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RESUMO

Beretta, Ana Laura Remédio Zeni. Epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina isolados de pacientes do Hospital das Clinicas -UNICAMP no
periodo de 1991 a 2001. Campinas, 2003.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

Infecgdes hospitalares causadas por Staphylococcus aureus resistentes oxacilina
(SARO) representam grave problema médico e hospitalar no mundo todo e tém sido
causadoras de surtos e endemias, principalmente nos hospitais de médio e grande porte e

nos universitarios, com altas taxas de mortalidade.

O emprego de técnicas discriminatérias por andlise do DNA de cepas envolvidas
nas infec¢des hospitalares € um recurso valioso para o conhecimento do comportamento

epidemioldgico dos SARO.

Nosso estudo analisou a diversidade gendmica das cepas de SARO, isoladas de
pacientes portadores de infeccdo hospitalar, internados no Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas, durante o periodo compreendido entre 1995-2001,
comparativamente com os perfis gendmicos obtidos no estudo, durante os anos de 1991 até

1993.

Foram aplicados dois métodos de tipagem molecular. O perfil do DNA gendmico de
cepas de SARO no periodo de 1995 a 2001 por “Eletroforese em Gel de Campo Pulsado”
(PFGE), comparativamente com o perfil de cepas SARO estudadas em 1991 a 1993 pela
mesma técnica molecular. Foi realizada a andlise de DNA gen6mico por polimorfismo
amplificado aleatoriamente, “Restriction Amplification Polymorphic DNA” (RAPD), nas
cepas SARO de 1995 a 2001.

Foram estudadas 117 cepas de SARO obtidas de pacientes internados entre 1995 a

2001. Utilizando-se a técnica de PFGE, foi observado que 80 (68,4%) cepas pertenciam ao

XXiii
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mesmo perfil gendmico A, 18 (15,4%) pertenciam a um perfil gendmico muito relacionado
AM, 18 (15,4%) pertenciam a um perfil gendmico possivelmente relacionado AP e 1
(0,8%) cepa pertenciam a um perfil gendmico nao relacionado. No periodo de 1991 a 1993,
as 73 cepas de SARO estudadas foram representadas por cinco diferentes perfis: A, B, C, D
e E. O perfil A foi o mais freqiiente e foi identificado em 55 (75,3%) cepas; trés cepas

muito relacionadas e 4 possivelmente relacionadas também foram identificadas.

Os perfis gendmicos A, AM e AP encontrados no periodo de 1995-2001, foram
idénticos aqueles obtidos entre 1991 a 1993, demonstrando a presencga, a disseminacdo
clonal e a persisténcia de uma cepa endémica dentro do ambiente hospitalar num periodo de
10 anos. A andlise dos padrdes mostrou um coeficiente de similaridade de 96% entre os

perfis A no periodo de 1991-1993 e 1995-2001.

Através da técnica de RAPD foram identificados dois diferentes padroes de
agrupamento: o padrio a foi representado por 43 cepas e o numero de bandas variou de 8 a
10, enquanto que o agrupamento b foi representado por 74 cepas e o numero de bandas
variou de 5 a 7. O coeficiente de similaridade entre os padrdes a e b obtido através desta

técnica foi de 86%.

A aplicacdo de métodos de biologia molecular permitiu uma melhor compreensao
do comportamento epidemiolégico de SARO no Hospital de Clinicas da Unicamp. A
persisténcia do mesmo perfil gendomico durante um periodo de 10 anos revela alta

probabilidade de transmissdo cruzada deste patégeno.

XXiv
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ABSTRACT

Beretta, Ana Laura Remédio Zeni. Molecular Epidemiology of Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus isolates of patient at the Hospital das
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas in the period 1991-2001.
Campinas, 2003.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

Nosocomial infections caused by MRSA represent a serious medical and
nosocomial problem around the world and have been the cause of epidemics and
outbreaks with a high mortality rate mainly in University Hospitals and large and

medium sized hospitals.

The use of discriminatory techniques through DNA analysis of strains involved
in nosocomial infections is an extremely valuable resource to confirm the efficacy of

control measures related to the causing agents of nosocomial infections.

This study has analyzed the genomical diversity of MRSA strains isolated from
nosocomial infection carriers hospitalized at the Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas, from 1995 to 2001, comparing them with the genomical profiles
obtained from 1991 to February 1993. Two molecular typing methods were applied: -
RAPD-PCR genomical DNA analysis in two periods of time and the DNA profile by
PFGE.

117 MRSA strains were studied-obtained from carriers hospitalized from 1995 to
2001. Through PFGE, it has been observed that 80 (68.4%) strains had the same
genomic profile A, 18 (15.4%) strains had a closely-related genomic profile AM, 18
(15.4%) strains had a possibly-related genomic profile AP and only 1 (0,8%) strain
presented an unrelated profile. In the period from 1991 to 1993, 73 strains presented five

distinctive DNA profiles: A, B, C, D and E. Profile A was the most frequent DNA

Abstract
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pattern and was identified 55 (75.3%) strains; three closely-related and four possibly-
related profiles were also identified.

The genomic profiles A, AM and AP identified in the period from 1995-2001
were identical to those obtained from 1991 to 1993, demonstrating the presence, the
clonal dissemination and the persistence of an endemic strain in a nosocomial

environment within a ten-year period.

The computer analysis of the endemic profile A identified in period 1991-1993
and profile A from period 1995-2001 showed a 96% of similarity and they were
considered to be the same profile A and they came from the common MRSA clone

widely recognized in Sao Paulo and other Brazilians hospitals.

Two different cluster patterns have been identified through RAPD; the profie a
was represented by 43 (36.7%) strains and there was a variation from 8 to 10 fragments
while profile b was represented by 74 (53.3%) strains and there was a variation from 5 to

7 fragments. Cluster analysis showed an 86% coefficient of similarity.

A better understanding of the epidemiological behavior of MRSA strains at
Hospital de Clinicas da Unicamp has been achieved with the application of molecular
biology methods. The persistence of the same genomic profile within a ten-year period

has shown a high probability of a crossed transmission of such pathogen.

Abstract
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1. INTRODUCAO

1.1. A importancia da Infeccao Hospitalar

As infec¢des adquiridas durante a hospitalizacdo sdo definidas como infec¢oes
hospitalares (IH) ou nosocomiais e t€m sido responsdveis por altas taxas de morbidade e
mortalidade e aumento dos custos hospitalares (JARVIS e MARTONE, 1992; MIMS et
al., 1995; PANNUTI e GRINBAUN, 1995; AYLIFEE et al., 1998; CONTERNO et al.,
1998; STARLING e SILVA, 1998; GRUNDMANN et al., 2002).

Apesar de ndo haver dados registrados, sabe-se que desde o inicio dos primeiros
hospitais era alta a incidéncia de infec¢des neles adquiridas. Porém, somente na primeira
metade do século XIX a questdo IH passou a ser enfocada pelos profissionais da saide

(LAFORCE, 1997; ENRIGHT et al., 2002; MELTER et al., 2003).

A era moderna do controle da IH comecou na década de 50, quando ocorreram
grandes epidemias da doenca estafilocécica nos hospitais da Europa e dos Estados
Unidos. As investigacdes iniciais sobre as epidemias foram conduzidas pelo Centro de
Controle de Doencas e Prevencdo (CDC, EUA). A persisténcia das epidemias
estafilocdcicas nos hospitais durante a década de 60 motivou uma abordagem mais

organizada no controle da [H (HENRY, 1995; BLANC et al., 2001a).

Os estudos da literatura mostram que, aproximadamente, 10% dos pacientes que
desenvolvem a IH fazem parte de um quadro epidémico hospitalar (WENZEL et al.,
1983; MORETTI-BRANCHINI, 1998; ENRIGHT et al., 2002).

Os trabalhos de incidéncia e prevaléncia das IH relatam taxas de incidéncia entre
5% e 10%, média de 8% e prevaléncia entre 6,1% a 12,1%, com média de 10%, nos
Estados Unidos. As taxas de incidéncia de IH diferem de um pais para outro, como
também de uma instituicdo para outra, dependendo de fatores como o estado

imunolégico do paciente, a situagdo socioecondmica, bem como do sistema de controle

Introducao
2



e de vigilancia epidemioldgica das IH e das caracteristicas do hospital (TESS et al.,
1993; BINGEN, 1994; DURMAZ et al., 1997; BRACHAMAN, 1998; JARVIS, 1998;
COSSERON et al., 1998; HUANG et al., 2000; FISHBAN et al., 2003; HUANG et al.,
2004).

As taxas de IH também tém variagdo em relacdo as dreas de internacdo,
gravidade dos pacientes e tipo de hospital. Podem ser citados como exemplos, as
unidades de terapia intensiva geral onde as infec¢des hospitalares apresentam um indice
de 6-10 casos por 100 pacientes, os pacientes graves internados e infectados com HIV
apresentam indice de 15 casos por 100 pacientes, aumentando o risco para a aquisi¢ao de
IH (JOHN e RIBNER, 1991; GOETZ e MURDER, 1992; TEIXEIRA et al., 1995;
BRACHMAN, 1998; GORAK et al., 1999; GRUNDMANN et al., 2002).

1.2. Aspectos epidemioldgicos das infeccoes intra-hospitalares causadas por

S.aureus e S.aureus resistente a oxacilina (SARO).

A epidemiologia das infec¢des nosocomiais causadas por S. aureus, passou a ser
bem estudada a partir das décadas de 1950 e 1960, quando este foi considerado o agente
que predominava no ambiente hospitalar proporcionando o aumento de infecc¢do
(BARBER, 1961; BARG, 1993; HARTSTEIN et al., 1999; TENOVER e GAYNES,
2000; WANG et al., 2002; MONTESINOS et al., 2003).

Até o meio da década de 70, cepas de SARO ocorriam esporadicamente € ndo
constituiam problema clinico sério (MULLIGAN et al., 1993; NICOLE et al., 1996;
TAMBIC et al., 1997; ARCHER e NIEMEYER, 1998; BLANC et al., 2001a; SAMY et
al., 2003). Mais recentemente muitos estudos de vigilancia tém mostrado aumento da
prevaléncia de SARO, entre cepas de S. aureus (WALKER et al., 1999; WITTE, 1999;
SIMOR et al., 2001; SOLA et al., 2002; AIRES et al., 2003; MELTER et al., 2003;

MIRAGAIA et al.,, 2003). Estudos americanos mostraram que esse patégeno foi a
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principal causa de infeccdes em diversas unidades hospitalares, destacando um aumento
na incidéncia de 2,4% para 29% entre 1975 a 1991. Atualmente, encontra-se em torno de
40% (ARCHER e NIEMEYER, 1998; PADOVEZE, 1998; LOUREIRO et al., 2000).
Na Inglaterra os indices aumentaram de 1,5% para 13,2% entre 1989 e 1995 (SPELLER,
et al., 1998; HERWALT et al.,, 1999; WITTE et al.,, 1999; AIRES et al., 2000;
ALFIZAH et al., 2002; MELTER et al; 2003).

No Brasil, a situagdo nio é muito diferente. O SARO € reconhecido como um
dos principais causadores de surtos nosocomiais, embora com grande variagdo em
diversos hospitais do pais, em propor¢ao de 26,6 a 71% (SADER et al., 1994; SADER et
al., 1995; SANTOS-FILHO et al., 1996; MORETTI-BRANCHINI, 1998; LOUREIRO
et al., 2000). A letalidade atribuida as infec¢cdes causadas por SARO € na ordem de 4,5 a
50%, (PUJOL et al.,, 1996; CORBELLA et al., 1997; CONTERNO et al., 1998;
GRANZOW et al., 1998; MOREIRA et al., 1998; SALMENLINNA et al., 2001;
MIRAGAIA et al., 2003).

Sobre IH por SARO, os dados da Comissao de Controle de Infec¢ao Hospitalar
(CCIH) do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-
UNICAMP) mostraram que esta bactéria foi introduzida nesta instituicdo em 1990.
Desde entdo os niveis endémicos sdo mantidos em vdérias unidades com uma
prevaléncia em torno de 50% (TRESOLDI et al., 1997, MORETTI-BRANCHINI,
1998).

O mecanismo de dissemina¢do dos SARO dentro dos hospitais durante surtos
epidémicos nao estd bem definido (TENOVER e GAYNES, 2000; SOLA et al., 2002),
sabe-se que principal forma de transmissdo ocorre através do pessoal da satide durante o
atendimento direto prestado aos pacientes, nas diferentes dreas. Durante os surtos, os
pacientes colonizados ou infectados pelo SARO agem como reservatdrios, e a infeccio

cruzada acontece mediada pelos médicos, enfermeiros e outros profissionais da saide
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que entram em contato com os pacientes (PFALLER et al., 1999; ENRIGHT et al.,
2002; SOLA et al., 2002).

1.3. Caracteristicas microbiolégicas do S. aureus

S. aureus € uma bactéria pertencente a familia Micrococcaceae, apresentando
suas caracteristicas morfoldgicas e tintoriais como cocos Gram positivos e agrupados em
tétrades ou cachos de uva. Sdo anaerdbios facultativos, ndo possuem motilidade, ndo
formam esporos e incluim-se entre os de catalase positiva (KLOOS e SAMBRE, 1991;
BOYD, 1995; DA SILVA et al., 2000; BACK, 2002; KONEMAM et al., 2002).

O diagnéstico laboratorial dos S. aureus € realizado através da bacterioscopia, e
da andlise das caracteristicas culturais das colonias e da hemodlise em meio de cultura
como o dgar sangue. Varios meios seletivo-indicadores, entre os quais se inclui o Agar
manitol-salgado, podem ser empregados com a finalidade de isolamento. Para
diferencid-los das outras espécies, € necessdrio o teste de producdo de coagulase

(BOYD, 1995; KONEMAM et al., 2002; BLACK, 2002).

O S. aureus estd associado a doengas em humanos, € a espécie mais virulenta e
mais conhecida do género e hoje atua como o principal patdgeno causador de infeccdes
tanto na comunidade como no ambiente hospitalar (BLACK, 2002; KONEMAM et al.,
2002). As técnicas fenotipicas e moleculares s3o importantes para estudar a
epidemiologia das infec¢des estafilococicas (TAMBIC et al., 1999; ENRIGHT et al.,
2002; WANG et al., 2002; FISHBAN et al., 2003; MCDOUGAL et al., 2003).

Os S. aureus apresentam alguns componentes de superficie na parede celular,
como a proteina A, que atua localmente na resisténcia a fagocitose assim como também
produzem vdrias substancias extracelulares, que contribuem para a sua viruléncia. Entre

as substancias extracelulares destacam-se as enzimas, as toxinas e as adesinas que
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participam na patogénese das infeccdes causadas por esse microrganismo. As adesinas
tém sido bastante investigadas no que diz respeito a0 mecanismo de sua adesao a células
do organismo, tornando ao S. aureus mais adaptdveis ao ambiente (TESS et al., 1993;

BLACK, 2002; GRUNDMANN et al., 2002; AIRES et al., 2003; LOWY, 2003).

Staphylococcus aureus resistentes a penicilina foram detectados a partir de 1950
e atualmente cerca de 90% das cepas sdo resistentes a este antibiotico. Um dos
mecanismos considerados para resisténcia a penicilina € mediado por um plasmideo de
alta transferéncia que confere a capacidade de produgdo de uma [ lactamase, a enzima
penicilinase, capaz de hidrolisar a penicilina (WALKER et al., 1999; WITTE, 1999;
BLACK, 2002; LOWY, 2003).

