo na tabela 2. Os produtos
das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%,
com voltagem de 100V, amperagem de 400A por 30 minutos para
verificagdo do sucesso da amplificagdo. Apos isso, o DNA
amplificado foi purificado utilizando o kit illustra™ GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Life Sciences®). A
quantificacdo dos produtos de PCR apds a purificacdo foi feita por
eletroforese em gel de agarose 1% com os parametros ja citados
anteriormente e utilizando o marcador de tamanho molecular K9-
1000L com 1kb (Kasvi®) para comparagao.

Apds adequacdo da quantidade de DNA baseada na quantificacao
feita, as amostras foram enviadas para sequenciamento pela empresa
Myleus Biotecnologia. Apds recebimento do sequenciamento, foi feito o
upload das sequencias no banco de dados de S. aureus do site do MLST
(http://saureus.mist.net/) que encontrou por similaridade de bases qual
alelo correspondia a cada gene de nossa amostra. Cada alelo tem um
namero e a sequéncia desses nimeros que vai indicar o ST.

4.4 DETECCAO DOS GENES DE VIRULENCIA

Para deteccdo dos genes de viruléncia foram realizadas PCRs a partir
do DNA das amostras clinicas extraido como descrito no item 4.2 para
PVL (lukSPvL e lukFpPvL) e leucocidina LukDE (lukDE). Os
iniciadores e temperaturas de anelamento que serdo usados estdo
listados na tabela 2. Para o volume de 25 p | de reagdo foram
utilizados 5x Gotaq Flexi buffer (Promega®), 200uM de cada dNTP,
1Ude GoTag DNA polymerase (Promega®), 1,0uM de MgCI2,
0,01uM de cada iniciador e 50-300ng de DNA. O programa de reacao
sera 0 mesmo utilizado por Guimardes e colaboradores (2015). O
produto da PCR sera analisado por eletroforese em gel de agarose
1,0%, como citado no item 4.2. A cepa controle positivo para PVL foi
OSPC e controle positivo para LUkDE foi a cepa USA400.
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Temperatura

Técnica Gene Iniciador Sequencia For w’a rd/Reverse de anelamento Amplicon Referéncia
(5 '3) (DC) (pb)
MECA | CCAGATTACAACTTCACCA Guimaraes
mecA
GG 55 162 et. al.
MECA | CCACTTCATATCTTGTAAC (2015)
P7 G
Identificagdo rmal6SF | AGAGATAGAGCCTTCCCCT
T Ferreira et.
fal6s | 1ma16SR | TTAACCCAACATCTCACGA > 8 al. (2013)
CA
NewPVL- | ATCATTAGGTAAAATGTCT o
lukSPVL | 1 GGACATGATCCA 5 433 GU'{na:aeS
et. al.
IUKFPVL | NewPVL- | GCATCAAGTGTATTGGATA (2015)
o 2 GCAAAAGC
Viruléncia
LUKDE- | CCATCGTTTATCACTACACT
1 AT Guimarées
IKE-IUkD |\ )k DE. | CATAGTCAACAACATTTAC 55 601 1 ¢t al.(2015)
2 AGC
B ATTGCCTTGATAATAGCCT
TCT Boye et. al.
CerAZ-B | 3 TAAAGGCATCAATGCACAA % 937 (2007)
ACACT
ccrCF CGTCTATTACAAGATGTTA
AGGATAAT Boye et. al.
«rC | aCR | CCTTTATAGACTGGATTATT % 518 (2007)
SCCmec CAAAATAT
1272F1 | GCCACTCATAACATATGGA
Is1o72 | 1272R1 | A 55 ns | Boyeetal
CATCCGAGTGAAACCCAAA (2007)
5RmecA | TATACCAAACCCGACAACT
mecA- AC 55 359 Boye et. al.
IS431 | 5R431 CGGCTACAGTGATAACATC (2007)

