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Resumo

Introdugdo: A leucocidina de Panton-Valentine (PVL)
¢ uma toxina associada a novos clones de Staphylococcus
aureus. Apesar da discussdo quanto ao seu poder de viru-
léncia, ela representa no minimo um marcador da presenga
de outros fatores, sendo importante conhecer sua presenga
1o nosso meio. Objetivo: Detectar os genes codificadores da
PVL em cepas de Staphylococcus aureus sensiveis (MSSA)
e resistentes (MRSA) i oxacilina, invasivas e ndo-invasivas,
isoladas de pacientes pedidtricos. Materiais e Métodos:
Foram incluidas cepas de S. aureus, isoladas de diversos si-
tios, de diferentes pacientes, e identificadas por testes bioqui-
micos tradicionais. A susceptibilidade aos antimicrobianos
foi determinada de acordo com os critérios do Clinical and
Laboratory Standards Institute. Os genes codificadores da
PVL, lukF-PV e lukS-PV foram detectados por meio de PCR
e, nas cepas resistentes a oxacilina, foi realizada a tipagem
do SCCmec através de PCR multiplex. Resultados: Dos
24 MSSA e 37 MRSA, houve apenas uma cepa, que foi
resistente a oxacilina, positiva para PVL. Dos MRSA, um
carregava SCCmec do tipo I, trés do tipo 11, 17 do tipo 111, 15
do tipo 1V e um foi ndo tipdvel. As cepas dos tipos I, Il e 111
foram todas multirresistentes, enquanto as do tipo IV foram
resistentes apenas a penicilina, oxacilina e eritromicina.
Conclusdo: A prevaléncia de cepas produtoras de PVL em
nosso estudo, diferente do que é relatado em alguns outros
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paises, foi baixa, mesmo em S. aureus com SCCmec do tipo
IV. Ainda ndo é possivel avaliar qual o verdadeiro impacto
clinico-epidemiologico destas diferengas.

Descritores: Staphylococcus aureus; Leucocidinas/genéti-
ca, Leucocidinas/ toxicidade

Abstract

Introduction: Panton-Valentine Leukocidin (PVL) has been
associated with novel Staphylococcus aureus clones. Althou-
gh there is controversy regarding its virulence potential, at
least it represents a surrogate marker for other important
virulence factors. Thereby, it is important to determine its
prevalence in our setting. Objective: To detect the PVL
codifying genes in methicillin-susceptible (MSSA) and me-
thicillin-resistant (MRSA) Staphylococcus aureus, including
both invasive and non-invasive pediatric isolates. Materials
and Methods: We included S. aureus isolates from various
anatomical sites and different patients, identified by standard
biochemical tests. Antimicrobial susceptibility was determi-
ned according to Clinical and Laboratory Standards Institute
criteria. The PVL codifyng genes, lukF-PV e lukS-PV were
detected using PCR and, in MRSA isolates, SCCmec was
typed by multiplex PCR. RESULTS: From 24 MSSA e 37
MRSA, only one methicillin-resistant isolate was positive
for PVL. Of the MRSA, one had SCCmec type 1, three type
11, 17 type 111, 15 type IV and one was non typeable. Isolates
with types I, 11 and 111 were all multirresistant, whereas type
1V isolates were resistant only to penicillin, oxacillin and
erythromycin. Conclusion: Different from what is reported
in other countries, PV L-producing isolates were rare in our
study, even in isolates carrying SCCmec type IV. It is not
possible yet to estimate the exact clinical and epidemiological
impact of these differences.

Keywords: Staphylococcus aureus, Leukocidin/genetics,
Leukocidins/toxicity

Introducao
A partir dos anos 90 comecaram os relatos de

infecgdes por MRSA associado a comunidade (CA-
-MRSA: community-associated methicillin-resistant
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Staphylococcus aureus) em pacientes sem fatores de
risco identificaveis para aquisi¢do de MRSA, ou seja,
ndo tinham contato frequente, direto ou indireto com
servico de satide que pudesse explicar a infec¢ao por
MRSA associado aos cuidados em saude (HCA-MRSA:
health-care associated methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus)©),