As penicilinas semi-sintéticas resistentes a penicilinase (oxacilina, meticilina,
nafcilina, dicloxacilina) e cefalosporinas possuem radicais quimicos que as protegem da
acdo das P lactamases (CHAMBERS et al., 1994; LOWY, 2003). Estes agentes 3
lactamicos atuam na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana através da ligacao
com proteinas especificas associadas com a sintese de peptoglicano (Penicillin Binding
Proteins — PBPs). Uma vez que estas PBPs sdo responsdveis por atividades que
envolvem a fixacdo de subunidades ao peptidoglicano durante a sintese da parede
celular, sua ligagdo aos P lactdmicos forma um complexo estdvel, porém inerte. Os
SAROs produzem uma PBP2 alterada (chamada PBP2a), a qual se liga aos B
lactamicos. Este tipo de resisténcia é codificado por um gene cromossdmico (mec A) e é
denominada de resisténcia intrinseca (BOYCE, 1992; CHAMBERS, 1997; BLACK,
2002; LOWY, 2003).

1.4. Métodos moleculares para tipagem de SARO com fins epidemioléogicos.

Levando-se em consideragdo a importdncia da disseminacdo de infeccdo

estafilococcica, em especial o § aureus com resistente a oxacilina, tanto na comunidade
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e principalmente no ambiente hospitalar, torna-se necessdrio o controle rigoroso e a
identificacdo rdpida das cepas de SARO (SADER et al., 1995; VANDENBROUCHE-
GRAULS, 1996; SOARES et al., 1997; TAMBIC et al., 1997; TURNIDGE et al., 2000;
ALFIZAH et al., 2002; FEY et al., 2002; FISHBAN et al., 2003).

Surtos intra-hospitalares de infec¢cOes nosocomiais acontecem continuadamente
entre os pacientes hospitalizados nas diversas unidades de internacdo e as bactérias sio,
de longe, os agentes causadores mais comuns de infeccdes e epidemias hospitalares

(MORETTI-BRANCHINI, 1998).

Sempre que existir a possibilidade de epidemia o laboratério de microbiologia
devera estocar as cepas de microrganismos, pois serd essencial o estudo de tipagem dos
mesmos na determinac¢io dos pacientes envolvidos. A contribui¢do da microbiologia e a
da genética no que concerne a microrganismos no controle das infec¢des hospitalares
ndo se restringe ao diagndstico e a orientacdo terapéutica de infec¢des, mas também
serve como suporte fundamental para investigacdo epidemioldgica e de surtos de
infec¢des hospitalares (EISENSTEIN, 1990a; EISENSTEIN, 1990b; DARINI, 1996;
EDMOND et al., 1999; DEPLANO et al., 2000; ENRIGHT et al., 2002).

O isolamento repetido de microrganismos de uma mesma espécie, obtidos de
espécimens clinicos de diferentes pacientes, pode representar transmissdo de paciente
para paciente, partindo-se de uma fonte comum ou mesmo através dos profissionais da
saude (TURNIDGE et al., 2000; WANG et al., 2002; SOLA et al., 2002; FISHBAN et
al., 2003).

Por algum tempo, a diferenciacdo de cepas para fins epidemioldgicos s era
possivel através de métodos cldssicos como reagdes bioquimicas, soroldgicas, de
fagotipagem ou pelo padrdo de sensibilidade e resisténcia a agentes antimicrobianos.
Porém estas técnicas sdo interpretadas como caracteristicas ndo tipaveis e podem

mostrar baixa reprodutibilidade (VESSALIC et al., 1993; ALFIZAH et al., 2002).
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Com o desenvolvimento da biologia molecular, os clinicos e os epidemiologistas
tiveram novas ferramentas capazes de discriminar diferencas entre microrganismos de
uma mesma espécie. As novas técnicas de biologia molecular sdo altamente promissoras
e adquiriram ampla aceitagdo como métodos altamente discriminatorios e relativamente
econOmicos para tipificacdo e caracterizagdo epidemiolégica de cepas SARO
(TENOVER et al., 1994; TENOVER et al., 1995; WEBER et al., 1997; MULVEY et al.,
2001; HUANG et al., 2004).

Dadas as limitacdes dos métodos de tipagem convencionais, os clinicos,
microbiologistas e epidemiologistas hospitalares tém preferido utilizar as técnicas
moleculares para o melhor conhecimento e caracterizacdo dos patégenos hospitalares
(POWER, 1996; BLANC et al.,, 2001; MCDOUGAL et al., 2003; MELTER et al.,
2003).

O processo de tipagem € importante para reconhecer surto de infecgdo, detectar a
transmissdo cruzada de patégenos nosocomiais, determinar a fonte da infeccao,
reconhecendo principalmente cepas virulentas de microrganismos € monitorar
programas de controle de infec¢do (GOETZ et al., 1992; SADER et al., 1994b;
TAMBIC et al., 1997; OLIVE e BEAN, 1999; FUJINO et al., 2003; HUANG et al.,
2004).

Os métodos fenotipicos sdo aqueles que caracterizam os produtos da expressao
génica de forma a diferenciar as cepas. Os métodos genotipicos sdo aqueles que se
baseiam na andlise de uma estrutura genética de um microrganismo e sio caracterizados
pela fragmentacdo do cromossomo, por enzimas apropriadas, ou pelo estudo de DNA
extracromossOmico. Os métodos genotipicos apresentam menor variagdo natural, no
entanto, podem ser afetados por inser¢des ou dele¢cdes do DNA, por ganho ou perda de
DNA extracromossdmico ou por mutacdes aleatérias que criam ou eliminam sitios de

reconhecimento, alterando a ac¢do das endonucleases de restricdio (TENOVER et al.,
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1995; TENOVER et al., 1997; TAMBIC et al., 1997; TAMBIC, et al., 1999; FUJINO et
al., 2003).

1.5. Métodos moleculares aplicados para o estudo de patogenos hospitalares

Entre os varios métodos para o estudo de tipagem molecular de patdgenos

hospitalares incluem-se:

A. Métodos com base no estudo do DNA genémico:

Andlise do perfil plasmidial.

Andlise do polimorfismo dos fragmentos de DNA genomico, apds a digestdao
com enzimas de restricdo, pela eletroforese convencional (Restriction
endonuclease analysis - REA).

Hibridizagdo utilizando sondas de DNA especificos (Southern hybridization).
Perfil do DNA gendmico utilizando eletroforese em gel de campo pulsado-
(Pulsed field gel electrophoresis)- PFGE.

Polimorfismo amplificado aleatoriamente por reacdo em cadeia da polimerase -
(Arbitrarily primed polymerase chain reaction) - PCR-RAPD.

Elementos palindromicos repetitivos extragénicos - REP-PCR.

(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) - ERIC-PCR.

B. Métodos com base no estudo das proteinas:

Immunoblot fingerprint.
Andlise de proteinas celulares por eletroforese em gel de poliacrilamida.

Perfil eletroforético de enzimas (Multilocus enzyme electrophoresis).

A diversidade genética do SARO tem sido estudada em diversos hospitais do

mundo e do Brasil. A andlise de perfil plasmidial foi o primeiro método usado em
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estudos epidemioldgicos para S. aureus (TAMBIC et al., 1997). Hoje as técnicas de
tipagem molecular empregadas na maioria das publicagdes tém sido a andlise do DNA
gendmico digerido com enzimas de restricdo de endonuclease seguida de eletroforese
em campo pulsado (PFGE) (TAMBIC et al., 1997, KUBOYANA, et al.,, 2003).
Entretanto, alguns estudos t€m indicado a utilidade de tipagem do DNA cromossomal
por RAPD em muitos surtos intra-hospitalares (TAMBIC et al., 1999; WANG et al.,
2002).

A técnica de PFGE foi desenvolvida por SCHAWARTZ e CANTOR (1984)
como um instrumento para investigacdo de DNA cromossomico de células eucariontes e
posteriormente descrita como um eficiente método para tipagem de muitas cepas
bacterianas (BRANCHINI et al., 1993; TENOVER et al., 1995; TENOVER et al.,
1997). E uma variacdo da eletroforese convencional em gel de agarose (WEBER et al.,
1997). A orientagdo do campo elétrico € alterada ou pulsada periodicamente, e as
moléculas de DNA respondem orientando-se continuamente mudando a dire¢do de
migracdo através do gel de agarose (TENOVER et al., 1997, GOERING, 1998;
PADOVEZE, 1998). Esta técnica pode ser utilizada tanto para bactérias Gram positivas
quanto para Gram negativas e é considerada altamente discriminatéria e reprodutivel
para cepas endémicas e epidémicas (MORETTI-BRANCHINI et al., 1993; TENOVER
et al., 1995; MORETI-BRANCHINTI, 1998).

Devido a diversidade e estabilidade de perfis de DNA gendmico, a técnica de
PFGE tem sido muito precisa para tipagem epidemiolégica de cepas SARO (ALFIZAH
et al., 2002; MONTESINOS et al., 2002), e é considerada padrdao ouro devido ao seu
alto poder discriminatdrio entre cepas SARO (OLIVE e BEAN, 1999; MONTESINOS
et al., 2003).

A utilizacdo da andlise pela enzima de restri¢ao, que corta 0 DNA em inimeros
fragmentos através da técnica de PFGE tem sido muito recomendada para tipagem de

SARO. A técnica de PFGE tem sido amplamente utilizada para estudo de vérios
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microrganismos envolvidos em surtos de infec¢des. Para cada espécie, deve ser aplicada
a enzima de restricdo que melhor aponte as varia¢des entre cepas e, no caso de S.aureus,
hd um consenso entre os pesquisadores de que a enzima Smal é a mais indicada
(STRUELENS et al., 1993; VAN-BELKUM et al., 1998). Essas enzimas de restri¢ao
podem reconhecer seqiiéncias de nucleotideos curtas (quatro nucleotideos) ou longas
(seis nucleotideos) no cromossoma bacteriano. Quando se reconhece seqii€ncias de
nucleotideos longas produzird um nimero menor de bandas, reduzindo a complexidade
na andlise dos perfis ou padrdes cromossOmicos. No entanto, estas enzimas geram
fragmentos grandes de DNA (>/= 50Kb), que podem ser separados num sistema de
eletroforese com campos elétricos alternados e um pulso fixo devem ser aplicados

(SADER et al., 1994; TENOVER et al., 1997; TAMBIC et al., 1999).

Para a interpretagdo dos resultados obtidos por PFGE, STRUELENS et al. (1993)
propuseram os termos variantes subclonais para aquelas cepas que apresentaram entre 80
a 100% de similaridade em seus perfis de macrorestricdo, e diversidade clonal para

cepas com menos de 80% de similaridade.

TENOVER et al. (1995) determinaram os seguintes critérios de interpretacao
para as categorias de relacdo genética e epidemioldgica: isolados iguais, muito

relacionados, possivelmente relacionados e isolados nio relacionados.

O critério de interpretacdo para a tipagem de bactérias utilizando o método de
PFGE permitiu as definicdes de padrdoes de similaridade entre cepas bacterianas
(TENOVER et al., 1995; GOERING, 1998; BLANC et al., 2001b). O PFGE apresenta
importantes vantagens quando comparado com outras técnicas de tipagem molecular

(GOERING, 1998; TENOVER et al., 1997).

Todos os métodos podem ser caracterizados em termos de tipabilidade,

reprodutibilidade, poder discriminatério, facilidade de realizacdo e de interpretacdo,
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porém com diferentes custos (BINGEN, 1994; TENOVER, et al., 1997; TAMBIC et al.,
1997; WANG et al., 2002; FUJINO et al., 2003).

O grau de discriminagdo oferecido pela tipagem do DNA de bactérias depende da
divergéncia genética evoluciondria, seguida de mutacdes nao letais, aquisi¢do ou delecao
de fragmento de DNA durante os anos (HARTSTEIN, 1999; GHANG e CHUI, 1998;
KUBOYANA, et al., 2003). A habilidade dos métodos moleculares de tipagem em
distinguir isolados epidemiologicamente nio relacionados € reflexo da variacio genética
observada no DNA cromossdomico das espécies bacterianas, sendo geralmente esta

variabilidade alta.

A tipabilidade refere-se a habilidade da técnica em produzir um resultado de
tipagem para cada isolado. Isolados ndo tipdveis sdo aqueles que ndo produzem
resultado. Um método para ser considerado reprodutivel deve gerar os mesmos

resultados, quando uma mesma cepa for testada em repetidos ensaios laboratoriais.

O poder discriminatério refere-se a capacidade da técnica em diferenciar isolados
nao relacionados epidemiologicamente. Idealmente, o método de tipagem deve ser capaz
de reconhecer os isolados ndo relacionados, fornecendo resultados que nos permitam
classifica-los como pertencentes a um tnico perfil ou ndo (MASLOW et al., 1993;
SADER et al., 1994; TENOVER et al., 1995; TENOVER et al., 1997; ALFIZAH et al.,
2002; HUANG et al., 2004).

A facilidade de realizacdo reflete o custo dos reagentes apropriados, do
equipamento, da complexidade do método e do esforco requerido para o aprendizado e a
realizagdo pratica da técnica (TAMBIC et al., 1999; TENOVER et al., 1995; TENOVER
etal., 1997; TENOVER e GAYNES, 2000).

A facilidade de interpretagdo envolve a obtenciao de um resultado, prevendo a
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clareza, a objetividade e a facil compreensdo (SAULNIER et al., 1993; VAN BELKUM
et al., 1998; MCDOUGAL et al., 2003).

A tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia (PCR), uma técnica que envolve
a sintese enzimdtica especifica de DNA ou RNA, através de um sistema semi-
automatico in vitro de milhdes de cOpias de um segmento, também tem sido utilizada
para o diagndstico de doencgas infecciosas e, mais recentemente, vem sendo empregada
como ferramenta na investigacdo epidemioldgica de varios microrganismos (TAMBIC
et al., 1999; FUNG et al., 2001). A técnica PCR baseia-se na amplificacio de uma

seqiiéncia especifica do cromossoma.

O grande avango na drea de marcadores moleculares baseados em PCR ocorreu
em 1990, com a idéia de se utilizar iniciadores mais curtos e de seqiiéncia arbitrdria para
dirigir a reagdo de amplificacdo, eliminando assim a necessidade do conhecimento
prévio de seqiiéncia. WELSH e MCCLELLAND (1990), por sua vez, propuseram a
denominag¢do mais apropriada para AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction), uma vez que os iniciadores possuem seqiiéncia arbitrdria e a amplificacdo nao
ocorre ao acaso, mas sim em lugares especificos no genoma. A distin¢cdo entre cepas
bacterianas altamente relacionadas dificilmente é revelada quando se usam iniciadores

especificos.

Uma variante do PCR convencional muito aplicada e que tem sido utilizada com
sucesso nos estudos de SARO envolvidos em epidemias ou surtos hospitalares é o
“Random Amplified Polymorphic DNA” — RAPD (MULLIS, 1990; TAMBIC et al.,
1999). Ensaios de RAPD envolvem a amplificacdo simultanea de varios locos anonimos
no genoma utilizando iniciadores de seqiiéncia arbitraria, que foi descrito e desenvolvido
primeiramente por WILLIAMS et al. (1990) e WELSH e MCCLELLAND (1990). A
técnica RAPD € baseada no uso de iniciadores com seqii€ncias curtas de 9 a 10 bases de

comprimento que hibridizam com uma afinidade suficiente a seqiiéncia de DNA
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cromossOmico em baixa temperatura de anelamento, esses iniciadores podem ser usados

para amplificacdo inicial na regido do genoma da bactéria (OLIVE e BEAN, 1999).

Porém, usando-se iniciadores aleatdrios ou inespecificos, torna-se possivel o
estudo epidemioldgico por ndo ser necessario o conhecimento preliminar das seqiiéncias
genéticas a serem amplificadas. O RAPD permite a andlise das amplificacdes do rDNA
das bactérias quando ndo se t€m informagdes de suas bases (FANG et al.,, 1993;

MASLOW e MULLIGAN, 1996; TAMBIC et al., 1999).