C
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Iniciador | Sequéncia Forward/Reverse Temperatura Amplicon
Técnica Gene (5-3") de anelamento (Sb) Referéncia
(°C)
arcC-Up | TTGATTCACCAGCGCGTAT Enright et. al.
arc TGTC 55 456 (2000)
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAG
CG
aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCAC Enright et. al.
ATTC (2000)
0E | JoE-Dn | GGTGTTGTATTAATAACGA » 456
TATC
glpF-Up | CTAGGAACTGCAATCTTAA Enright et. al.
TCC (2000)
9IPF | GipF-Dn | TGGTAAAATCGCATGTCCA % 465
ATTC
gmk-Up | ATCGTTTTATCGGGACCAT Enright et. al.
c (2000)
MLST 9K | omk-Dn | TCATTAACTACAACGTAAT % 429
CGTA
pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTG Enright et. al.
AAGG (2000)
PR | taDn | GACCCTTTTGTTGAAAAGC 55 ara
TTAA
tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGT Enright et. al.
. GAA (2000)
W |pion | TTTGCACCTTCTAACAATTG % 402
TAC
ygiL-Up | CAGCATACAGGACACCTAT Enright et. al.
) TGGC (2000)
yaib 1 ygiL-Dn | CGTTGAGGAATCGATACTG % 516
GAAC

Fonte: o Autor (2018)
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4.5 COMPARACAO IN SILICO DOS PERFIS DE
VIRULENCIA E RESISTENCIA

Apds a deteccdo dos genes de viruléncia das amostras MRSA-SC
realizada através de PCR, foi feita uma busca por genomas representativos
dos principais clones completamente sequenciados de MRSA clinicos
isolados no Brasil e em outros paises no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/154), de forma a
compararmos a presenca dos genes detectados in vitro nas nossas amostras
com as varias cepas incidentes em diversas regides. Para analise dos genes
de viruléncia nestes genomas, realizamos uma andlise in silico do viruloma
bacteriano (conjunto de genes de viruléncia), utilizando as ferramentas
online VirulenceFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/) e
ResFinder  (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/). Foi feito o
download dos arquivos dos genomas e posterior upload nas duas
plataformas citadas. O site realizou uma comparacdo com 0s genes de
viruléncia e resisténcia registrados no banco de dados e forneceu um perfil
de quais desses genes estdo presentes em cada genoma que foi enviado.

5. RESULTADOS

5.1 CONFIRMAGCAO DA IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGAO
MOLECULAR DAS AMOSTRAS MRSA-SC

Das 55 amostras coletadas durante o estudo, todas foram
confirmadas como MRSA, sendo positivas no crescimento em manitol,
teste da coagulase e PCR para 0s genes mecA e rrnal6S. 52 amostras
foram tipadas de acordo com seu SCCmec, por PCR multiplex, havendo
maior incidéncia dos SCCmec tipo Il com 27 amostras (49,09%), 24
(43,60%) sdo do tipo IV, uma (1,81%) foi tipada como SCCmec | e 3
(5,45%) ndo puderam ser tipadas pela metodologia utilizada. Entre as
amostras de infeccdo de pele ou tecidos moles, 12 (60%) carreavam
SCCmec 1V, 6 (30%) SCCmec II, 1 (5%) SCCmec | e 1 (5%) nédo foi
tipada. Dos isolados de infeccGes de corrente sanguinea 9 (56,25%)
carreavam SCCmec tipo I, 6 (37,5%) carreavam o tipo IV e uma
(6,25%) nao foi tipada. Nas originadas de secrecdes do trato respiratorio
inferior, 6 (54,54%) foram tipadas como SCCmec Il e 5 (45,45%)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/154
https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
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SCCmec 1IV. Das osteomielites 2 (66,66%) eram SCCmec Il e uma

(33,33%) ndo foi tipavel. A amostra de tecido nervoso e a de secrecdo
ocular carreavam SCCmec de tipo Il, enquanto que a de urina carreva
tipo IV. Mais de 50% das amostras SCCmec IV foram isoladas de
infeccdes de pele e entre as infecgdes invasivas a maioria foi SCCmec II.
O resultado estéa apresentado na tabela 3 e figura 1.

1000pb
750pb
500pb

Figura 2- Gel de agarose 1% representativo da tipagem SCCmec.
A coluna 1 contém o marcador de peso molecular de 50pb (Ludwig®),
colunas 2 a 6 contém bandas das amostras clinicas 17032, 17033,
17034(todas SCCmec I, 937pb), 17035 (SCCmec 1V, 937 e 415pb) e
17007, coluna 7 contétm o controle positivo OSPC (SCCmec V).
Interpretacdo conforme Boye et al (2007).