Existem diferencas genéticas, clinicas e epidemio-
l6gicas entre os CA-MRSA e os Staphylococcus aureus re-
sistentes a oxacilina associados aos cuidados em satide
(HCA-MRSA). Uma diferencga importante diz respeito
aos tipos de SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromos-
some mec). Ja foram descritos oito tipos de SCCrmec,
mas os mais comuns sdo os de [ a IV7). A classificagdo
nos diferentes tipos se faz a partir das sequéncias de
regides internas do cassette, sendo assim uma classi-
ficacdo molecular, e ndo clinico-epidemioldgica. No
entanto, enquanto os HCA-MRSA carregam SCCrmec
dos tipos I a IlI, os CA-MRSA estao mais associados
principalmente ao tipo IV®19. O tipo IV é um elemento
genético menor e mais mével que os outros, o que pode
facilitar sua disseminacao. Esse tipo, por outro lado,
carrega um nimero mais limitado de genes determi-
nantes de resisténcia que os dos tipos I, I e III. Assim
0s CA-MRSA caracteristicamente mostram resisténcia
apenas aos beta-lactamicos, enquanto os HCA-MRSA
tendem a ser multirresistentes’'?. E importante
lembrar que recentemente tem se relatado os tipicos
clones associados a comunidade (principalmente SC-
Cmec tipo IV) como causa de infecgdes associadas aos
cuidados em saude®'®. Além disso, existe um fator
de viruléncia que tem sido identificado em grande
parte dos CA-MRSA, que € a leucocidina de Panton-
-Valentine (PVL). Existe discussdo na literatura sobre
se a PVL é realmente um fator de viruléncia importante
nas infecgdes estafilocdcicas ou apenas um marcador
da presenca de outros fatores de viruléncia®'”, mas
sua importancia epidemioldgica na era dos novos
clones comunitarios de S. aureus é inegavel.

O objetivo deste estudo foi detectar os genes
codificadores da PVL em cepas de MSSA e MRSA,
invasivas e ndo-invasivas, isoladas de pacientes pe-
diatricos, visando contribuir para o conhecimento de
sua frequéncia em nosso meio.

Materiais e Métodos

Foram incluidas cepas de S. aureus isoladas, ndo
consecutivamente na rotina clinica entre janeiro de
2004 e dezembro de 2007, de criangas (hospitalizados
oundo) de até 14 anos. Apenas uma cepa por paciente
foi incluida. As cepas foram classificadas como pro-
venientes de sitio estéril (incluindo sangue, cateter
venoso ou de sistema nervoso central, liquido articular,
liquido pleural, liquido peritoneal, além de amostras
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colhidas cirurgicamente de colegdes /abscessos) ounao
estéril (trato respiratdrio alto, “swabs” de vigilancia).
A identificagdo de género e espécie foi feita por meio
de testes bioquimicos tradicionais, incluindo catalase,
coagulase e DNAse. A susceptibilidade a antimicro-
bianos foi determinada por disco-difusdo, de acordo
com os critérios do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) vigentes na ocasidao™. A resisténcia
a oxacilina foi confirmada pela semeadura em placa
de Agar Mueller-Hinton com 6 ng/mL de oxacilina e
4% de NaCl.

As cepas foram testadas para a presenga dos genes
codificadores da leucocidina de Panton-Valentine,
IukF-PV e lukS-PV, utilizando-se os primers luk-PV-1,
5-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATC-
CA-3; luk-PV-2,5-GCATCAASTGTATTGGATAGCA-
AAAGC-3, conforme protocolo previamente descrito
por Lina et al em 199919, As cepas resistentes a oxacili-
na foram submetidas a PCR multiplex para tipagem do
SCCmec, anteriormente descrito por Oliveira et al®.

Os prontuarios médicos foram revisados para
possibilitar a classificagdo provavel dos isolados em
associados aos cuidados de satide ou a comunidade,
baseado em internacdo no udltimo ano e/ou contato
frequente, mesmo que ambulatorial, com servigo de
sadde. O estudo foi aprovado pelo comité de ética da
instituicao.

Resultados

Durante o periodo do estudo, 61 pacientes com
S. aureus isolado foram identificados no laboratorio,
incluindo 26 com cepas isoladas de sitio estéril e 35 de
sitio ndo-estéril. Quanto a susceptibilidade a oxacili-
na, 24 foram MSSA e 37 MRSA. Houve apenas uma
cepa positiva para PVL, resistente a oxacilina, isolada
do sangue de uma crianca previamente higida com
quadro de osteomielite multifocal. Todos os pacien-
tes, com excegdo desta tltima, apresentaram fatores
de risco para aquisi¢do de Staphylococcus aureus de
ambiente hospitalar, sendo os isolados classificados
como associados aos cuidados de satide.