Muitos estudos reportaram sucesso no uso de RAPD para distinguir cepas
bacterianas inclusive cepas de SARO (SAULNIER et al.,, 1993; ARBEIT, 1999;
FACKLAN et al., 1999). A caracterizagdo de SARO por RAPD-PCR ¢é mais simples,
mais rapida na investigacao epidemioldgica, além de consumir um tempo menor do que

a andlise por PFGE (TAMBIC et al., 1997).

Em estudos de epidemiologia molecular, o RAPD se rivaliza com a PFGE na
preferéncia dos especialistas, contribuido para a sua popularidade, o poder
discriminatério, a facilidade de execucdo da técnica e a rdpida disponibilidade dos
resultados (WELSH e MCCLELLAND, 1990; TAMBIC et al., 1997, WANG et al.,
2002).

No entanto, quando se estudam surtos epidemiolégicos, por este método, se faz
necessdrio o emprego em conjunto a outras técnicas de tipagem molecular (DEPLANO
et al.,, 1997; TAMBIC et al., 1999; BLANC et al., 2001), pois o0 RAPD tem mostrado
baixa reprodutibilidade (FANG et al., 1993; ARBEIT, 1999; FACKLAM et al., 1999).

Dessa forma as técnicas de tipagem molecular de microrganismos baseados na
andlise do DNA representam atualmente um recurso fundamental e valioso no estudo

das epidemias hospitalares causadas por SARO, permitindo uma diferenciacio maior
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entre isolados bacterianos (MASLOW et al., 1993; BINGEN, 1994; OLIVE e BEAN,
1999; MONTESINOS et al., 2002).

Entretanto, sdo poucos os estudos da evolucdo do comportamento do perfil
gendmico dos SARO ao longo dos anos, em especial, em uma mesma instituicao

hospitalar (FISHBAN et al., 2003; LANDMAN et al., 2003).

Portanto, o presente estudo se propds a analisar, por métodos de tipagem
molecular, os padroes genomicos de cepas hospitalares de SARO, isoladas de pacientes
internados no HC-UNICAMP de 1995 a 2001, e comparar os resultados com os perfis
gendmicos encontrados no periodo de 1991 a 1993, por PFGE, totalizando 10 anos de

seguimento do perfil molecular dos SARO.
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2. OBJETIVOS

O estudo teve como objetivos:

1. Analisar a diversidade genOmica de cepas de SARO, isoladas de pacientes
hospitalizados no HC-UNICAMP durante o periodo de maio de 1995 a agosto de 2001
utilizando tipagem molecular por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e a
andlise por polimorfismo amplificado aleatoriamente (RAPD), através da reacdo em

cadeia da polimerase (PCR).
2. Comparar os resultados da tipagem molecular por PFGE de cepas de SARO isoladas
de pacientes hospitalizados no HC-UNICAMP durante o periodo de maio de 1995 a

agosto de 2001 e de abril de 1991 a fevereiro de 1993.

3. Estudar a capacidade discriminatdria dos métodos aplicados.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo de vigildncia microbioldgica da ocorréncia
de SARO nos pacientes internados no Hospital de Clinicas da Unicamp no periodo
compreendido entre maio de 1995 a agosto de 2001. As cepas obtidas foram testadas
quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos e, em seguida, tipadas através de dois
métodos de biologia molecular, PFGE e RAPD. Posteriormente, os perfis gendmicos das
cepas estudadas foram comparados aqueles obtidos entre abril de 1991 a fevereiro de

1993.

Os pacientes eram procedentes de diversas unidades de internacdo do HC-
UNICAMP, a saber: Pronto Socorro, Enfermaria de Moléstias Infecciosas e Doencas

Transmissiveis, Enfermarias Clinicas e Cirdrgicas, UTI entre outras.

A definicdo de IH por SARO foi feita pelos profissionais da CCIH, segundo
critérios estabelecidos para o diagnéstico de TH, com base nas defini¢cdes do CDC
(1988)-(Anexo 1). As cepas de SARO isoladas dos pacientes que ndo preencheram os

critérios de IH foram consideradas como cepas responsdveis por colonizacdo hospitalar.

3.2. Descricao do Hospital das Clinicas - UNICAMP

Trata-se de um hospital universitdrio geral e de referéncia tercidria (BRASIL
MINISTERIO DA SAUDE, 1985) para a regidio de Campinas. Possui 403 leitos ativos,
onde sdo atendidos pacientes de diferentes especialidades médicas, a excecdo dos
pertencentes ao Departamento de Tocoginecologia (Obstetricia, Ginecologia e
Oncologia Ginecolégica e Mamaria) e Bercdrio de Alto Risco. Tais especialidades sdo

atendidas no Centro de Atencdo Integral a Saide da Mulher (CAISM), localizado ao
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lado do HC. Dos 403 leitos, 28 sdo de UTI de adultos (10 na UTI médico-cirurgica; 5 na
UTI pés-operatdria; 4 na enfermaria de emergéncia clinica; 4 na cirurgia de trauma e 5

na unidade coronariana) e 10 de UTI pediétrica.

3.3. Banco de bactérias

O laboratério de Epidemiologia Molecular e Doengas Infecciosas (LEMDI) da
Disciplina de Infectologia da FCM-UNICAMP, em conjunto com o Laboratério de
Microbiologia Clinica do Departamento de Patologia Clinica, a partir de 1995, passou a
selecionar e estocar isolados de microrganismos identificados pelas culturas de rotina,
entre eles os SARO, com o objetivo de estudar a epidemiologia dos microrganismos

responsdveis por [H.

3.4. Isolados Bacterianos de SARO

Para o estudo foram utilizadas um total de 190 cepas de SARO, identificadas
pelo Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Patologia Clinica e estocadas no
Laboratério de Epidemiologia Molecular e Doencas Infecciosas (LEMDI) da Disciplina
de Infectologia da FCM-UNICAMP.

Das 190 cepas SARO hospitalares, 117 foram isoladas de 94 pacientes com
internados no HC-UNICAMP no periodo de maio de 1995 a agosto de 2001 (117 cepas/
94 pacientes). Estas 117 cepas foram comparadas com as 73 cepas estudadas e tipadas
por PFGE no periodo compreendido entre abril de 1991 a fevereiro de 1993 (73 cepas/

58 pacientes).
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3.5. Processamento dos isolados de SARO

As 117 cepas de SARO hospitalares do periodo de 1995-2001 foram inicialmente
cultivadas em placas de dgar sangue-azida 5%, identificadas pelo método convencional,
inoculados em leite desnatado esterilizado a 10% e congelados a -70°C. Os isolados
foram retestados para as provas coagulase e Staph test e confirmada a resisténcia para
oxacilina. O método utilizado para o teste de sensibilidade a oxacilina foi o de difusdo
em disco (BAUER et al., 1996), em placa de cultura Miiller Hinton + NaCl 4% e
contendo discos de oxacilina 6 pug/ml, sendo consideradas como resistentes as cepas que
apresentaram crescimento bacteriano ao redor do disco contendo antibidtico, ou seja ndo

apresentaram o halo de inibi¢do em volta do disco.

Além da oxacilina (6pg), outros antimicrobianos também foram testados:
ampicilina (10png), penicilina G(10UI), cefalotina (30ug), gentamicina (10ug),
amicacina (30ug), netilmicina (30ug), tetraciclina (30ug), cloranfenicol (30ug),
clindamicina (2u1g), sulfametoxazol-trimetropin (23,75ug+25ug), imipenen (20uUg),
eritromicina (15ug), tobramicina (10ug) e vancomicina (30pg). A leitura das placas era
realizada entre 20 a 24 horas e os isolados SAROS classificados em sensiveis,

intermedidrios ou resistentes aos antimicrobianos de acordo com as recomendagdes do

(National Committee For Clinical Laboratory Standards) — (NCCLS, 1999), (Anexo 2).

Posteriormente, todos os 117 isolados foram semeados em placas contendo agar-
sangue azida e, a seguir, as colonias foram transferidas em tubos contendo meio Brain
Heart Infusion (BHI) mantidos a temperatura ambiente para tipagem por PFGE e em

Luria Bertani (LB) para tipagem por PCR.
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3.6. Métodos de tipagem epidemiolégica molecular

Os métodos moleculares utilizados neste estudo foram realizados no Laboratério
de Epidemiologia Molecular e Doencas Infecciosas (LEMDI) da Disciplina de
Infectologia da FCM-UNICAMP.

Os 117 isolados SARO (1995-2001) foram armazenados a -70°C para futura
realizacdo de tipagem molecular, utilizando andlise do padrao de perfil do DNA apods a
realizagdo da eletroforese em campo pulsado (PFGE) e a andlise do perfil gendmico

através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR-RAPD).

3.6.1. Obtenciao do DNA genomico para a técnica PFGE

A obtencdo do DNA genomico dos 117 isolados clinicos de SARO foi realizada
de acordo com o método de GOERING e DUENSING (1990) modificado. Oito a dez
coldnias de SARO foram cultivadas em 8,0 ml de caldo BHI, a partir de culturas em
placas de dgar - sangue e incubadas a 37° C por 18 horas, sob agitacdo. As células depois
de centrifugadas e lavadas foram estandardizadas por peso e diluidas igualmente
(peso/volume) em tampao EC (TRIS 0,006M, pH 7.,5; NaCl 1M; EDTA 0,1; Brij 58 a
0,5%; Sodium desoxycholate 0,2%; Sarkosyl 0,5%). Cinqiienta e cinco microlitros do
tampdo EC foram adicionados em cada 20ul de suspensdo bacteriana, seguida da adicao
de 675 ul de agarose de baixo ponto de fusdo a 1% (Low Melt Agarose 1%, Bio Rad
Lbs. Richmond, Ca, EUA) que foi dispensada em moldes acrilicos (Bio Rad Labs.).
Esses moldes de gel de agarose foram incubados a 35°C por 24 horas, contendo 2,0 ml
do tampao EC, com a adicao de 25 ul de lisostafina (Sigma Chemical,Ca, EUA) e de 10
pl de RNAse (Sigma Chemical, Ca, EUA).
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A solugdo tampiao foi aspirada e os blocos foram lavados vdrias vezes com
tampdo (TE: 1M EDTA; 1 M Tris pH 7,5), com intervalos de lavagem de 1 hora, sempre
mantidos sob leve agitacdo mecanica, a temperatura de 22°C. Em seguida, o tampdo TE
High Molarity foi aspirado dos blocos e substituido por 2 ml solu¢do ESP (EDTA 0,4 M
pH 9,3; Sarcosyl 1%; Proteinase K 1 mg/ml) e foi reincubado a 50°C por 24 horas. Apés
esse periodo os blocos foram lavados 4 vezes com 2 ml do tampao TE (Tris 0,1M, pH7,
5) com intervalos de 1 hora em cada lavagem a temperatura de 22°C. Ao final das

lavagens os blocos de agarose foram estocados, a 4 °C em 2 ml de TE.

A digestaio do DNA gendmico foi realizada por enzima de restricdo Smal
(CCCLGGG) (Gibco BRL, Life Techonologies, EUA), que reconhece e cliva seqiiéncias
de nucleotideos que aparecem poucas vezes no DNA. Metade de cada bloco de agarose
foi incubada por 24 horas a temperatura ambiente com 20U de Smal de acordo com
orientacOes do fabricante. Apds esse periodo, os blocos foram lavados com solu¢do TE
de baixa molaridade (TE: 1 mM Tris pH7,5;10 mM EDTA pH 7,5). Os blocos de
agarose foram inseridos em géis de agarose a 1% , em solugcdo tampao 0,5x TBE
(Trisma base; 4cido borico; EDTA 0,5M, pH 8,0). Os fragmentos apds serem digeridos
pela enzima de restricdo Smal foram separados pela eletroforese em campo pulsado,
usando o sistema CHEF-DRII (contour-clamped homogeneous eletric field; Bio Rad
Labs. Richmond, Ca, EUA).

A eletroforese foi executada em campo elétrico de 6 volts / cm, temperatura de
13,5°C por 19 h e pulsos intercalados de tempo de 5 e 35 segundos. Um marcador de
peso molecular (DNA Lambda Concatemer, Bio Rad Labs. Richmond, Ca, EUA) foi
inserido no primeiro pogo de cada gel para a estimativa do tamanho dos fragmentos
formados. Apds a corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de etidio e

fotografado sob transiluminagdo sob luz ultravioleta.
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3.6.1.1 Andlise comparativa dos perfis determinados por PFGE

Os padroes de bandas por PFGE foram analisados através do Software apds as
imagens auto-radiogréficas terem sido capturadas por um sistema de imagens digital IS-
1000 (Bio-capt MW, version 99, M&S Intruments Trading Inc), e foram comparados
usando o programa para andlise computacional Biogene (Vilbert-Loumart, Franca) e os
dendrogramas foram construidos com base no coeficiente de Dice com um intervalo de

confianga de 95%.

A relacdo de similaridade entre dois isolados foi estimada com base nos critérios
de interpretagdo para os padroes de fragmentos de bandas, produzidos pela digestdo do

DNA cromossdmico com a enzima Smal segundo TENOVER et al. (1995).

Isolados iguais: dois isolados sdo considerados geneticamente idénticos quando
os padroes de fragmentos de restricdo presentes em ambos os isolados apresentem o
mesmo numero de bandas com o mesmo peso molecular. A interpretacdo
epidemioldgica desses resultados € que os isolados sdo considerados derivados de uma

mesma cepa.

Isolados intimamente relacionados: um isolado é considerado intimamente
relacionado a cepa do surto quando seu padrdo de bandas, obtido pela PFGE, diferiu do

padrio da cepa do surto em duas a trés bandas.

Isolados possivelmente relacionados: um isolado é considerado possivelmente
relacionado a cepa do surto quando as modificagdes consistiram em até dois eventos
genéticos independentes, ou seja, observou-se 4 a 6 bandas diferentes, diferencas estas
explicdaveis por simples inser¢des ou delecdes de DNA ou por ganho ou de perda de

sitios de restrigdo.
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Isolados nao relacionados: um isolado € considerado ndo relacionado a cepa do
surto quando o perfil do DNA cromossdmico, obtido pela PFGE, difere do perfil da cepa
do surto em 3 ou mais eventos genéticos independentes, o que correspondeu geralmente

a diferengas de 7 ou mais bandas discordantes.

A andlise comparativa dos perfis de SARO obtidos por PFGE entre os periodos
de 1991 a 1993 e 1995 a 2001 foi realizada aplicando o teste Qui-quadrado MANTEL-
HAENSZEL com limite de significancia de (p<0,05).

3.6.2. Obtencao do DNA gendmico para a técnica RAPD-PCR

O DNA genomico das 117 cepas SARO foi obtido segundo AUSUBEL et al.,
(1987), partindo-se de 8 ml de crescimento das amostras em meio LB e incubadas por
18-24 h a 37°C, em duplicatas. A suspensdo celular foi centrifugada (12.000 rpm por 2
minutos), o sobrenadante descartado e o sedimento suspendido em 500 pul de Tampao
TE 1x (10mM Tris-HCI pH8,0 ¢ 1mM de EDTA), 49ul de lisozima e 1ul de RNAse.
(10mg/ml). A suspensdo foi homogeneizada em vortex e incubada a 37°C por 24 horas.
Ap6s esse periodo, foi adicionada uma mistura de 70 pl de SDS (Sodium Duodecyl
Sulfate) a 10% e 5 ul de Proteinase k (10 mg/ml). A suspensdo foi homogeneizada e
incubada a 65°C por 10 minutos. A seguir, foi adicionado 100 pl NaCl (5M) e a mesma
quantidade pré-aquecida a 65°C de CTAB/NaCl (8g de brometo de cetrimonio (Sigma
Chemical ,Ca, EUA) e 4,1g de NaCl dissolvidos em dgua MiliQ estéril, e o volume foi
completado para 100ml com dgua MiliQ estéril). A solucdo assim obtida foi agitada até
a formacao de um liquido de aspecto leitoso e incubada a 65°C por mais 10 minutos.
Ap6s esse procedimento, foram adicionados 750 pl da solug@o de cloroférmio-dlcool
isoamilico (24:1) (v/v) e essa mistura foi agitada por 10 segundos. O material foi

centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante aquoso formado (600 pl) foi
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cuidadosamente transferido para outro tubo de reacdo e o DNA gendmico precipitado
com 0,6 x volumes de isopropanol (PA) (- 20°C) e a mistura foi mantida a temperatura
de —20°C por 1 hora. Apés este periodo, a solucdo foi centrifugada a 12000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante descartado. O sedimento foi, por centrifugacao, lavado 2 vezes
com solugdo de etanol 70% a —20°C. Apés esse procedimento, o DNA foi secado a
temperatura ambiente e ressuspenso com movimentos cuidadosos e circulares em 50 ml
de tampdo TE pH 8,0. O 4cido nucléico extraido foi conservado a temperatura de —20°C

até o momento de ser usado para a técnica RAPD-PCR.