5.2- MLST

Foi realizado o MLST da amostra clinica 16007 representativa
de SCCmec tipo Il, PVL negativa e obtivemos o seguinte perfil alélico 1-
4-1-4-12-1-28 indicando ST105, um clone ja detectado no Brasil e que é
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relacionado geneticamente ao clone New York/Japan(linhagem ST5-
SCCmecll) (DABUL; CAMARGO, 2014). O resultado da PCR para os 7
genes esta representado na figura 1.

1500pb
1000pb
750pb

450pb

250pb

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 1%%, mostrando o0s
produtos das PCRs dos 7 “housekeeping genes” da amostra clinica 16007
representativa escolhida. A coluna 1 contém o marcador de peso
molecular de 1kb (Kasvi®) , colunas 2-8 contém bandas para 0s genes:
pta (474pb), glpF (465pb), yqil (516pb), tpi (402pb), gmk (429pb), arcC
(456pb) e aroE (456pb), respectivamente.
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Quadro 3—- Amostras de MRSA de Santa Catarina (Continua)

Tipo
rRNA de
Ano  Amostra  Sitioclinico Origem  16S  mecA Coagulase Sccmec PVL IukDE

Secrecdo de

2017 17003 . HU + + + | - +
Ferida
2016 16001 Secregdo HU + " . I A
Traqueal
2016 16006 Sangue HU + + + 1 -
2016 16007 Sangue HU + + + 1 -
2016 16009 Escarro LACEN + + + 1 - +
Secrecdo de
2016 16011 ferida LACEN + + + I - +
operatoria
Secrecdo de
2016 16012 membro LACEN + + + 1 - +
inferior
2016 16013 Sangue LACEN + + + 1 - +
2016 16014  ragmento | AceN ¥ I -4
6sseo
2017 17001 Sangue HU + + + 1 - +
2017 17006 SLUrEGA0 | AcEN 4 " " -+
ocular
2017 17007 SISO aceny 4 + -+
de pele
2017 17011 Bidpsiado | rcEN 4 + + I - +
térax
2017 17012 LVA LACEN + + + I - +
2017 17013 Sangue LACEN + + + I - +

Secrecdo de
2017 17014 ferida LACEN + + + 1 - +
operatoria
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Quadro 3 — Amostras de MRSA de Santa Catarina(Continua)

Tipo
rRNA de
Ano Amostra Sitioclinico Origem  16S  mecA Coagulase Sccmec PVL IukDE

Secrecdo de

2017 17015 ; LACEN  + + + I ; +
lesdo
2017 17018 AsPirado ey + + 1 ; +
traqueal
2017 17019  'ag-Tecido o aopn + + I ; +
0SSe0
Swab de
2017 17021 estroma LACEN + + + I - +
traqueal
2017 17024 Sangue LACEN + + + 1 - +
2017 17026  SSCTeGA0  AcEN + " I S 4
traqueal
2017 17028 Sangue LACEN + + + 1 -
2017 17031 Sangue LACEN + + + 1 -
2017 17032 Aspirado ey + 4 I A
traqueal
2017 17033 Tecido ) pcEN 4 + " I S s
nervoso
Segmento de
2017 17034 tondso  LACEN  + + + I . +
2017 17039 Hemocultura HU + + + | - +
2017 17011  Biopsiado - nepn + + 1 - +
torax
2017 17012 LVA LACEN  + + + I ; +
2016 16003  Secrecdo HU + + " v -+
Traqueal
2016 16004 Ferida HU + + 4 v o+ 4+

Operatdria
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Quadro 3 — Amostras de MRSA de Santa Catarina(Continua)

Tipo
rRNA de
Ano Amostra Sitioclinico  Origem  16S  mecA Coagulase Sccmec PVL lukDE

Secrecdo de

2016 16005 Ferida Sacral HU + + + v - +
2016 16008  Secregdode + ' ' VAR
Ferida
2016 16010  MA9-re0. | AcEN 4 + + v + +
perianal
2017 17002 Abscesso HU + + + v + +
2017 17004 Urina HU + + + AV - +
2017 17005 Impetigo HU + + + v +
2017 17008 Sangue LACEN + + + v +
2017 17010  S°CTEG0 ) AcEN 4 ¥ ¥ v o- o+
nasofaringea
2017 17016 ~ °OTGA0 | ACEN  + ¥ ¥ Voo -
Traqueal
2017 17017 SOG40 | ACEN 4 + + IV - -
Traqueal
2017 17020 swab nasal LACEN + + + v - +
2017 17023 Abscesso LACEN + + + v + -
Swab de lesdo
2017 17025 ~ulceradaem - ooy ¥ ¥ v oo+
regido parietal
esquerda
2017 17027 ~Abscessode ey " ¥ v+ 4
pé direito
Lesdo de
2017 17029 Glcerando LACEN + + + v + +
ulcerada