Entre os MRSA, um carregava SCCmec do tipo I,
trés do tipo I, 17 do tipo Ill e 15 do tipo IV. As cepas
pertencentes aos tipos I, II e III foram todas multir-
resistentes, enquanto as do tipo IV foram resistentes
a penicilina, oxacilina e eritromicina. Uma cepa, jus-
tamente a que foi PVL-positiva, foi ndo tipavel pelo
PCR multiplex, mas fenotipicamente apresentou carac-
teristicas do tipo IV, ja que foi resistente a penicilina,
oxacilina e eritromicina.

Discussao e conclusao

A producao de PVL em Staphylococcus aureus ja foi
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Tabela 1

Numero de isolados de Staphylococcus aureus sensiveis
a oxacilina e resistentes a oxacilina, com diferentes

tipos de SCCmec.
MSSA 24
MRSA 37
SCCmec tipo 1 1
SCCmec tipo I 3
SCCmec tipo II 17
SCCmec tipo IV 15
Nao-tipavel 1
Total 61

relacionada a infecgdes muito graves e com alta leta-
lidade, incluindo pneumonia necrotizante e infec¢oes
de pele e partes moles™??_ A despeito de ndo haver
consenso sobre seu exato papel nas diferentes infec-
¢Oes estafilocécicas, os genes lukF-PV e [ukS-PV sao
frequentemente encontrados em clones de CA-MRSA,
seja colonizando ou infectando individuos®™'?. Em
nosso estudo, o dnico paciente que foi classificado
como tendo infecgdo por CA-MRSA teve isolada uma
cepa PVL-positiva, a tinica na casuistica. Infelizmente
o protocolo de tipagem utilizado ndo nos permitiu
classificar esse SCCrmec.

Estudos multicénticos, tanto experimentais como
clinico-epidemioldgicos, tém tentado estabelecer
a importancia da PVL em infecgdes estafilocdcicas
envolvendo diferentes topografias®®). Bae et al®,
em estudo publicado em 2009, incluiram 522 pacien-
tes com infecgdes de pele/partes moles por MRSA,
oriundos de um total de 92 centros em 15 paises. Nesse
estudo, a presenca dos genes [ukF-PV e [ukS-PV nao
foi associada a pior evolugdo clinica. Outro estudo
multicéntrico, divulgado em 2007, também falhou
em mostrar pior prognéstico em casos de infecgdo
de pele/partes moles por MRSA PVL-positivo®. A
maioria dos outros estudos epidemiolégicos prévios
sobre a PVL incluiu cepas de um s6 local, limitando a
validade das conclusdes devido a clonalidade. Outras
evidéncias indiretas também apontam preliminarmen-
te para essas conclusdes. Anticorpos contra PVL ndo
parecem ser protetores contra infec¢des por MRSA
PVL-positivo®. A ocorréncia dos genes codificadores
da PVL também nao se relacionou com gravidade da
doenca em um modelo animal (coelho) de infecao
de pele®. Nés nado tivemos cepas PVL-positivas em
pacientes com infec¢des de pele e partes moles, impos-
sibilitando qualquer conclusdo nesse sentido.

Os estudos em coelho sao hoje considerados fun-
damentais para os estudos experimentais sobre o papel
patogénico da PVL, ja que recentemente se esclareceu
que os neutrdfilos do coelho e os neutréfilos humanos
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tém maior sensibilidade a atividade citolitica da toxina
do que os neutrofilos dos camundongos e outras espé-
cies de animais de laborat6rio®. Em outras infec¢des
que nao pele/partes moles, incluindo bacteriemia,
pneumonia e osteomielite, € possivel que a PVL tenha
um papel de maior destaque. Modelos dessas infecgdes
em coelho mostraram essa potencial importancia®-V.
No presente estudo, o dnico paciente em que houve
isolamento de cepa PVL-positiva teve uma osteomie-
lite de grave evolucdo. Mesmo assim, obviamente nao
é possivel imputar a PVL como principal ou tnica
responsavel por essa evolugao.

Apesar do pequeno ntimero de cepas e da hete-
rogeneidade de amostras clinicas, incluindo muitas
amostras clinicas de sitios ndo-estéreis, nosso estudo
indica que a prevaléncia de cepas produtoras de PVL
em nosso meio, diferente do que ocorre em alguns
paises, parece ser baixa, mesmo em S. aureus com
SCCmec do tipo IV. Ainda néo é possivel concluir de
forma definitiva se essa menor prevaléncia esta ou
nao relacionada a circulagdo de cepas com menor
viruléncia, tampouco qual o verdadeiro impacto
clinico-epidemiolégico destas diferencas.
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