3.6.2.1. Determinacao da concentracao de DNA genomico

O DNA extraido das cepas de SARO isoladas de pacientes internados no HC-
UNICAMP foi diluido 1:20 e 1:100 e a concentracio do DNA gendmico foi
determinada através de leitura em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda A=260 e

A=280.

3.6.2.2. Amplificacado do DNA genomico de cepas hospitalares de SARO por
“Randon Amplification of Polymorphic DNA” (RAPD) através da “Reacao em
Cadeia da Polimerase” (PCR).

O método RAPD para este estudo foi realizado através do PCR utilizando
iniciador OPR 8: 5’-CCCGTTGCCT-3’ (Operon Technologies), (quadro 1), que em um
experimento-piloto mostrou uma boa habilidade para discriminar os isolados clinicos de
SARO, em um volume final de 25ul, como descrito por AUSUBEL et al., (1987). O
iniciador OPR 8 foi diluido para 20 pmol e utilizou o Kit Ready-To-Go™™ PCR Beads

(amersham pharmacia biotech), de acordo com protocolo (quadro 2).
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A reacdo foi realizada no termociclador que foi programado nas seguintes
condicdes de amplificagdo: 94°C (5 minutos-denaturagdo inicial), 35 ciclos de: 94°C (1
minuto)-denaturagdo, 35°C (2 minutos) anelamento do iniciador, 72°C (1 minuto)
extensdo pela Taq polimerase e incorporagdo de nucleotideos e 72°C (10 minutos-
extensdo final), conforme quadro 3. Apés o término dos 35 ciclos, as reagdes de PCR -
RAPD foram mantidas a 4°C e os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% e em tampao TBE 5x (0,1M Tris; 0,1M &cido
borico; ImM EDTA (pH: 8,4) a 80V por 1 h 30.

Aproximadamente 25 pl do produto da reacdo de PCR-RAPD foram aplicados na

canaleta juntamente com Sul do tampdo de ressuspensdo 5X (sacarose 50%; azul de

bromofenol 0,25%; xileno cianol FF 0,25%).

Posteriormente o gel foi corado em 0,5ug de brometo de etidio por ml de dgua
destilada durante 30 minutos e lavado em dgua destilada. A visualizacdo das bandas foi
feita sob luz ultra-violeta (UV) e o gel fotografado utilizando-se filme Polaroid 667 31/4
x 4 V4, como descrito por SAMBROOK et al. (1989).

O iniciador arbitrdrio utilizado dirigiu a sintese de vdarios segmentos de DNA
simultaneamente em diversos pontos do genoma, resultando assim em vdérias bandas no
gel. O tamanho dos fragmentos foi determinado com base no de peso molecular do

marcador 1 Kb plus DNA-Ladder (Gibco-BRL) (Life Technologies).

3.6.2.3. Oligonucleotideo iniciador utilizado nas amplificacoes do DNA genomico

O iniciador OPR-8 utilizado na técnica de RAPD-PCR foi selecionado e

sintetizado a partir do fabricante (Operon Technologies, Inc).
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O oligonucleotideo foi ressuspenso em 1,0 ml de 4gua ultrapurificada pelo
sistema Mili-Q esterilizado e mantido a 4°C até completa dissolucdo (cerca de 1 hora). A

suspensao foi distribuida em aliquotas de 100 pl e mantidas a -20°C.

3.6.2.4. Analise comparativa dos isolados hospitalares de SARO pela técnica de

tipagem RAPD-PCR

Os padroes de bandas por RAPD foram analisados através do Software apos as
imagens auto-radiogréficas terem sido capturadas por um sistema de imagens digital IS-

1000 (Bio-capt MW, version 99, M&S Intruments Trading Inc).

Os padroes de RAPD foram comparados usando o programa para andlise
computacional Biogene (Vilbert-Loumart, Franc¢a) e os dendrogramas foram construidos

com base no coeficiente de Dice com um intervalo de confianca de 95%.

O método analisou os fragmentos polimerizados de cepas SARO, detectando o
polimorfismo pela reacdo de amplificacdo, usando o iniciador aleatério OPR-8. Os
isolados foram considerados similares quando apresentaram mais de 80% de

similaridade entre as cepas de SARO pelo coeficiente de Dice.
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Quadro 1. Iniciador utilizado na técnica de RAPD-PCR para a caracterizacio

molecular dos isolados de SARO de pacientes hospitalizados (1995-2001).

Nome do Concentracao Tamanho Técnica em que
Seqiiéncia (5" A 3")
Inicializador pg/ml pb o iniciador foi
utilizado
OPR 8 CCC GTTGCCT 19,0 10 RAPD

Quadro 2. Protocolo da reacio de RAPD-PCR para a caracterizacio

molecular dos isolados de SARO de pacientes hospitalizados.

PCR- DNA Inicializador Inicializador 2 H,0
Técnica
Beads  200ng/pl (50uM) (50uM) *P
50ng//pl OPR-8

RAPD 01 2,5 uL 2,5uL _ 25,0 uL

(A) H,0 Destilada pelo Sistema Mili-Q esterilizada

Quadro 3. Ciclos de amplificacdo padronizados e utilizados na técnica molecular
RAPD-PCR.

Extensao
Técnica Denaturacdo Anelamento  Extensao Estoque
Final
94°C 94°C 35°C 72°C 72°C 4°C
RAPD '
5 min 1 min 1 min 2 min 10 min

35 ciclos 35 ciclos 35 ciclos
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4. RESULTADOS
4.1. Surto intra-hospitalar por SARO

A distribuicdo das cepas hospitalares de SARO, segundo as especialidades
médicas e a localizagdo topografica das infec¢Oes hospitalares: 37 isolados de ferida
cirirgica; 38 de secrecdo respiratorias baixas (secre¢do bronquica, lavado bronco-
alveolar e escarro); 28 de cateter vascular central; 49 de hemoculturas; 14 de urina e 24

de outros diversos sitios de infec¢do. (Representada na tabela 1).

Tabela 1. Distribuicao dos sitios de isolamento das 117 cepas de SARO isoladas de
94 pacientes no periodo de 1995-2001 e das 73 cepas de SARO isoladas de 58
pacientes no periodo de 1991-1993 no HC-UNICAMP-Campinas

N° de isolados (%) *N° de isolados (%)
Sitio de isolamento 1995-2001 1991-1993
Sangue 45 (38,5) 04 (5,4)
Ferida cirdrgica 14 (11,9) 23 (31,5)
Secrecdes-respiratorias- 18 (15,9) 20 (27.4)
baixas (bronquica/lavado
bronquico e escarro)
Cateter vascular central 15(12,9) 13 (17,8)
Urina 14 (11,9) -
Outros diversos sitios 11 (9,4) 13 (17,8)
TOTAL 117 (100%) 73 (100%)

*Dados referentes ao estudo de Moretti-Branchini (1998)
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4.2. Padrao de suscetibilidade a antimicrobianos

A realizacdo dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foi feita pelo
método de difusdo em disco de acordo com BAUER et al (1996), representados na
tabela 2. Todas as cepas analisadas exibiram alto nivel de resisténcia aos seguintes
antibidticos: ampicilina, cefalotina, eritromicina, penicilina, tobramicina e oxacilina. A
sensibilidade a vancomicina ocorreu em todos os isolados de SARO.

Os padroes de susceptibilidade para interpretacdo de halo de inibi¢cdo das 190

cepas de SARO estudadas no periodo de 1991-2001 encontram-se no anexo 2.

Tabela 2. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das cepas de SARO isoladas de
pacientes hospitalizados no periodo de 1991-2001 no HC-UNICAMP.

Isolados sensiveis no periodo Isolados sensiveis no periodo

Antibiéticos
de 1995-2001 1991-1993
*Vancomicina 117 73
Pefloxacina - 10
Ciprofloxacina - 05
Netilmicina 56 23
Amicacina 02 02
Cloranfenicol 32 03
Clindamicina 08 02
Gentamicina 08 -
Tetraciclina 04 -
Tobramicina 05 -
Sulfametoxazol + 02 .
Trimetropina

* Todas as cepas apresentaram resisténcia a oxacilina.

* todas as cepas apresentaram sensibilidade & vancomicina
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4.3. Analise do DNA genémico por PFGE

A técnica de PFGE é uma variagdo da eletroforese convencional, onde a corrente
elétrica varia alternadamente de dire¢do e o uso de enzimas de restricdo Smal com sitios
de reconhecimento permitem a digestdo do cromossomo em fragmentos de diferentes

pesos moleculares (SADER et al., 1994).

O estudo comparou o perfil gendmico das 117 cepas estudadas no periodo de
1995 a 2001 com o perfil das 73 cepas estudas por MORETTI-BRANCHINI et al.
(1993) no periodo de 1991 a 1993.

O estudo do DNA gendmico por PFGE permitiu a caracterizagdo de acordo com
TENOVER et al. (1995) de 03 diferentes grupos de perfis cromossdomicos de SARO: o
perfil da cepa endémica, denominado de A, o grupo do perfil AM ou muito relacionado
e o grupo do perfil AP ou possivelmente relacionado representado na tabela 3 e na figura
1.

A digestdo com a enzima de restri¢do Smal mostrou um padrao de DNA digerido
contendo mais de 15 bandas com peso molecular variado. Isolados com padrao idéntico
em tamanho e n° de bandas foram considerados como idénticos e foi denominado A ou
cepa endémica. Isolados com padrdo de bandas que diferiam da cepa endémica de 2 a 3
bandas foram considerados como do grupo AM ou perfil muito relacionado ao A e,
isolados com padrao de bandas que diferiam de 4 a 6 fragmentos diferentes comparados
com a cepa endémica foram denominados de AP ou perfil possivelmente relacionado ao

perfil A.

O padrio A presente em 80 isolados clinicos, foi o mais freqiientemente
encontrado e apresentou 4 bandas bem definidas aproximadamente entre 436,5 Kb e

291,0 Kb. Proximo a 194,0 Kb forma-se um conjunto pouco definido de mais 4 bandas,
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sendo que em eletroforeses repetidas as cepas apresentavam este conjunto de bandas ora
juntas, ora separadas em grupos de duas. Ainda com peso semelhante ou menor de 97,0
Kb apresenta-se um aglomerado de bandas pouco definido. Entre as cepas hospitalares
analisadas por PFGE, algumas representaram isolados seqiienciais de um mesmo

paciente, porém em datas diferentes e de espécimens diferentes.

4.3.1. Estudo molecular de cepas hospitalares de SARO no periodo de 1995-2001

O estudo molecular do DNA genomico dos 117 isolados SARO, mostrou que 80
(68,4%) apresentaram o perfil A; 18 (15,4%) perfis do grupo AM 18 (15,4%)
apresentaram perfis do grupo AP. O perfil A foi identificado neste estudo como a cepa
epidémica. Houve a ocorréncia de uma cepa com perfil diferente do endémico,
representado pelo perfil B. O perfil A também predominou como cepa endémica no
estudo do periodo de 1991-1993. O resultado do periodo 1995-2001 esta representado

nas figuras 1 e 2. O coeficiente de similaridade encontra-se nas figuras 4 e 5.

Analisando o periodo de 1991-2001, o estudo detectou por PFGE o mesmo perfil
gendmico endémico A em 135 (71%) das cepas de SARO durante os 10 anos de
seguimento epidemiologico molecular dos isolados clinicos de SARO no HC-
UNICAMP. Niao houve uma diferenca significativa em relagdo aos dois periodos

estudados.

O perfil AM detectado em 21(17,8%) cepas e AP em 22 (19,5%) por PFGE
durante o periodo estudado podem representar novos clones que se encontram na

institui¢ao.
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Figura 1. Perfis de DNA genémico digerido com enzima de restricio Smal por
PFGE de cepas de SARO isoladas de pacientes hospitalizados no periodo de maio
de 1995 a agosto de 2001.

436,5
388 -

-
s =2 -
242.5 — -
194
145,5
97

48,5

Canaleta 1: marcador de peso molecular (4 Ladder-Bio Rad).
Canaletas 2, 7 e 8: perfis SARO possivelmente relacionados (AP).
Canaletas 3, 4 e 5: perfis SARO muito relacionados (AM).

Canaleta 6: perfil A (cepa endémica).
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Figura 2. Perfis de DNA genomico muito relacionados, possivelmente relacionados

ao perfil endémico A e perfil B de cepas hospitalares de SARO por PFGE

presentes no periodo de maio de 1995 a agosto de 2001.

339.5
291-
242.5
194-
145.5
97-
48.5-

Canaleta 1: marcador de peso molecular (A Ladder-Bio Rad).

Canaleta 2: perfil B.
Canaletas: 4, 5 e 6 perfil muito relacionada (AM).

Canaletas: 3,7,8 e 9: perfil possivelmente relacionada (AP).

Resultados
36



Tabela 3. Distribuicdo dos perfis de DNA genémico de cepas hospitalares de SARO

no periodo de maio de 1995 a agosto de 2001, segundo o critério de interpretacao de

TENOVER et al. (1995) referente a figura 1.

Canaleta N° de fragmentos diferentes N° cepas Perfil
comparados com a cepa endémica
02 04  possivelmente relacionada 18 AP
03 03 muito relacionada AM
04 01 muito relacionada 18 AM
05 01 muito relacionada AM
06 cepa endémica 80 A
07 04  possivelmente relacionada AP
08 01 possivelmente relacionada AP
Resultados
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4.3.1.1. Estudo molecular de cepas hospitalares SARO do periodo de 1991-1993

O estudo molecular das 73 cepas de SARO apds digestdo com enzima de
restricdo Smal mostrou cinco perfis de DNA genomico: A, B, C, D e E. O perfil A foi
identificado, neste estudo, como a cepa endémica e 55 cepas (75,3%) foram incluidas.
A cepa endémica estd representada pelas canaletas 05, 06, 07 na figura 3. O perfil A teve
duas categorias geneticamente relacionadas: o perfil muito  relacionado AM

representado por 3 cepas (4,1%) e 4 cepas (5,8%) o perfil AP.

Na tabela 4, ¢ possivel observar os perfis encontrados no periodo de 91-93
segundo critério de interpretacdo de TENOVER et al. (1995) e a figura 6 mostra o

dendrograma o coeficiente de similaridade.

O dendrograma mostrando o coeficiente de similaridade entre os 10 anos de
estudo molecular de cepas de SARO de pacientes com IH se encontra na figura 7. A
distribui¢do dos perfis de SARO identificados por PFGE nos dois periodos se encontra

na tabela 5.
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Figura 3. Perfis de DNA genomico digerido com enzima de restricao Smal seguido
de PFGE das cepas de SARO de pacientes hospitalizados entre o periodo de abril
de 1991 a fevereiro de 1993, responsaveis por surto no HC-UNICAMP.

Canaleta 1: Marcador de peso molecular (A Ladder, Biorad).