2017 17030 Sangue LACEN + + + v - -
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Quadro 3 — Amostras de MRSA de Santa Catarina(Continuac¢ao)

Tipo
rRNA de
Ano Amostra Sitioclinico Origem  16S mecA Coagulase Sccmec PVL IlukDE
2017 17035 Sangue HU + + + v + +
2017 17036 Abscesso HU + + + v + +
2017 17037 Hemocultura HU + + + AV + +
2017 17038 Hemocultura HU + + + v - +
2017 17040 Abscesso HU + + + v +
2017 17041 Hemocultura HU + + + AV +
2016 16002 Pé Diabético HU + + + nt - +
2017 17009 Sangue LACEN + + + nt - -
Fragmento
2017 17022 0sseo de LACEN + + + nt - -
fémur

Fonte: o Autor (2018)

5.3- GENES DE VIRULENCIA

Entre as amostras estudadas, 49 (90,74%) carreavam o0 gene
para a leucocidina LUKDE, sendo 20 (95,23%) dos isolados de
infeccbes de pele e tecidos moles, 14 (87,5%) das infecgdes
sanguineas, 10 (83,33%) das amostras coletadas de secre¢des do trato
respiratorio, 2 (66,66%) de osteomielite, 1 (100%) de urina, 1(100%)
de tecido nervoso e 1 (100%) de secrecéo ocular.

Das 13 (23.63%) amostras que carreavam O gene para a
leucocidina  Panton-Valentine, todas foram SCCmec IV e
correspondendo a 54,16% das amostras desse tipo. Nove (69,23%)
destas foram isoladas de infeccbes de pele e tecidos moles,
correspondendo a 42,85% de todas as infeccdes desse tipo, quatro
(30,76%) foram coletadas do sangue do paciente, sendo 25% do total
de infec¢des sanguineas.



35

1500ph

1000ph
750pb

450pb
250pb

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 1%, exemplificando
produtos de PCR para o gene da PVL (433pb). Coluna 1 contém o
marcador de peso molecular de 1kb (Kasvi®) , coluna 2 a cepa
controle positivo OSPC, colunas 3 e 4, amostras clinicas negativa
16003 e positiva 16004 para o gene, respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1500pb

1000pb
750pb

450pb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1%, exemplificando
produtos de PCR para o gene IukDE (601pb). Coluna 1 contém o
marcador de peso molecular de 1kb (Kasvi®), coluna 2 contém a cepa
controle positivo USA400, colunas 3 a 12 sdo de cepas clinicas
positivas para a presenca do gene. Dessas amostras, as colunas 3 a 8
correspondem as amostras 16009 a 160014 e as colunas 9-12, as
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amostras 17001 a 17004, em ordem crescente.
5.4 PERFIL DE VIRULENCIA E RESISTENCIA

Para a obteng&o do viruloma e resistoma, foram escolhidos 5
genomas completos depositados no NCBI representativos dos
principais tipos de SCCmec encontrados no estudo (cepas de MRSA:
MW2 (ST1-SCCmec 1V), USA400 0051 (ST1-SCCmec 1V), Mu50
(ST5-SCCmec 1), N315 (ST5-SCCmec II) e MRSA252 (ST36-
SCCmec Il). Os resultados individuais foram analisados e compilados
no quadro 2. Todas as amostras carreiam o gene da estafiloguinase e o
do inibidor de complemento estafilococico. As cepas carreando
SCCmec do tipo Il possuem mais genes para enterotoxinas do que as
do tipo IV, tendo pelo menos 11 dos 17 genes presentes. Apenas as
cepas com SCCmec IV possuem genes para leucocidina de Panton-
Valentine e todas, exceto MRSA252, apresentam 0 gene para
leucocidina IukE-lukD, os dados obtidos nesse estudo também
mostraram que poucas amostras (10,90%) nédo carreavam esse gene.
De acordo com a tabela 4, fica claro que cepas MRSA de diferentes
linhagens de SCCmec possuem genes de viruléncia diferentes, e
mesmo dentro de um mesmo tipo e mesmo ST podem haver
diferencas, ainda que pequenas. Assim como observado no viruloma
gerado, as amostras SCCmec Il do estudo foram negativas para PVL.
Mais de metade (54,16%) das nossas amostras SCCmeclV carreavam
esse gene. E possivel que o perfil de viruléncia das cepas Mu50 e
N315 (ST5-SCCmec II) seja similar ao de nossas amostras, visto que
a linhagem ST105-SCCmec I, que determinamos com o MLST, é
relacionada ao ST dessas cepas.

Apesar do presente estudo ndo ter obtido o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos das amostras MRSA coletadas, as
informacdes sobre o resistoma de cepas MRSA pertencentes aos
mesmos tipos de SCCmec das amostras isoladas em Santa Catarina
podem trazer uma ideia de tendéncia de susceptibilidade de cada
linhagem. De acordo com o resistoma obtido no presente estudo
(Quadro 3), observa-se que todos 0s 5 genomas analisados carreiam o
gene mecA que confere resisténcia aos beta-lactamicos e por isso sdo
classificados como MRSA. Apenas a cepa N315 ndo possui gene de
resisténcia a Fluoroquinolona. Interessantemente, as cepas que
carreiam SCCmecll carreiam também genes de resisténcia aos
aminoglicosideos (spc e aadD) e o gene erm(A), enquanto que as
cepas SCCmeclV tendem a ser mais sensiveis de acordo com o perfil
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de genes de resisténcia avaliados.

Fator de viruléncia

. Imunidade do .

Exoenzimas hospedeiro Toxinas
Cepa SCCmec ST splB spid splE awr  scn sak  TukF-PV lukS-PV lukD lukE seg sen seu sei sem seo sea/sep hib sel sec ist hlgd hleC hlgB sek seq seh
MW2 vl o+ o+ -+ o+ + + + + + + - - - - - + + + + - + + + + + +
USA400 0051 A% T+
Mus0 i 5+
N315 i 5+ -
MRSA252 o 3% - - =+ B e, s e L

Quadro 4- Viruloma dos 5 genomas representativos. Notas: SCCmec: Cassete Cromossémico
Estafilocdcico; ST- Sequence typing; spIB- serine protease B; splA- serine protease A; splE-
serine protease E; aur- aureolisina; scn- inibidor de complemento estafilocdcico; sak-
estafiloquinase; lukF-PV- subunidade F da leucocidina de Panton-Valentine; lukS-PV-
Subunidade P da leucocidina de Panton-Valentine; lukD- componente D de leucocidina; IukE-
componente E de leucocidina;seg- enterotoxina G; sen- enterotoxina N; seu- enterotoxina U; sei-
enterotoxina I; sem- enterotoxina M; seo- enterotoxina O; hlb- beta hemolisina; sel- enterotoxina
L; sec- enterotoxina C; tst- Toxina da Sindrome do choque toxico; hlgA- precursor de cadeia Il de
gama hemolisina;hlgC- componente C da gamma hemolisina; hlgB- precursor do componente B
da gamma hemolisina;sek- enterotoxina K; seg- enterotoxinaQ;seh- enterotoxina H; Fonte: o
Autor (2018)

Gene de Resisténcia

Beta Lactimico Aminoglicosideo MLS Fluoroguinolona Tetraciclina
Cepa SCCmec ST mecd blaZ speaadD aac(6')-aph(2") erm(d) norA tet(M)
MW2 v 1 + - - - - - + -
TUSA400 0051 v 1 + - - - - - + +
Mus0 I 5 + - + + + + +
N313 I 3 + - + + - + -
MRSA252 I 36 + + + + - + +

Quadro 5- Resistoma dos 5 genomas representativos. Notas: MLS- Macrolide,
Lincosamide and Streptogramin B; Fonte: o Autor (2018)

6. DISCUSSAO

Os Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina sdo um dos
mais importantes patdgenos da atualidade, devido a sua multirresisténcia
aos antimicrobianos B-lactdmicos decorrente de forte pressdo seletiva
pelo uso indiscriminado desses farmacos, causando tanto infecces nos
hospitais como na comunidade (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014).
Com uma caracteristica clonal marcante, cepas pertencentes a0 mesmo
clone tem sido detectadas em regides muito distantes e, por muitas
vezes, intercontinentais (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). Um dos
marcadores utilizados para rastrear a clonalidade de MRSA é o tipo de
SCCmec carreado pela bactéria, em conjunto com outras técnicas
moleculares, como o MLST (BOYE et al., 2007; ENRIGHT et al., 2000
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HARMSEN et al., 2003) .