Canaletas 2, 9, 12 e 13: perfis SARO possivelmente relacionados (AP).
Canaletas 3, 4 e 14: perfis SARO muito relacionados (AM) .
Canaletas 5, 6 e 7: perfil A (cepa endémica).

Canaletas 8, 10, 11 e 15: respectivamente perfis E, D, C e B.
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Tabela 4. Distribuicio dos perfis de DNA genomico das cepas de SARO de
pacientes hospitalizados no periodo de abril de 1991 a fevereiro de 1993 segundo o

critério de interpretacao de TENOVER et al. (1995) referente a figura 3.

Canaleta N° de fragmentos diferentes N°de Cepas Perfil

comparados com a cepa endémica

02 3 Possivel 1 AP

03 1 Muito relacionada 1 AM
04 2 Muito relacionada 1 AM
05 Cepa endémica - 55 A
06 Cepa endémica - - A
07 Cepa endémica - - A
08 7 Diferente 4 E
09 6 Possivel 1 AP
10 7 Diferente 3 D
11 >7 Diferente 3 C
12 4 Possivel 1 AP
13 6 Possivel 1 AP
14 1 Muito relacionada 1 AM
15 >7 Diferente 1 B

* Referente ao estudo de Moretti-Branchini (1998)
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Figura 4. Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Dice
ilustrando a relacao das cepas de SARO de pacientes hospitalizados no periodo de

maio de 1995 a agosto de 2001 por PFGE referente a figura 1.
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Figura 5. Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Dice
ilustrando a relacao das cepas de SARO de pacientes hospitalizados no periodo de

maio de 1995 a agosto de 2001 por PFGE referente a figura 2.
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Figura 6. Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Dice
ilustrando a relacao das cepas de SARO de pacientes hospitalizados no periodo de

abril de 1991 a fevereiro de 1993 por PFGE referente a figura 3.
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Figura 7. Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Dice
ilustrando a relacdo das cepas SARO de pacientes hospitalizados no periodo de

abril de 1991 a fevereiro de 1993 e maio de 1995 a agosto de 2001.
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Tabela 5. Distribuicao dos perfis identificados por PFGE dos isolados SARO em

pacientes hospitalizados no periodo de abril de 1991 a fevereiro de 1993 e maio de

1995 a agosto de 2001 do HC-UNICAMP.

Perfil PFGE

A
AM
AP
B
C
D
E

Total de perfis

diferentes

Total de cepas

estudadas

80 (68.4)
18 (15,4)
18 (15,4)
01 (0,85)

01

117 (100)

n’ cepas periodo n° cepas periodo

1995-2001(%) 1991-1993(%)

55(75,3)
03 (4,1)
04 (5.8)
01 (0,73)

03

03

04

11

73 (100)

Total de cepas
(valor de p)
1991-2001 (%)
135 (71,0) 0,30
21 (11,0) 0,03
22 (11,6) 0,03
02 (1,4)
- <0,05
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4.4. Analise do DNA genomico por RAPD-PCR

A tipagem do DNA gendmico por RAPD-PCR dos 117 isolados clinicos de
SARO do periodo de 1995 a 2001 mostrou 2 padrdes diferentes de agrupamento de alto
grau de similaridade. Apés a amplificacdo do DNA com iniciador OPR 8: 5’-
CCCGTTGCCT-3’, os padroes foram denominados de a e b.

Foi designado padrio a quando as cepas apresentaram 08 a 10 fragmentos
amplificados e o padrdo b por apresentar de 05 a 07 fragmentos amplificados. Nao
houve relagdo entre os perfis obtidos por RAPD com qualquer dos perfis observados por
PFGE do perfil endémico, ou nos grupos de perfis AM e AP. No entanto, foram
observadas variacdes pequenas em relacdo ao n° de bandas, alguns perfis apresentaram

um ndmero maior de fragmentos, porém, a maioria teve 0 mesmo peso molecular.

A figura 8 mostra o resultado dos fragmentos polimerizados ao acaso. Com o
resultado obtido, foi construido um dendrograma de similaridade que permitiu o
agrupamento das cepas em dois grupos apresentando um elevado grau de
relacionamento genético, representado na figura 9. A distribui¢@o dos perfis encontrados
por RAPD-PCR no periodo de maio de 1995 a agosto de 2001 esta ilustrada na tabela
06.

4.5. Analise comparativa dos métodos moleculares aplicados

A comparagdo quanto ao porcentual de concordancia entre os perfis identificados
por PFGE e RAPD-PCR de DNA cromossdmico de cepas SARO isoladas de pacientes
hospitalizados no periodo de maio de 1995 a agosto de 2001 estd representada na tabela

07.
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Figura 8. Gel de agarose a 1,5% demonstrando o resultado dos fragmentos
polimerizados ao acaso (RAPD-PCR) de DNA cromossomico das cepas de SARO
isoladas de pacientes hospitalizados no periodo de maio de 1995 a agosto de 2001,

utilizando o iniciador OPR 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1000-
800 —
600 —
400 -

200 -
100 -

Canaleta 1: peso molecular em pares de base.
Canaleta 2, 3,4, 7, 12 e 13: Perfil b.
Canaleta 5,6, 8,9, 10, 11 e 14: Perfil a.
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Figura 9. Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Dice
ilustrando a relacdo das cepas de SARO isoladas de pacientes hospitalizados no

periodo de maio de 1995 a agosto de 2001, por RAPD-PCR.
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Tabela 6. Distribuicdo dos perfis identificados por PCR-RAPD de DNA
cromossomico de cepas de SARO isoladas de pacientes com infeccao hospitalar no

periodo de maio de 1995 a agosto de 2001, utilizando o iniciador OPRS.

Perfil PCR-RAPD N° de isolados (%)
a 43 (35,5)
b 74 (74,5)
TOTAL 117 (100)

Tabela 7. Comparacao dos perfis identificados por PFGE e PCR-RAPD de DNA
cromossomico de cepas de SARO isoladas de pacientes hospitalizados no periodo de

maio de 1995 a agosto de 2001.

Perfil PFGE Perfil RAPD-  N*de Cepas  N"de Cepas (%) de
PCR PFGE RAPD-PCR  concordancia
A a 80 39 48,8
b 41 51,2
B b 01 ] ]
a 01 100
AM a 13 ] ]
b 18 100
AP a 18 03 16,6
b 15 83,3
TOTAL 117 117
Resultados
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5. DISCUSSAO

Durante a ultima década, um grande nimero de novas técnicas de tipagem tém
sido desenvolvidas para serem aplicadas em estudos epidemioldgicos de uma grande
variedade de microrganismos hospitalares. Os métodos de tipagem de patdgenos,
quando usados de modo racional e apropriado e em conjuntos com dados
epidemioldgicos tém facilitado o trabalho dos clinicos e dos epidemiologistas

hospitalares.

Os estudos de tipagem das cepas coletadas durante periodos varidveis como
semanas, meses ou anos, podem apresentar pequenas variacdes nos padroes de DNA
genOmico quando analisados pelas técnicas moleculares tais como: andlise plasmidial,
PFGE, PCR entre outras (MASLOW et al.,, 1995; VAN BELKUM et al.,, 1998;
TAMBIC et al., 1999; AFIZAH et al., 2002).

A observacdo do aumento do nimero de casos de IH por SARO no HC-
UNICAMP, levou a uma investigacao mais detalhada da epidemiologia dos SARO nessa
institui¢do, fazendo-se necessdria a aplicacio de métodos de tipagem molecular para
definir a relacio epidemioldgica entre as cepas de SARO estudadas no periodo de 1991-

2001.

As técnicas moleculares com o proposito de analisar o DNA gendmico estdo
sendo utilizadas na diferenciacdo de cepas SARO (NAWAS e LANE, 1998;
MCDOUGAL et al., 2003). Entretanto, a aplicacdo de métodos moleculares para SARO
tem sido dificil, pois a maioria das cepas € derivada de poucos clones (TENONER et al.,
1997; OLIVE e BEAN, 1999; HUANG et al.,, 2004). A alta incidéncia e a longa
permanéncia das cepas de SARO no HC-UNICAMP, levou a investigacio mais
detalhada da epidemiologia desta bactéria utilizando métodos de tipagem molecular para

estudar sua relacdo epidemioldgica.
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A técnica de PFGE tem sido considerada como confidvel para a tipagem de
SARO em diversos estudos na literatura nacional e internacional, sendo capaz de
produzir padrdes de fragmentos diferentes para cepas ndo relacionadas
epidemiologicamente (MONTESINOS et al., 2002). A habilidade da técnica de PFGE
em diferenciar cepas de SARO faz com que o método seja o escolhido na investigacado
de surtos e na transmissao de infec¢do nosocomial de SARO (ALFIZAH et al., 2002;
STRUDEN et al., 2003).

Estudos epidemioldgicos necessitam de varios métodos moleculares, e a
caracterizacdo pela endonuclease restricdo, Smal, tem alto poder discriminatério na
identificacdo de subtipos dentro de cepas isoladas em hospitais, para melhor delinear o

controle da infec¢do de cepas de SARO dentro do hospital.

Por outro lado, para as técnicas que utilizam o método de PCR, embora técnicas
mais faceis e rdpidas do que PFGE depara-se com o problema da falta de critérios
estabelecidos na literatura para a interpretagdo comparativa entre as cepas bacterianas
(YOUNG et al., 1994; POWER, 1996; TAMBIC et al., 1997, MONTESINOS et al.,
2002). Deste modo, o PFGE ¢é considerado a técnica padrdo ouro para a tipagem dos
SARO na investigacdo epidemiologica (ALFIZAH et al., 2002; MONTESINOS et al.,
2002; AIRES et al., 2003; STRUDEN et al., 2003).

Os trabalhos da literatura sobre métodos de tipagem com fins epidemioldgicos
tém dado preferéncia por mais de uma técnica. Porém a correlacio entre diferentes
métodos de tipagem tem demonstrado que a utilizacdo de outros métodos mais recentes
de tipagem molecular, como RAPD-PCR, ERIC-PCR, REP-PCR nio tem aumentado a
capacidade discriminatdria da técnica PFGE (MONTESINOS et al., 2002; STRUDEN et
al., 2003).

No presente estudo, empregou-se o0 PFGE para a caracterizagdo do seguimento

molecular das cepas de SARO de pacientes hospitalizados no HC-UNICAMP, por um
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periodo seqiiencial de 10 anos. Durante o periodo de 1995-2001, prevaleceu a mesma
cepa endémica encontrada no estudo comparativo do periodo de 1991-1993, perfil A, e

foi representada por 68,4% dos 117 isolados.

O estudo de 1991-1993 mostrou a distribuicao clonal desta cepa endémica, perfil
A (75,3%), disseminada nos diferentes setores do hospital. Durante este periodo ainda
foi possivel detectar cepas muito relacionadas, cepas possivelmente relacionadas e
outros perfis diferentes do A, com base nos critérios de TENOVER et al. (1995). No
entanto, houve aumento do nimero de cepas muito relacionadas e possivelmente
relacionadas quando comparadas ao estudo no periodo de 1991-1993, e somente uma

cepa nao relacionada foi detectada no periodo de 1995-2001.

Com base nos estudos de TENOVER et al. (1995) e BLANC et al. (2001), sobre
a relacdo genética das cepas, os nossos dados sugerem que os perfis AM e AP sdo parte
do mesmo clone A que se disseminou pelo HC e persistiu durante os 10 anos que
compreenderam este estudo. Os perfis considerados como nio relacionados que foram
encontrados no periodo 1991-1993, ndo mais foram detectados no periodo
compreendido em 1995-2001, porém neste periodo, uma tnica cepa apresentou perfil
ndo relacionado, reconhecido como perfil B, que também foi identificado entre cepas

estudas em 1991-1993.

O estudo mostrou a importancia de técnicas de tipagem molecular em surtos
hospitalares de cepas SARO, uma vez que o resultado revelou perfil molecular A nos
dois periodos, em mais de 50 % das cepas e perfis muito e possivelmente relacionados
nas demais cepas. O encontro de isolados SARO com perfil idéntico ou semelhante
durante um surto sugere fortemente transmissdo da cepa endémica entre pacientes e
indica a necessidade enérgica de implementacdo de medidas de controle (SADER et al.,

1995).

O emprego de uma outra técnica de tipagem como o RAPD-PCR buscou uma
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ajuda para o estudo por PFGE. No entanto, quando foi analisado o resultado da tipagem,
por RAPD-PCR, foram identificados dois diferentes padrées de agrupamento; o
agrupamento a que foi representado por 43 (36,7%) cepas com o numero de bandas
variando de 8 a 10 enquanto e o agrupamento b foi representado por 74 (53,3%) cepas e
o nimero de fragmentos variou de 5 a 7. O coeficiente de similaridade entre o grupo a e
b, obtido através desta técnica foi de 86%, também sugerindo a distribui¢do clonal de

uma mesma cepa hospitalar.

Os resultados encontrados neste estudo sugerem estar claro que o PFGE

apresentou melhor poder discriminatério.

Sabe-se que, esta mesma cepa endémica A, analisada por PFGE encontrada em
nosso hospital, foi identificada em outros estudos em diversos hospitais brasileiros,
configurando sua distribui¢do geografica no territério nacional (TEIXEIRA, 1995;
SADER et al., 1994). Pode tratar-se de uma possivel disseminag@o entre os hospitais ou
estar relacionado ao limitado nimero de clones originarios de SARO, fazendo com que

cepas com mesmo perfil gendmico de PFGE sejam encontradas em diversos hospitais.

SADER et al. (1994) quando estudaram 30 amostras de SARO e observaram a
disseminacdo de um perfil SP em 8 de 9 hospitais da cidade de Sdo Paulo, que se trata
do mesmo perfil endémico A em nosso hospital, confirmado por estudos posteriores do
mesmo autor (informagdo pessoal do autor). TEIXEIRA (1995) também descreveram a
disseminacdo de uma mesma cepa SARO em diversos hospitais no Brasil. PADOVEZE
(1998) no seu estudo da epidemiologia molecular dos SARO em pacientes com SIDA,
no HC-UNICAMP, descreveu a predomindncia de um tunico padrdo A detectado por
PFGE, sugerindo macica disseminacdo intra-hospitalar deste agente, com o0 mesmo

perfil caracterizado como a cepa endémica do nosso estudo.

Em nosso estudo ndo foi possivel determinar por que o clone endémico A e os

clones geneticamente relacionados AM e AP estiveram presentes por 10 anos no mesmo
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hospital universitario. Isolados possivelmente relacionados tém sido relatados entre
isolados coletados em intervalos de tempo longo (>6 meses) ou coletados de um grande
nimero de pacientes envolvidos em surtos prolongados. Mas a presenca macica de um
mesmo perfil gendmico em nosso hospital sugere a aquisi¢do, a permanéncia € a

transmissdo nosocomial da cepa endémica.

Considerando-se que das 190 cepas de SARO deste estudo 21 foram
representadas pelo perfil AM, e 22 pelo perfil AP, conclui-se que as cepas AM e AP sdo
derivadas do clone A, restando apenas 12 cepas (6,3%), ndo relacionadas. Este resultado
sugere que os isolados de SARO com perfil A do HC-UNICAMP estao presentes como
cepas endémicas desde o inicio deste estudo, e os outros perfis AM e AP encontrados
podem estar se comportando como novos clones disseminando em nosso hospital. As
cepas de perfil A ja deviam estar no hospital hd anos antes e por longa permanéncia e
adaptabilidade sofrendo eventos genéticos tais como delecdo e inser¢do de DNA

cromossOmico e originando aos clones AM e AP.

O estudo de tipagem molecular referente aos isolados de SARO do periodo de
1995 a 2001 mostrou um aumento de perfis AM e AP, sugerindo que hd também uma

boa adaptabilidade das cepas em nosso hospital.

Apesar da presenca de clones AM e AP durante todo o periodo de estudo com
um aumento durante o periodo 1995-2001 quando comparado ao periodo de 1991-1993,
o perfil A esteve em 68,4% das cepas do periodo 1995-2001, e em 75,3% das cepas do
periodo de 1991-1993, sugerindo também sua adaptacdo ao ambiente hospitalar como os

clones de cepas relacionadas.

Perfis possivelmente relacionados sdo encontrados geralmente em cole¢des de
cepas quando estudadas em longos periodos de tempo ou mesmo em grande nimero de
pacientes que estiveram envolvidos em epidemias ou surtos muito prolongados. Deste

modo, os perfis possivelmente relacionados podem se originar como novos clones que
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se encontram disseminados em nosso hospital (SADER et al., 1994).

A reducdo de cepas relacionadas com cepas ndo relacionadas foi observada
quando se aplicou o teste Qui-quadrado MANTEL-HAENSZEL e somente 11 cepas
apresentaram padrdes diferentes nos dois periodos com limite de significancia de valor

(p<0,05) interpretado como um resultado significativo.

O mecanismo de transmissdo das cepas de SARO intra-hospitalar ndo foi
devidamente esclarecido neste estudo. No entanto, um fator que pode estar relacionado
¢ o fato do HC-UNICAMP ser um hospital universitdrio, com alta rotatividade do
pessoal da drea da saude, onde um maior nimero de pessoas circulam e entram em
contato com pacientes como: alunos, residentes e pés-graduandos, contribuindo para o
aumento da dissemina¢do de uma cepa endémica e na manutengdo do surto (MORETTI-
BRANCHINI, 1998). Estes fendmenos enfatizam a importancia do conhecimento da
situacdo epidemioldgica, da prevencdo e do controle das infec¢des por SARO, pois
conforme ja foi observado por vdrios autores, a resisténcia a oxacilina vem sempre

acompanhada da resisténcia por diversos outros antibidticos (LEE et al., 1996;

JORGENSEN et al., 1996).

Quando analisou o periodo de 1995 a 2001 pela técnica de PFGE foi possivel
verificar que apresentou melhores resultados discriminatdrios entre os isolados quando
comparada ao RAPD-PCR, como também um melhor entendimento da epidemiologia

molecular destas cepas hospitalares.

Estudos com diferentes bactérias comparando o poder discriminatério de RAPD
com outras técnicas, chegaram a conclusodes diferentes (TAMBIC et al., 1997; OLMOS
et al., 1998; FUNG et al., 2001). SAULNIER et al. (1993) reportaram em seus estudos
que a andlise da tipagem molecular por RAPD de cepas SARO foi menos
discriminatéria que por PFGE, mas HOJO et al. (1995), mostraram em seus estudos que

o resultado da tipagem por RAPD correlacionaram bem com o resultado por PFGE.
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Outros estudos utilizando um niimero maior de diferentes iniciadores reportaram
sucesso quando utilizado ensaios RAPD-PCR para distinguir diversas cepas de bactérias
incluindo SARO, apresentando uma diversidade maior entre as cepas estudadas

(SAULNIER et al., 1993; OLIVE e BEAN, 1999; FUNG et al., 2001),

Em nosso estudo, a técnica de PFGE apresentou resultados excelentes em poder
discriminatdrio e a literatura mostra que € altamente confidvel nas investigacOes de
entidade gendmica entre cepas SARO envolvidas em surtos hospitalares, embora exija

equipamentos mais sofisticados e caros (MCDOUGAL et al., 2003).

O RAPD-PCR ¢ mais rapido, menos oneroso, € interpreta minuciosamente uma
regido correspondente a 1% de todo material genético. Porém, seu poder discriminatdrio
tem sido considerado na literatura inferior ao PFGE (TAMBIC et al., 1999; DEPLANO
et al., 2000; BLANC et al., 2001; MONTESINOS et al., 2002). O RAPD-PCR por ser
uma técnica de fécil execugdo e rapida, pode ser utilizado como método complementar

de outra técnica, inclusive para o PFGE, nas investigacdes de surto em nosso pais.

A versatilidade do RAPD ¢ responsavel por um amplo registro de sua aplica¢do
na literatura, que inclui a tipagem de grande parte das bactérias de maior interesse na
clinica médica. Entretanto, estudo multicéntrico coordenado por VAN BELKUM (1995)
demonstrou variabilidade dos resultados entre diferentes laboratérios na tipagem de

isolados S. aureus.

Quando comparando as duas técnicas, o grande nimero de estudos na literatura
que utiliza 0 RAPD-PCR como método de tipagem molecular refere-se a variabilidade
ou a ndo padronizacdo de iniciadores aleatdrios nestes estudos. J4 no PFGE, tanto a
técnica como a enzima de restri¢do sdo padronizadas nos diferentes estudos. Deste modo
ha dificuldade de se estudar comparativamente os nossos dados com os dados da

literatura.
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Entretanto ndo foi possivel elucidar porque somente a cepa endémica e seus
clones permaneceram por todo esse tempo no hospital, mas a tipagem epidemioldgica de
SARO pelos dois métodos utilizados, foi particularmente tutil mostrando que a maioria

das cepas foram derivadas de clones relacionados.

A andlise dos padrdes identificou o perfil endémico A no estudo de 1991-2001
por PFGE e mostrou um coeficiente de similaridade de 96% entre os perfis estudos e foi

considerado ser o mesmo perfil A.

A andlise de similaridade entre os perfis encontrados por RAPD-PCR, onde foi
observado um coeficiente de similaridade de 86% entre os isolados, permitiu o
agrupamento das cepas em dois grupos apresentando um elevado grau de

relacionamento genético entre todas as cepas.

Virios estudos mostram a disseminagdo clonal de cepas SARO inter hospitalar e
relatam também que uma vez cepa endémica introduzida no hospital, € dificil ser
erradicada resultando no aumento da incidéncia de infec¢Ges nosocomiais por SARO
(BOYCE, 1996; SALMENLINA et al., 2001; WANG et al., 2002; SAMY et al., 2003;
MCDOUGAL et al., 2003; HUANG et al., 2004).

E importante a definicio do comportamento epidemiolégico dos microrganismos de
transmissdo hospitalar no que se refere a disseminacdo de um mesmo clone, sendo que
essa informagdo pode direcionar medidas de controle da disseminagdo destes

microrganismos nas diferentes unidades de um hospital.
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Nosso estudo demonstrou a contribui¢do da aplicagdo dos métodos de tipagem
molecular na epidemiologia hospitalar das cepas SARO no periodo de 10 anos, embora
ndo tenha sido possivel esclarecer porque somente a cepa endémica A e seus clones

permaneceram no hospital.
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6. CONCLUSAO

Os métodos de tipagem molecular, andlise do DNA gendomico por PFGE e
RAPD-PCR, aplicados neste estudo, permitiram demonstrar a presenca de uma cepa

endémica distribuida nas diversas areas do HC-UNICAMP.

O perfil composto por PFGE no periodo de 1991-1993 e 1995-2001, foi
predominante nos isolados de SARO e sugeriu a disseminacdo intra-hospitalar desta

bactéria.

A andlise do polimorfismo do DNA gendmico por PFGE mostrou ter capacidade
superior de discriminacdo entre as cepas SARO quando comparado ao método de
RAPD-PCR. O PFGE identificou um maior ndmero de perfis de polimorfismo

gendmico.

A presenca de poucos perfis gemonicos sugere que estes clones de SARO estao
presentes hd um longo periodo de tempo no HC-UNICAMP e tem mostrado uma baixa

diversidade clonal.

Uma vez que o mesmo perfil gendmico endémico foi encontrado durante os 10
anos de seguimento da epidemiologia molecular dos SARO no HC-UNICAMP pode-se

concluir que esse clone tem uma adaptabilidade as condi¢des presentes neste hospital.

Conclusio
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8. ANEXOS



8.1. Anexo 1. Definicao de infeccao nosocomial

O Centro de Controle de Doencas e Prevengdo (CDC) desenvolveu uma série de
defini¢Oes para a verificacdo de infec¢Oes nosocomiais. As defini¢cdes sdo baseadas em

vdrios principios importantes:

1. A informacdo usada para determinar a presenca e a classificacdo de uma infecgdo

envolve a combinagdo de vérias informacdes: dados clinicos, resultados laboratoriais e

outras provas diagnosticas. A evidéncia clinica provém da observacdo direta do paciente
ou da revisdo das informagdes contidas nas fichas do paciente ou de outros registros. A

evidéncia laboratorial compreende os resultados de culturas realizadas, teste para

deteccdo de antigenos e/ou anticorpos e métodos de visualizagdo microscépica. Dados
de apoio sdo derivados de outros estudos diagnodsticos, como resultados de raios-X,
exame de ultra-som, tomografia computadorizada, ressondncia magnética,
procedimentos endoscOpicos, bidpsias e aspiracdes. Encontram-se incluidos critérios
especificos para as infeccdes nas quais as manifestacdes clinicas sdo diferentes para

neonatos ou criangas;

2. Para que uma infeccdo seja considerada nosocomial, ndo deve haver evidéncias de
que a infec¢do estava presente ou sob incubacdo no momento da admissdo do paciente
ao hospital. Uma infeccio que ocorrer nas seguintes condi¢cdes especiais serd
considerada nosocomial: (a) infec¢do adquirida no hospital e evidenciada apds a alta
hospitalar; (b) infeccdo em neonatos, resultante da passagem através do corddo umbilical
e (c) infec¢cdo resultante da transmissdo de patdgenos veiculados por hemoderivados,
administrados ap6s o nascimento. As infec¢des cujo modo de transmissao ndo pode ser
esclarecido deverdo ser consideradas hospitalares, por exemplo, listeriose e infecc¢do

pelo Streptococcus do grupo B;

3. A infec¢do que ocorrer como resultado das seguintes situacdes especiais nao serd

considerada nosocomial: (a) infec¢do associada a complicacdo ou extensdo de infeccdo
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jé presente no momento da admissdo, salvo uma mudancga do patégeno ou quando os
sintomas fortemente indicarem a aquisicdo de uma nova infec¢do e (b) em crianga,
infec¢do sabidamente ou comprovadamente adquirida por via transplacentéria (como por
exemplo, herpes simplex, toxoplasmose, rubéola, sarampo, varicela, citomegalovirus,
sifilis, tuberculose congénita, doenca de Chagas, maldria, hepatite B, hepatite C,
infeccdo pelo HIV e pelo parvovirus B19) e evidenciada rapidamente apds o

nascimento;

4. Exceto para algumas situacOes, ndo hd uma duragdo especifica de tempo ou
hospitalizacdo para determinar se uma infeccio € nosocomial ou adquirida na
comunidade. Assim, cada infec¢do deve ser avaliada pela evidéncia que a une a

hospitalizacao.
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8.2. Anexo 2. Tabela padriao para interpretacio de halos de inibicao de

antibacterianos para Staphylococcus aureus.

Antibacterianos Teste Qualitativo dos Discos Padrado Interpretativo

Zonas limites em mm Zonas de inibicdo em mm

S.aureus Resistente Intermed. Sensivel
ATCC 25923

Amicacina 30ug 20-25 <14 15-16 > 17
Ampicilina 10ug 27-29 < 28 - > 29
Cefalotina 30ug 27 -37 <14 15-17 > 18
Clindamicina  02ug 24 - 30 <14 15-20 > 21
Cloranfenicol  30ug 19 -26 <12 13-17 > 18
Sulfametoxazol 23,75ug + 24 - 32 <10 11-15 > 16
Trimetropin Sug =25ug
Eritromicina 15ug 22 -30 <13 14 -22 > 23
Gentamicina 10ug 19-27 <12 13-14 =15
Netilmicina 30ug 22 -31 <12 13-14 > 15
Oxacilina 06 ug 18 -24 <10 11-12 > 13
Penicilina G 10 UI 26 - 37 < 28 - > 29
Tetraciclina 30ug 19-28 <14 15-18 =19
Tobramicina 10ug 19-29 <12 13-14 > 15
Vancomicina  30ug 15-19 <19 10-11 > 12

Fonte: NCCLS, 1999.
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8.3. Anexo 3.

Cepas de SARO utilizadas na analise da epidemiologia molecular no periodo de 1995 a 2001

N°do Nome do NumLab Unidade/ Espécimen Data de Padrao Padrao
isolado paciente Especialidade coleta PFGE RAPD-PCR
01 ACP 0327 CIVAS CAT 12-05-95 A B
02 HNB 0609 CIVAS SFCI 10-06-95 A B
03 ADR 0497-A PEDIAT SECR 05-09-95 A B
04 MSS 0970 EECIR CAT 24-10-95 A B
05 ERP 0137 MI CAT 06-11-95 A A
06 JSP 0101 LEITO SFCI 12-09-95 A B
07 MAS 0870 MI SFCI 20-05-95 A B
08 JRE 0092 LEITO URI 12-09-95 A B
09 CNSR 0918 MI SECR 17-05-95 A A
10 JRE 0931-C LEITO SECR 22-05-95 A A
11 ALJ 0827-B MI URI 10-10-95 A A
12 AFM 0806-A LEITO SECR 28-12-95 A B
13 EMF 0720-A MI SFCI 31-12-95 A A
14 PG 0067-B MI SFCI 25-07-95 A B
15 AAP 0944-B MI SFCI 29-05-95 A A
16 RAS 0939 LEITO SECR 25-05-95 A B
17 GXG 0999-A LEITO SECR 18-07-95 A B
18 MAS 0209-A PEDIAT SECR 31-01-96 A B
19 MAS 0657-C PEDIAT SECR 22-02-96 A B
20 FSDB 0674-A NEURO SFCI 23-03-96 A B
21 FSDB 0634-A NEURO SECR 19-02-96 A B
22 JAG 0646-A GASCI SFCI 20-02-96 A B
23 LFS 0971-B UTI SFCI 23-05-96 A B
24 JRS 1239-A UTI SECR 25-06-96 A B
25 FPS 1172-A TRAUMA SECR 18-06-96 A A
26 FPS 0519-H TRAUMA SECR 13-06-96 A B
27 AAL 1084-A GASCI SECR 10-06-96 A B
28 AAL 0780 GASCI SAN 22-02-96 A B
29 JE 0048-A MI URI 03-06-96 A A
30 MARC 0875-A NEFRO SECR 10-05-96 A A
31 MARC 0834-A NEFRO SECR 02-05-96 A B
32 MARC 1283 NEFRO SECR 03-05-96 A B
33 AFS 1891 TRAUMA SECR 10-06-96 A A
34 MSM 1666-A PEDIAT SECR 22-08-96 A B
35 RSS 0287-C MI URI 13-02-97 AP B
36 CAC 0178-B MI URI 30-01-97 AP B
37 AMM 0958-A CIVAS SFCI 24-04-97 AP B
38 JC 0976-A MI CAT 27-04-97 AP B
39 DVCM 1063-A NEFRO URI 13-04-97 A B
40 EP 1138-A TRAUMA URI 18-05-97 A B
41 EP 1123-A TRAUMA SAN 14-05-97 AM B
42 EP 1208-A TRAUMA SAN 25-05-97 AP B
43 AB 1606-A MI SAN 10-07-97 A B
44 AB 1045-A MI URI 23-06-97 A B
45 AB 0943 MI SAN 26-06-97 A B
46 GOM 1786-D TRAUMA SFCI 29-09-97 A B
47 MTVM 2172-A MI URI 04-11-97 AM B
48 AF 2318-A TRAUMA SFCI 20-11-97 A A
49 AF 1441-A TRAUMA SFCI 18-08-97 A B
50 AF 1654-A TRAUMA ouT 16-09-97 AM B
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Cepas de SARO utilizadas na analise da epidemiologia molecular no periodo de 1995 a 2001