Nossos resultados mostram uma maior prevaléncia de amostras
carreando SCCmecll e SCCmeclV, em discordancia com o que foi visto
no trabalho de Silveira (2015) em Santa Catarina. Das 124 amostras de
MRSA analisadas em seu estudo 54% carreavam SCCmec Ill, 21,8%
eram SCCmec Il e 16,1% SCCmec IV. Dados recentes publicados no
Brasil indicam uma predominéncia dos SCCmec Il e IV em amostras de
MRSA isoladas no Rio de Janeiro (CHAMON et al., 2017). Foi
relatado que em um dos hospitais desse estudo 69% (22/32) das
amostras carreavam SCCmec de tipo Il, no outro hospital houve uma
maior incidéncia (69%, 9/13) do tipo IV enquanto que apenas uma
amostra de SCCmec Ill foi identificada no trabalho. Isso pode estar
relacionado & mudanga epidemioldgica que vem sendo observada no
Brasil, em que o Brazilian Endemic Clone (BEC, ST239-SCCmeclll),
que predominava no inicio da década passada, esta sendo substituido por
amostras SCCmeclV e SCCmecll (ARIAS et al., 2017; CHAMON et
al., 2017; DA SILVEIRA et al., 2018; FERREIRA-MACHADO et al.,
2017; NASCIMENTO et al., 2018; SILVA-CARVALHO et al., 2009).
No estudo conduzido por Arias e colaboradores (2017), foi verificado
que em 3 hospitais de S&o Paulo e Porto Alegre 89% (112/126) das
amostras de MRSA causando bacteremia eram da linhagem NY/Japan
ST5-SCCmec Il. O trabalho de Caiaffa-Filho (2013) também mostrou
uma maior incidéncia de SCCmec tipos Il e 1V,com 60% (30/50) e 24%
(12/50) das amostras de cada tipo, respectivamente. Apenas 10% (5/50)
foram tipadas como SCCmec tipo Ill, evidenciando a substituicdo ja
citada. Na tipagem SCCmec do presente estudo, trés amostras foram
classificadas como ndo tipaveis (NT), mesmo com a confirmacdo da
identificacdo e trés réplicas bioldgicas do experimento de tipagem. Uma
hipétese é de que estas amostras sejam variantes de SCCmec que ndo
podem ser tipadas pela metodologia utilizada (BOYE et al., 2007).
Outra possibilidade é de que estas amostras carreiem um dos tipos de
SCCmec (VI ao XIl) dos quais ndo possuiamos iniciadores para detectar
em uma PCR.

Uma Unica amostra SCCmecll foi tipada atraves de MLST no
presente estudo (amostra 16-007), sendo classificada como ST105. A
linhagem ST105-SCCmecll esta relacionada ao clone NewYork/Japan
(linhagem ST5-SCCmecll). No estudo de Caiaffa-Filho (2017) ja citado
anteriormente, foi visto que dos SCCmec Il analisados 4 de 6 isolados
eram da linhagem ST105-SCCmec Il. Este clone é tipicamente
hospitalar e acredita se que a aquisicdo do SCCmec Il tenha ocorrido
multiplas vezes em diferentes ST5 MSSAs que ja eram hospitalares, o
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que explica em parte a rapida disseminacdo desse ST globalmente
(ENRIGHT et al., 2002; FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014; NUBEL et
al., 2008).