N°do Nome do NumLab Unidade/ Espécimen Data de Padrao Padrio
isolado paciente Especialidade coleta PFGE RAPD-PCR
51 Cco 2963-A LEITO SAN 02-12-97 A B
52 MSP 2962-A NEUCI CAT 02-12-97 A B
53 TCX 1921 MI SFCI 18-08-97 A B
54 AF 2456-A MI ouT 03-12-97 A B
55 AMF 1648-A MI SFCI 15-09-97 A A
56 MPFM 2148 LEITO URI 03-11-97 A B
57 0OG 1323-D TRAUMA SECR 10-06-97 AM B
58 LCM 3064-A TRAUMA SAN 18-06-98 A A
59 RRS 3742 TRAUMA SAN 01-08-98 AP B
60 IAM 2145 UTI SAN 29-04-98 AP B
61 OBG 2047 TRAUMA SFCI 23-04-98 A A
62 NS 2005 NEFRO URI 21-04-98 A A
63 RRS 3736 GASCI SAN 01-08-98 AP A
64 ECLM 2085 MI OouT 25-04-98 A A
65 OBG 1045 URO CAT 29-03-98 A A
66 MN 0346 UTI SAN 17-06-99 A A
67 MCP 0369 GASCI SAN 29-06-99 A B
68 WMM 3366 MI SAN 27-12-99 AP B
69 MAC 1015 NEUCI SAN 12-08-99 A A
70 VBM 0561 GASCI SAN 11-07-99 A A
71 ICP 1028 GASCI SAN 12-08-99 AP A
72 NJR 1158 MI SAN 21-05-99 A A
73 CD 0206 MI SAN 17-06-99 A A
74 (ON 1107 NEUCI SAN 18-06-99 A A
75 RABS 0265 GASCI ouT 02-07-99 A A
76 PSBM 0268 MI CAT 27-09-99 A B
77 ERF 0278 NEUCI ouT 15-07-99 AP B
78 AP 0471 TRAUMA SAN 31-01-00 A A
79 CSN 0717 HEMATO SAN 13-02-00 A B
80 JICM 1526 MI SAN 25-03-00 AP B
81 LN 1376 MI SAN 18-03-00 AP B
82 MIT 0151 GASCI CAT 12-03-00 AP B
83 V] 0782 PEDIAT SAN 20-01-00 AP B
84 LRF 0305 HEMATO SAN 17-03-00 AP A
85 AS 0723 UROCI SAN 14-02-00 AP B
86 RIS 1362 MI SAN 17-03-00 AP B
87 AGB 3435 HEMATO SAN 30-12-99 A A
88 BB 0278 NEONA CAT 25-08-00 A A
89 MAO 0222 HEMATO SAN 21-08-00 A A
90 ALS 0083 NEFRO CAT 09-08-00 A A
91 MCS 0072 GASCI CAT 29-08-00 A B
92 MAO 4505 HEMATO SAN 24-08-00 A A
93 MCS 4676 GASCI SAN 30-08-00 A A
94 DJBC 4624 HEMATO SAN 28-08-00 A A
95 BB 4709 MI SAN 01-09-00 A A
96 JO 4414 NEFRO SAN 17-08-00 A A
97 ALS 4279 NEONA SAN 10-08-00 A B
98 JAC 4254 MI SAN 09-08-00 A A
99 MAO 4326 HEMATO SAN 11-08-00 A A
100 ERM 4192-A GASCI SAN 05-08-00 A A
Anexos



Cepas de SARO utilizadas na analise da epidemiologia molecular no periodo de 1995 a 2001

N°do Nome do  NumLab Unidade/  Espécimen Data de Padrao Padrao
isolado paciente Especialidade coleta PFGE RAPD-PCR

101 AO 0138 GASCI CAT 15-06-01 A A
102 AHGS 1607 MI SAN 23-03-01 A A
103 AP 1388 HEMATO SAN 10-03-01 AM B
104 GTBC 0235 HEMATO SAN 21-03-01 AM B
105 AAS 3658 NEFRO SAN 06-03-01 AM B
106 MNS 0068 NEUCI ouT 15-06-01 AM B
107 AAC 1770 TRAUMA CAT 14-03-01 AM B
108 RLMN 1134 HEMATO SAN 23-02-01 AM B
109 GTB 0026-A HEMATO SAN 27-04-01 AM B
110 MNSM 0026 NEUCI ouT 10-06-01 AM B
111 JCB 0250 MI CAT 28-07-01 AM B
112 JAP 0051 MI CAT 05-04-01 AM B
113 NLS 0266 URO URI 04-08-01 AM B
114 AAFC 4104 HEMATO SAN 29-07-01 B A
115 BS 0262 CIVAS CAT 04-08-01 AM B
116 RAP 0127 NEUCI CAT 08-06-01 AM B
117 GTB 3990 HEMATO SAN 28-07-01 AM B

NumLab: nimero de laboratério

CAT: cateter vascular e central

SAN: sangue

SFCI: secrecdo de ferida cirurgica incisional

SECR: secrecdo respiratoria baixa

OUT: outros

CIVAS: cirurgia vascular

PEDIAT: pediatria

MI: moléstias infecciosas

NEUCI: neurocirurgia

GASCI: gastrocirurgia

HEMATO: hematologia

NEFRO: nefrologia

NEON: neonatal

URO: urologia
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8.4. Anexo 4. Solucoes utilizadas para o estudo molecular (dispostas em ordem

alfabética)

Agarose de baixo ponto de fusao (Low Melt Agarose)

LOW MEIt QZarOSe. ... .ueintie et e e et seee e e e 0,58

Aquecer em microondas e dispensar um volume de 5,0 mL em tubos conicos de 10,0
mL. Armazenar a 4°C.

ATAB 0,5 %
ATAB. ..ottt ettt ettt ettt et et et e e ete e e aeeaeeateeenneetaeas 25¢g
AHO (QSP)-venveeertenteiiteit ettt ettt st ettt st et e st e etbe et e sbee s bt e e bt e bt esbe e et e sabeenbeesteesanes 500,0 mL

ATAB ... e ettt et ettt e et e et ae e et e e et e e taeaereaans 25¢g
TIIEON X100 e iiiieeiiieie et e e et e e e ettt e e e e ete e e e e eseaaaeeeseetaeeesesenaaeeeessrnareeas 1,25 mL
AH)O (GSP)-+eveenrerrermteienieeite sttt ettt sttt ettt sttt et bt et e bt bt estesb e eabenbeente b e s st satebesbtebaesbeas 500,0 mL

Brometo de Etidio 10mg/mL

Brometo de Etidio......c.oouiiiuieeiieeeseeee ettt et st 10mg/mL
Brometo de Etidio (Pharmacia).......ccc..eeeeeieveeiieeiiniieeeceiieeee e eeetieveeeeerreeeeenanaeeeeens 0,2g
Agua Lo L 51 2T £ RS RS TP 19,8mL

N

O brometo de etidio foi dissolvido em dgua destilada e estocado a temperatura
ambiente em frasco escuro a temperatura ambiente.

CTAB/NaCl

Brometo de cetramonio (Sigma-HS5882).........cccccoviiiniiiniiiniiciiccceeeeeeeeene 8¢g
INAC ettt et e e e e e e e e ee e e e e et ae et e aeeeeeeen e e ararraraaes 41¢g
AUAa ML Qoo 80,0 mL

Dissolver as substancias em dgua

EDTA (0,5 M; pH 7,5-8,0)

ED T A ettt sttt et et et e e bt e ae e b e sate et e e b e ae e e bt et et enaee 186,1 g
AH O et ettt ettt e a et e e eat e et ehte et e b teshte et e e eaeenaeean 800,0 mL
Ajustar o pH com pérolas de NaOH

Completar a solucao, usando dHyO, Para..........cecueereiereeriiiiie et 500,0 mL
Etanol 70 %

Etanol absoluto (IMErCK)......cccuiiiiiieiiie ettt et e 70,0 mL
AQUA AESHIAAA Q.S.Prvvvrveereeveeceeeeee e 30,0 mL

As substancias foram homogeneizadas e a solucdo foi mantida a 4-8°C.
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ESP (Volume suficiente para 10 cepas) Concentragao final

EDTA (0,625 M; pH9,3)......c.eviiivcceeeee.. 16,0 mL 0,5M
Sarkosyl (5,0 %).....ccoceviiiiiiiiiiniiiinieee.. 4,0 mL 1,0 %
Proteinase K (20,0 mg/mL)..........cccceevennenne. 100,0 uL. 0,1 mg/mL
VOIUME LOLAL...eeieeiiiiiiiiieiee e e ere e e e e e e e 20,0 mL

Gel de Agarose para RAPD (1,5%)

Agarose NA (Pharmacia).......ccc.eeciiiieeriiiniie ittt ettt ettt 1,5

TEB LX. oottt ettt ettt e sttt et 100,0 mL
Dissolver a agarose em 100,0 mL de TBE. Aquecer em microondas até tornar-se

completamente 1impida.

Gel de agarose para PFGE (1%)

Agarose ultra-pure (Gibco BRL).......coouiiiiiriiiiiiiet et 12¢g
Agua (6 (ST 1 16 £ OO 100,0 mL
TBE SXuuttiitittette sttt ettt sttt ettt et eh et bt sttt et eh et ettt e et et enbeee 11,6 mL

Dissolver a agarose em 100,0 mL de TBE 5x concentrado. Aquecer em microondas
até tornar-se completamente limpida. A temperatura foi estabilizada a 58°C em banho-
maria até o preparo do gel.

Lisozima (20 mg/mL)
| BT 0 Y211 4 - TSRO 20,0 mg
Agua deStIAdA ESTETTL......coiiiueeieie i ettt et e e eatae e e e 1,0 mL

Meio Agar sangue de carneiro 5%

INFUSAO A CETEDIO. ...t re e e ee e e e e e e e e e e e aaaeaes 15,0g
INFUSAO A€ COTAGAD. ..e.vvieutieiiertiete ettt ettt ettt s se e sate saeeeateesaeeaaeens 5,0g
PrOtEASE-PEPLONA. ... ettt ettt ettt ettt ettt et st et esaeesabe s bt e b e e e snneas 10,0g
(@) 10} (< (o X [T T I Lo TR 5,0g
GLICOSE (D) teutieeniieieeiieetteete et e et et e st e e bt e teesteeesbeessaessaeassesssessseesssenssassseaseenssesssenssennns 2,0g

ALGAT o e s et s s s 15,0g
Agua & LT 1 16 £ RO 1000,0 mL

Adicionar 5% de sangue de carneiro desfibrinado ao Agar cérebro-coragdo, fundido,
esterilizado e mantido a 45-50°C. Homogeneizar e distribuir em placa de Petri.

Meio leite desnatado
LLeite MOLICO.....eueiteiieiieiiie ettt ettt st ettt et et s e eneas 10g
AGUA AESHIAA G Prvrvereeeeeeeeeeeeeeeee oo 1000 mL

Esterilizar em eppendorf com 2 mL de meio.
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Meio leite desnatado para conservacao de cultura em -70°C
Leite desnatado MOLICO. .......ooiiiuiiiieeeeeeee et e e e e e e e e e e e aa e e e eeeeeeeas 100,0 mL
GLICETITIA 1.ttt ettt ettt st et et te et et e s bt et e et en e e st e sabeenbeesseesateenneens 15 %

Estocar a -20°C no freezer.

Meio Luria Bertani (LB)

TTIPLONA. ..ttt et ettt ettt at s ettt eue e et 10g
EXtrato de 18VEdUIa......c.cocoviiiiiiieiiiice ettt st e e 5¢g
CLOTELO dE SOMIO.....cuentiniiieiiiiicieee ettt ettt e s s ee 10¢g
AGUA AESHIAA (S Puvrvereeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

Suspender os ingredientes em dgua destilada e, aquecer em banho-maria. Autoclavar a
121°C por 15 minutos, esperar esfriar e distribuir em placas de Petri
esterilizadas.Preparar o meio em pH: 7,0-7,2.

Meio Mueller-Hinton

INfUSAO A€ CAIMI......eeeiiieiiciic ettt e s s 300g
Hidrolisado 4Cid0 d€ CASEIMA. ......cciivvuuviiiiiiiiiieeeeeiie ettt e s e e eaaaaeeeens 17,5g

PN 1 1116 (o RN 1,5¢

AT .ttt h e e sttt ea e sttt e bt e et b e e bt eenbenhbeenneenne 17,0g
AHO (SP)-+venvervemrenertiniitenteirt e sttt et sttt ettt e s e s et sa e e s e s eneeaennenaens 1000,0 mL

Suspender os ingredientes em dgua destilada e, aquecer em banho-maria. Autoclavar a
121°C por 15 minutos, esperar esfriar e distribuir em placas de Petri esterilizadas.
pHfinal= 7.4

NaCl (2,5M); EDTA (10 mM; pH 7,9-8,0)

INACT (5,0 M) ittt ettt ettt e e et esbeesbenbeesbensessaeseesenseensensessaensens 250,0 mL
EDTA (0,5 M; pH 8,0)..cnvieiiiiiiiiiiiieciie e evesiesieesnesieeneneeeee. 10,0 ML
AHDO oottt ettt et st e b e b b ae e b et e etb et e b e e ab et ebeenbenbeereebeereeabenreeaee 240,0 mL
NacCl (5,0 M)

INACL .ttt ettt et st e e st e b et e s se et enbeeae e be b e eseenbesatenben e esaenaenbeeseensenseenten 2922 ¢

161 5 0 O T TSSOSO 800,0 mL
Completar O VOIUME PATA.......ceruiieiiiriieiiie ettt ettt et e saee st e bt e et sbee st e esaeenbeenaeesaee 1000,0 mL
RNAse

RNAse I “A” — “Bovine Pancreas” (Pharmacia).........c..cceeevveviieriieniienieeniinie e esviesine e 50,0mg
Solugdo diluente de RINASE. .....cccuuiiieiieeit ettt ettt e et e e e 5,0mL

A RNAse foi dissolvida na solucdo diluente e aquecida a 100°C por 15 minutos,
esfriada lentamente a temperatura ambiente, dividida em aliquotas de 500uL em tubos
de microcentrifugacgdo e estocada a -20°C.
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Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10 %

SDS(PRAIMIACIA) ..vvvvviiieeiieeee et eeete e eeeeteae e eeetereeeeeeaeeeeseeesbeeeeeeessreeesesnreeesennnes 100,0g
AGUAAESHIAAA Q.S.Prvvrveoeeeeeeeeeeeeee e 1000,0mL
O SDS foi dissolvido em 800 mL de 4dgua destilada. A solugdo foi aquecida a 50°C ou

68°C. O pH foi aferido para 7,0 com HCI concentrado e o volume final foi
completado para 1000mL. A solucio foi estocada a temperatura ambiente.

Solucio de brometo de etidio para corar o gel de RAPD (5uL/100mL)

Brometo de etidio (10mM@/ML).......cceviiriiiiiriiiiiie ettt et e 20,0uL

As substancias foram homogeneizadas e dispensadas em cuba para corar o gel.

Solucio de brometo de etidio para corar o gel de PFGE (6puL/100mL)
Brometo de etidio (10ME/ML)...ccc.uiiiiiiiiieieeeee et e 15,0 uL

As substincias foram homogeneizadas e dispensadas em cuba para corar o gel de
eletroforese.

Solucio diluente de RNAse

INACT Ittt sttt et et et et e e b e st ebaenbaeeaeeeanes 75,0uL
Tris-HCL TM PH 7,4 oottt sttt st sttt e 50,0uL
Agua Milli-Q.....ooevoveeeeee e 4,87mL
As substancias foram homogeneizadas e a solugdo foi utilizada imediatamente ap6s o

preparo.