Foi observado no presente estudo que 54,16% das amostras
SCCmec IV apresentavam o gene codificante da Leucocidina de Panton-
Valentine (PVL), que é uma toxina de 2 componentes, formadora de
poros e que se liga em leucécitos polimorfonucleados (BOYLE-
VAVRA; DAUM, 2007; CARDOSO et al.,, 2015). Esse fator de
viruléncia estd associado principalmente & infeccdes de pele e tecidos
moles, sendo carreado por 42,85% (9/21) das amostras dessas infecgdes
no presente estudo, mas também em casos clinicos mais severos como
pneumonia necrotizante e bacteremia. (ABADI et al., 2017; BOYLE-
VAVRA; DAUM, 2007; DEURENBERG et al., 2007). Consistente com
esse Ultimo dado, 25% (4/16) das amostras de infeccdes sanguineas
analisadas neste trabalho carreavam esse gene. A PVL j& foi proposta
como um marcador de MRSA comunitarios, uma vez que inicialmente
esta leucocidina era detectada apenas em cepas CA-MRSA (BOYLE-
VAVRA; DAUM, 2007; VANDENESCH et al., 2003). Porém estudos
recentes ja relataram a presenca de PVL em amostras isoladas de
pacientes hospitalizados, embora esta leucocidina permaneca sendo
detectada em linhagens derivadas de CA-MRSA que entraram nos
hospitais (Figueiredo & Ferreira, 2014; LIMA et al., 2014). No Brasil,
as linhagem PVL positivas, que ja foram detectadas no Rio de Janeiro,
sdo ST30-SCCmeclV (OSPC) , ST1-SCCmec IV e ST5-SCCmec IV
(Pediatric) (CAVALCANTE et al., 2015; FIGUEIREDO; FERREIRA,
2014; SCRIBEL et al., 2009; SILVA-CARVALHO et al., 2009). Um
estudo de revisdo que foi feito por Evangelista (2015) analisou 10
trabalhos com MRSA comunitarios em grandes centros urbanos do
Sudeste e Sul do Brasil e constatou que o clone mais comumente isolado
era 0 OSPC (ST30-SCCmeclV), ndo sendo encontrado em apenas um
dos estudos analisados e, da mesma maneira, 0 SCCmec de tipo IV sé
ndo foi detectado em um estudo. E possivel que nossas amostras
pertengam a esse ST ou ao ST1-SCCmec 1V, visto que esse sdo 0s ST’s
mais comumente encontrados no Brasil e que apenas as nossas amostras
de SCCmec tipo IV carreavam o gene para PVL.

A outra leucocidina formadora de poros analisada no presente
estudo, LUkDE, ao contrario da PVL (que esta presente em cerca de 2 a
3% de todas as cepas de S. aureus) estd presente em cerca de 70% delas
(ALONZO; TORRES, 2014). Esse gene ja foi detectado em 87% das
cepas clinicas, incluindo cepas MRSA (YOONG; TORRES, 2014) e sua
principal influéncia na patogenicidade é na evasdo imune, por atacar
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células imunes especificas como neutréfilos, macréfagos, células NK e
dendriticas. (ALONZO; TORRES, 2014). Muitos estudos com fatores
de viruléncia tem mostrado uma grande incidéncia desse gene nas
amostras clinicas, Liu (2015) detectou o gene em 91,3% (168/184) dos
isolados em seu estudo, Jiang (2018) relatou que 97,49% (252/259) de
suas amostras carreavam o gene e Guimardes (2015), no Brasil, também
mostrou uma alta prevaléncia com 98,4% (59/60) de seus isolados
positivos para a leucocidina. Do mesmo modo, nosso estudo demonstrou
uma prevaléncia alta com 90,74% (49/55) das amostras carreando o
gene.

O perfil exato de sensibilidade aos antimicrobianos para
determinada amostra clinica é dificil de ser predito com base em
andlises in silico comparativas com outras amostras, uma vez que cepas
hospitalares apresentam caracteristicas individuais de resisténcia.
Porém, de acordo com dados da literatura cientifica, as linhagens
MRSA, em geral, seguem uma tendéncia de perfil de susceptibilidade
(Cavalcante et al 2013; Figueiredo & Ferreira, 2014). Por exemplo, as
amostras clinicas da linhagem ST1-SCCmeclV, que tem origem
comunitaria, apresentam maior susceptibilidade aos antimicrobianos
(sendo resistente a apenas antibidticos beta-lactamicos em grande parte
dos casos) que a linhagem ST239-SCCmeclll, que é uma linhagem
tipicamente hospitalar e resistente a pelo menos 3 classes de
antimicrobianos além dos beta-lactdmicos (OLIVEIRA et al., 2001). No
presente estudo, foi possivel observar esta tendéncia no resistoma, uma
vez que as cepas ST1-SCCmeclV apresentaram maior perfil de
sensibilidade quando comparadas com as cepas SCCmecll, que é um
tipo de SCCmec tipicamente hospitalar (ST5 relacionado ao clone NY/J
e ST36). Entretanto, foi sugerido, a partir de experimentos em animais,
que MRSA de origem comunitaria possa ser mais virulenta que de
origem hospitalar (DAY et al., 2012; MONTGOMERY; DAUM, 2009).
O estudo de Silveira e colaboradores (2015) também fornece
informacdes a respeito da sensibilidade aos antimicrobianos de amostras
MRSA isoladas em Santa Catarina: foi observado que as percentagens
de resisténcia entre as amostras analisadas eram consideravelmente
menores quando comparadas a percentagens de resisténcia reportadas
em estudos multicéncricos. Assim, é possivel supor que as cepas MRSA
analisadas aqui sigam esta mesma tendéncia, porém, esta hipotese
precisa ser confirmada através de andlises in vitro. Cavalcante (2013)
sugeriu 0 uso de Trimethoprim/sulfamethoxazole e tetraciclina como
marcadores de resisténcia para SCCmec de tipos Il e 1V, em seu estudo
ele constatou que o tipo Il é resistente a ambos antimicrobianos,
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enquanto que o tipo 1V sdo sensiveis a ambos ou um deles. Porém, como
nossa andlise in silico mostrou, a cepa USA400 0051 de SCCmec IV
carreia um gene de resisténcia para tetraciclina, portanto o uso desse
antimicrobiano como marcador desse tipo pode ser problematico.