Solucao estoque — Proteinase K

Proteinase K (S1ZMa).......c.ooceiiiiiiiiinieieiiccie ettt e 100,0mg
Agua 16 LT 1 16 £ OO 5,0mL
A proteinase K foi diluida em 4gua destilada (20mg/mL), estocada em aliquotas de

0,5mL e mantida a -20°C.

Tampao Dummy No Salt

Solugdo estoque Concentracio final
TRIS (1,0 M; pH 8,0)... e 5,0 mL 0,1 M

Cloreto de Magnésio (1,0 M).................... 250,0 uL 0,005 M

AH70 (SP)- - evemvenrenerrentiieeeiirt e sttt sttt et 50,0 mL

Tampao de ressuspensao de DNA

Usar a solucdo de sacarose a 50% na qual adicionou-se o azul de
bromofenol e xileno cianol na concentragao final de 0,25%.
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T BE S X it e 100,0 mL
AHDO ettt et st ettt ettt 900,0 mL
VOIUME LOTAL ....vvvieiiiieieie ettt e e ee e e e e et e e e e eeeaeeeeeeeeeeeeenesnsssssneenenees 1000,0 mL
TBE 1X

BE S ittt ittt e e e et 200,0 mL
AHDO . ¢ ettt ettt et s h et sttt b bt ettt et et e e sae 800,0 mL
VOIUME LOTAL. . .eevviiiiiiieeee ettt e e e e e e e e te e e e e aeeeeeeeeeeeeenessasssaeeneeees 1000,0 mL
TBE 5X

TTIZIMA DASE.....eeeeeeeeieeeeee ettt ettt e e et e e et e e e e e e es e e e s et aaaaeaeaeeeeeeas 540¢g
ACIAO BOTICO. ... 275¢
EDTA (0,5 M3 PH 8,0)..ccueitiieeieeietieie ettt et ettt s e 20,0 mL
1603 YO I (0] o) FO OO OPRRR 1000,0 mL

TE (TRIS 0,1 M; pH 7,5); EDTA (0,1 M; pH 7,5)

TRIS (1,0 M; PH 7,5) .« e teetiteie ettt ettt ettt et sae e beebassaensassaseensesreens 5,0 mL
EDTA (0,5 M5 pPH 7,5) e e ieie et eevenieesiesieenneneeee. 10,0 ML
1603 YO I (0] o) TP OPRRRI 50,0 mL

TE High Molarity [ (TRIS 0,1 M; pH 7,5); EDTA (0,1 M; pH 7,5) ]

TRIS (1,0 M; PH 7,5) et 50,0 ML
EDTA (0,5 MGPH 7,5) . ccveneieiie e eeseesieeneeseeienee. 100,0 ML
1603 YO I (0] o) FE OO OO TS OPRRTI 500,0 mL

TRIS (1,0 M; pH 7,5 - 8,0)

TRIS (0,02 M); EDTA (0,01 M)

TRIS (1,0 M5 PH 7,5) ettt sttt sttt sr et sttt e 1,0 mL

EDTA (0,5 M; PH 7,5) ettt sttt st sr et sttt e 1,0 mL

1603 YO I (0] o) FE TP OPRRI 50,0 mL
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has been the
cause o0f major outbreaks and epidemics among hospitalized
patients, with high mortality and morbidity rates. We studied the
genomic diversity of MRSA strains isolated from patients with
nosocomial infection in a university hospital from 1991 to 2001.
The study consisted of two periods: period I, from 1991 to 1993
and period II from 1995 to 2001. DNA was typed by pulsed field
gel electrophoresis and the similarity among the MRSA strains was
determined Dby cluster analysis. During period I, 73 strains
presented five distinctive DNA profiles: A, B, C, D and E.
Profile A was the most frequent DNA pattern and was identified in
55 (75.3%) strains; three closely-related and four possibly-
related profiles were also identified. During period 1II, 80
(68.8%) of 117 strains showed the same endemic profile A
identified during period I, 18 (13.7%) closely related profiles
and 18 (13.7%) possibly related profiles and, only one strain
presented an unrelated profile. Cluster analysis showed a 96%
coefficient of similarity between profile A from period I and
profile A from period II, which were considered to be from the
same clone. The molecular monitoring of MRSA strains permitted
the determination of the clonal dissemination and the maintenance
of a dominant endemic strain during a 10-year period and the
presence of closely and possibly related patterns for endemic
profile A. However, further studies are necessary to improve the
understanding of the dissemination of the endemic profile in this
hospital.

Key words

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Molecular epidemiology

Hospital infection / Pulsed field gel electrophoresis
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Introduction

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 1is one of
the most 1mportant nosocomial pathogens. It causes major
outbreaks and represents a severe clinical threat to patients
worldwide (1-3), and its frequency has increased in the past 20
years (4). The high mortality and morbidity rates of MRSA
infections associated with the potential for intra-hospital
dissemination are of great concern to the medical staff and to
the infection control team (5,6).

MRSA is highly transmissible among hospitalized patients and
the infected or colonized patients are the main reservoir of the
bacteria in hospitals worldwide (5). The hospital epidemiology of
nosocomial MRSA infections has particular characteristics in each
institution and varies according to the complexity and size of
the hospitals (7).

MRSA has been one of the major causes of hospital infections
in American hospitals, with an increase in percentage from 2.4 to
29% between 1975 and 1991, and currently reaching about 40%. In
England, the percentage increased from 1.5 to 13.2% between 1989
and 1995 (8-13). In Brazil, the prevalence of MRSA 1is high,
especially in large and teaching hospitals, ranging from 26.6 to
70%, and MRSA 1s considered to be the main pathogen causing
hospital outbreaks (14-18).

The use of molecular techniques is a valuable resource for
the understanding of the Thospital epidemiology of these
infections and is of help in the application of efficient control
measures (19,20). Monitoring the hospital distribution of MRSA by
application of DNA-based molecular typing methods has
significantly increased the resolution of epidemiological
analysis (21,22) . Restriction fragment length polymorphism
analysis of genomic DNA using pulsed field gel electrophoresis

has been considered to be a reliable DNA-based method for



differentiating MRSA strains and has proved to be superior to
most of all other molecular typing methods due to its high
discriminatory power and reproducibility (23-27).

The purpose of the present investigation was to study the
molecular epidemiology of MRSA strains isolated from patients
with nosocomial infection hospitalized at the University Hospital
of Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) over a period of

ten years.

Patients and Methods

Study design

The University Hospital of Unicamp is located in the state
of Sao Paulo and 1is a public, tertiary care teaching hospital
with 403 beds, and is the reference center for a population of
about 4 million inhabitants.

The ten-year study consisted of two periods: period I from
April 1991 to February 1993, and period II from May 1995 to
August 2001. The bacterial strains were obtained from patients
with hospital infections defined by an infection control
practitioner using the CDC definitions for hospital infections
(28) . All Dbacterial isolates were first identified by the
clinical microbiology laboratory and were stored at -70°C in 8.0
ml of 10% skim milk. All isolates were obtained from patients
hospitalized by different medical specialties of the University

Hospital and were randomly included in the study.

Processing of bacterial isolates and susceptibility test

The MRSA isolates included in the study were cultivated on a
5% blood agar plate and identified and tested for susceptibility

to antimicrobial agents by the disk diffusion method (29).
4



Readings were obtained within 20 to 24 h and the isolates were
classified as susceptible or resistant according to National
Committee for Clinical Laboratory Standards (30) recommendations.

The antimicrobial agents evaluated were as follows: oxacillin,

ampicillin, penicillin G, cephalothin, gentamicin, amikacin,
netilmycin, tetracycline, chloramphenicol, clindamycin),
sulfamethoxazole-trimethoprim, imipenen, erythromycin,
tobramycin, and vancomycin. All isolates were resistant to

oxacillin and susceptible to vancomycin.

Genomic DNA typing

MRSA 1isolates were grown overnight in brain heart infusion

and DNA extraction was performed in agarose plugs as described by

Goering and Duesing (16), with modifications. DNA was digested

with 20 U of Smal (CCCiGGG) (Gibco Life Technologies) and two-
thirds of each digested agarose plug was inserted into slots in a
1% agarose gel and run in 0.5X TBE buffer (45 mM Tris, pH 8.0, 45
mM boric acid, and 1 mM EDTA) for 18 h at 6 V/cm. The pulse time
ranged from 5 to 35 s. A DNA ladder was used as a molecular
weight marker. The gels were stained with ethidium bromide and
photographed under UV 1light. The genetic relatedness among the
strains was interpreted by the method of Tenover et al. (14) for
bacterial strain typing by pulsed-field gel electrophoresis.
Isolates with identical or related patterns were considered to
derive from a common clone.

The genetic relationship among the patterns was also
analyzed by computer software after capturing the
autoradiographic images with an IS-1000 digital imaging system

(Bio—Capt MW, version 99; M&S Instruments Trading Inc). The

dendrogram of the patterns was generated using a Dice coefficient



(Biogene software; Vilbert-Loumart, France). The dendrogram does
not represent the genetic relatedness among the strains according
to Tenover et al.(1l4), but was a graphic representation of the

similarity.

Results

Bacterial isolates

Seventy-three MRSA strains isolated from 58 patients during
period I and 117 strains isolated from 94 patients during period
IT were studied. The sources of bacterial isolates are shown in

Table 1.

Table 1. Sites of 1isolation of MRSA infection 1in patients

hospitalized in a University Hospital.

Source of isolation Infection (N° and % of cases)
Period 1 Period 11
Blood 04 (5.4) 45 (38.5)
Lower respiratory tract secretion 20 (27.4) 18 (15.9)
Surgical wound 23 (31.5) 14 (11.9)
Central venous catheter 13 (17.8) 15 (12.9)
Urine - 14 (11.9)
Other 13 (17.8) 11 (94)

* Some patients had more than one site of MRSA infection. Period
I = 1991-1993; Period II = 1998-2001. MRSA = methicillin-

resistant Staphylococcus aureus.



Genomic DNA analysis

Period I: The molecular study by pulsed-field gel
electrophoresis after restriction enzyme hydrolysis of the 73
outbreak strains with Smal showed 5 genomic profiles: A, B, C, D
and E. Profile A was identified in this study as the endemic
strain and included 55 (75.3%) isolates. Profile A included two
categories of genetic relatedness profiles: a closely related
subtype (CRA) represented by 3 strains (4.1%; Figure 1: lanes 3,
4 and 14) and a possibly related subtype (PRA) represented by 4
strains (5.8%; Figure 1: lanes 2, 9, 12, 13). The endemic profile
A 1is shown in lanes 5, 6 and 7 of Figure 1. Period II: The
molecular study of genomic DNA showed that 80 (68.8%) of the 117
MRSA isolates presented profile A, 18 (13.7%) presented PRA
profiles and 18 (13.7%) CRA profiles and 1 strain showed profile
B which was recognized during period I. Profile A was also the
predominant genomic DNA pattern that was identified during period
I as the endemic strain (Figure 2). Figure 3 describes the

genetic relationship among the strains from period I and II.
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Figure 1. Pulsed-field gel electrophoresis profiles of genomic
DNA from MRSA strains isolated from patients with hospital
infection from April 1991 to February 1993 (Period I). Lane 1,
molecular weight marker (A Ladder); lanes 2, 9, 12 and 13: MRSA
profile possibly related to the endemic profile A strain; lanes
3, 4 and 14: MRSA profile closely related to the endemic strain;
lanes 5, 6 and 7 are profile A (endemic strain) and lanes 8, 10,
11 and 15, profiles E, D, C and B, respectively. MRSA =
methicillin-resistant Staphylococcus aureus; PFGE = pulsed-field

gel electrophoresis.
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Figure 2. PFGE profiles of genomic DNA from MRSA strains isolated

from patients with hospital infection from May 1995 to August

2001 (period II). Lane 2, molecular weight marker (A4 Ladder);
lanes 3, 4 and 5, MRSA profile closely related to the endemic
strain; lIanes 2, 7 and 8 MRSA profile possibly related to the
endemic strain; lane 6, profile A, endemic strain. MRSA =
methicillin-resistant Staphylococcus aureus; PFGE = pulsed-field

gel electrophoresis.
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Figure 3. Dendrogram of the MRSA strains detected by PFGE during
periods I and II, and profiles A, B, D and E. The values were
generated from the Dice coefficient showing the similarity of
MRSA strains isolated from April 1991 to February 1993 (period I)
and from May 1995 to August 2001 (period II). CRA = closely-
related to profile A; MRSA = methicillin-resistant Staphylococcus
aureus; PFGE = pulsed-field gel electrophoresis; PRA = possibly-
related to profile A.
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Discussion

MRSA 1is recognized as a highly transmissible pathogen
causing infection or colonization in hospitalized patients which
persists over time in the hospital setting (31). In the present
study, the molecular epidemiology of hospital infection caused by
MRSA showed that an endemic strain, profile A, was present 1in a
university hospital for 10 years. During period I (1991-1993),
73% of the MRSA were derived form the same clone. However,
closely similar and possibly related strains were also recognized
and four unrelated profiles were detected during period I. During
period II (1995-2001), the same endemic profile A strain
accounted for 68.8% of the isolates genotyped. However. the
number of similar strains probability related to the MRSA endemic
profile A increased and only one unrelated strain was detected
during period II.

These results suggest that the adaptability of endemic
profile A in our hospital was high and prolonged. Endemic profile
A was first detected in 1993 and Sader et al. (14) soon
demonstrated the dissemination of this strain among hospitals in
the city of S&o Paulo. Texeira et al. (32) analyzed MRSA strains
from different geographic areas in Brazil and identified the
clonal dissemination of this endemic profile A in hospital from
different parts of the country. All of these studies were
performed with MRSA strains obtained during a limited period of
time. Our study consisted of two periods within a 10-year survey
and showed the ability of this endemic strain to persist for long
periods of time in our hospital and the disappearance of some
clones that were present during period I. Only closely similar
and possibly related strains were detected during period II, even
though the endemic strain was still the most prevalent strain

causing hospital infections.
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However, it has not been possible to determine why only the
endemic strain and its derived clones remained in the hospital.
The epidemiologic typing of MRSA strains was particularly
helpful, showing that most strains were derived from relatively
few clones (15,31,33).

Computer analysis of the endemic profile A identified in
period I and profile A from period II showed 96% of similarity
and they were considered to be the same profile A originating
from the common MRSA clone widely recognized in Sao Paulo and
other Brazilian hospitals (14,18,34).

A recent study demonstrated a low mutation rate among MRSA
strains during a hospital outbreak (1995-2001), leading to a
better understanding of the significance and spreading of MRSA in
the hospitals. The study suggested the persistence of some MRSA
strains as well as the rapid turnover of MRSA in large teaching
hospitals and in a general University Hospital of tertiary
reference (5).

Previous studies have shown the inter-hospital clonal
dissemination of MRSA strains (4,35-37) and have demonstrated
that once an endemic MRSA strain 1is introduced into a hospital,
it is very difficult to eradicate it, with a consequent increased
incidence of nosocomial MRSA infections (36).

Pulsed-field gel electrophoresis is a good method of high
reproducibility and resolving power for epidemiologic
differentiation of MRSA isolates (38). The present results
demonstrate the potential utility of pulsed-field gel
electrophoresis in the epidemiological analysis of the strains.
However, it is a slow and time-consuming procedure that requires
specifically trained ©personnel and sophisticated equipment
(39,40). The ability of pulsed-field gel electrophoresis to

differentiate MRSA strains makes it one of the most appropriate

12



typing methods for investigating the molecular epidemiology of
nosocomial MRSA infection (3,4,19,40.

Although it has not been possible to elucidate why only the
endemic profile A strain and its derived clones remained in our
hospital, we suggest that low adherence to infection control,
such as hand hygiene and environmental cleaning might play an
important role. Further studies on the virulence and adherence
factors of MRSA profile A in addition to controlled epidemiology
studies involving infection control practices can lead to a
better wunderstanding of the molecular epidemiology of MRSA

infections in our hospital.
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