Como a andlise de bioinformatica mostra, as cepas MW2 e
USA400-0051 possuem menos genes de resisténcia em relagdo aos
outros genomas analisados, isso ja era esperado uma vez que 0 ST1-
SCCmeclV, do qual elas pertencem, tem uma origem comunitaria e
isolados comunitarios sdo geralmente mais suscetiveis a antimicrobianos
(FERREIRA et al., 2013; FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014; OTTO,
2013). Entretanto, Silva-Carvalho (2009) encontrou que dentro das
amostras hospitalares multirresistentes (resistentes a mais de trés
antimicrobianos  ndo-beta-lactamicos) analisadas, 56% (58/104)
pertenciam ao ST1-SCCmec IV

Acerca de nosso conhecimento, o presente trabalho constitui o
primeiro estudo publicado a reportar 0 MLST e genes de viruléncia em
amostras de MRSA isoladas em hospitais de Santa Catarina. Conforme
relatado por Silveira e colaboradores (2015) este Estado parece ter uma
epidemiologia diferencial com relacdo a outros Estados brasileiros, ja
que apresenta baixa incidéncia de amostras MRSA. Assim, o estudo da
biologia dos MRSA-SC é crucial para a compreensdo deste panorama.
Embora o trabalho tenha obtido apenas dados parciais de caracterizagéo,
é possivel observar que as amostras MRSA-SC parecem estar seguindo,
pelo menos em parte, a tendéncia brasileira com relagcdo a tipagem
SCCmec e MLST e também dos genes de viruléncia analisados. Sao
necessarios mais estudos para uma melhor compreensao sobre a baixa
incidéncia de amostras MRSA em Santa Catarina.

Entre as limitagBes principais observadas no estudo, podemos
citar: (i) trata-se de um estudo ndo randomizado, com pequeno nimero
de amostras isoladas em 12 meses e de apenas alguns hospitais de Santa
Catarina; (ii) Devido a restricdes financeiras, s6 foi possivel a obtengédo
do MLST de apenas uma amostra, restringindo a determinacdo da
linhagem MRSA para todos as amostras; (iii) A caracterizacdo da
viruléncia bacteriana apenas reportou a incidéncia de dois genes
relacionados a dano tecidual no hospedeiro e ndo levou em consideragdo
a expressao génica e funcionalidade das leucocidinas (iv). Néo foi
possivel determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, o
que poderia complementar a caracterizacdo e comparagdo com os dados
in silico.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1. CONCLUSAO

- As amostras de Stahpylococcus aureus resistentes a Meticilina
de Santa Catarina parecem estar seguindo a tendéncia brasileira com
relacdo a tipagem SCCmec e MLST e aos genes para PVL e LUkDE.

7.2. PERSPECTIVAS

- Realizar a deteccdo e analise de mais genes associados a
viruléncia bacteriana visando uma melhor compreensdo dos fatores
bioldgicos que podem estar associados a epidemiologia diferenciada do
estado;

- Realizar a tipagem MLST de mais amostras para que possamos
ter uma nogdo melhor de quais linhagens as MRSA de Santa Catarina
pertencem;
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