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Resumo

Atualmente, microrganismos multidroga-resistentes ja sdo responsaveis por quadros
infecciosos adquiridos na comunidade. MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) representam grave risco a satde publica em todo o mundo, devido a rapida
propagacdo e diversificagdo de clones pandémicos com viruléncia e resisténcia
antimicrobiana cada vez maiores. A patogenicidade de S. aureus é uma ameaca para
populacdes especiais como os individuos acamados e 0s idosos vivendo em casas de
repouso e a presenca de fatores de viruléncia favorece sua permanéncia no hospedeiro
e pode aumentar a gravidade das infeccOes. Além disso, atualmente ha uma
dificuldade na diferenciacdo de espécies de Staphylococcus coagulase-positivos por
metodologias classicas, devido a alta similaridade fenotipica e genotipica de algumas
espécies desse grupo. Staphylococcus argenteus é uma espécie de Staphylococcus
coagulase-positivo recentemente reconhecida e que apresenta aproximadamente 10%
de divergéncia de nucleotideos da espécie S. aureus. A prevaléncia de S. argenteus
em infeccdes estafilococicas de inicio na comunidade tem aumentado nos ultimos
anos e estudos recentes sugerem que as infec¢des causadas por S. argenteus podem
resultar em quadros graves comparaveis até mesmo as infeccGes causadas por S.
aureus, com muitos dos genes que codificam fatores de viruléncia, ilhas de
patogenicidade, bacteriéfagos e até mesmo o gene de resisténcia mecA. Com isso,
torna-se necessario a identificagdo e mapeamento da distribuicdo desses
microrganismos patogénicos para avaliar o risco de exposicdo e controlar a
disseminacdo na populacdo. Assim sendo, esse estudo propbs determinar a
prevaléncia de carreamento de S. aureus e S. argenteus entre individuos acamados
em domicilio e idosos vivendo em casas de repouso no municipio de Botucatu (SP).
Isolados provenientes de swabs nasal, oral e retal de 226 individuos que viviam em
casas de repouso ou acamados em domicilio durante o periodo de 2017 e 2018, foram
submetidos a determinacdo do perfil de suscetibilidade e deteccdo da
heterorresisténcia a vancomicina, bem como a pesquisa dos fatores de viruléncia
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar os genes das
enterotoxinas (sea, seb, sec-1), esfoliatinas A e B (eta e etb), toxina 1 da sindrome do
choque toxico (tst), leucocidina Panton-Valentine (lukS-PV e lukF-PV), hemolisinas
alfa e delta (hla e hid), biofilme (operon ica), a proteina de adeséo (SasX) e também

0 teste fenotipico de aderéncia em placa de poliestireno. Para a distin¢éo correta entre



as duas espécies, foi feita a PCR do gene do peptideo ndo-ribossémico sintetase
(nrps). Foi feita tipagem molecular por PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) e
MLST (Multilocus Sequence Typing). Observou-se uma prevaléncia de S. aureus de
336% e MRSA de 8%, sendo todos os isolados sensiveis ao
sulfametoxazol/trimetoprim, & quinupristina/dalfopristina, a linezolida e a
vancomicina. A prevaléncia dos genes da producéo de biofilme foi de 74,2% para o
gene icaA, 94,8% para os genes icaD, 38,1% para o gene icaB e 12,3% para 0 gene
icaC. Apenas dois isolados (2,1%) carreavam o gene da enterotoxina A, um isolado
(1%) o da enterotoxina B, nenhum da enterotoxina C. A prevaléncia do gene que
codifica a toxina 1 da sindrome do choque téxico foi de 7,2%, da hemolisina hla
93,8% e hld 90,7%. Apenas um isolado apresentou o gene sasX e nenhum isolado
carreava 0s genes da esfoliatina A, esfoliatina B e da Leucocidina de Panton
Valentine. Quanto ao teste de aderéncia em placa de poliestireno, 18 isolados (18,5%)
apresentaram atividade de aderéncia, com 12 deles sendo MRSA. Né&o foi encontrado
nenhum isolado de S. argenteus através da pesquisa do gene nrps. Foi possivel detectar
uma importante linhagem clonal entre os isolados MRSA (ST398). Essa linhagem
esta associada a infec¢des graves em animais e pode ser transmitida para 0s humanos.
Devido a facilidade na aquisi¢do de determinantes de viruléncia e resisténcia, além
da grande capacidade adaptativa observada em S. aureus, faz-se necessario o
constante monitoramento da evolucdo e epidemiologia desse patogeno. A analise de
georreferenciamento dos resultados encontrados no estudo, indicou as regides
Nordeste e Leste da cidade, como as mais densas para S. aureus e com ocorréncia de
MRSA apenas nesses locais. Os achados sugerem uma alta disseminagdo de MSSA
e MRSA com potencial patogénico na populacdo estudada. Uma vez que esses
individuos sdo mais suscetiveis as infec¢des, a colonizagdo com cepas virulentas e
resistentes pode contribuir para maior persisténciae disseminagdo, bem como a
possibilidade de evoluir para infeccdes mais graves e de maior dificuldade de

tratamento.

Palavras-chave: ldosos, pacientes acamados, Staphylococcus —aureus,

Staphylococcus argenteus, fatores de viruléncia, georreferenciamento.



Abstract

Currently, multidrug-resistant microorganisms are already responsible for infectious
conditions acquired in the community. MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) represent a serious risk to public health worldwide, due to the rapid spread
and diversification of pandemic clones with increasing virulence and antimicrobial
resistance. The pathogenicity of S. aureus is athreat to special populations such as
bedridden individuals and the elderly living in nursing homes,and the presence of
virulence factors help its permanence in the host and may increase the severityof
infections. In addition, there is currently a difficulty in differentiating coagulase-
positive Staphylococcus species by classical methodologies, due to the high
phenotypic and genotypic similarity of some species of this group. Staphylococcus
argenteus is a newly recognized coagulase-positive Staphylococcus species that
exhibits approximately 10% nucleotide divergencefrom the S. aureus species. The
prevalence of S. argenteus in community-onset staphylococcal infections has
increased in recent years, and recent studies suggest that infections caused by S.
argenteus can result in serious conditions comparable even to infections caused by
S. aureus, withmany of the genes that encode virulence factors, pathogenicity
islands, bacteriophages and even the mecA resistance gene. Therefore, it is necessary
to identify and map the distribution of these pathogenic microorganisms to assess
the risk of exposure and control dissemination in the population. Therefore, this
study proposed to determine the prevalence of S. aureus and S. argenteus carriage
among bedridden individuals and elderly people living in nursing homes in thecity
of Botucatu (SP). Isolates from nasal, oral and rectal swabs of 226 individuals who
lived in nursing homes or bedridden at home during the period 2017 and 2018 were
subjected to the determination of the susceptibility profile and detection of
heteroresistance to vancomycin, as wellas the research of virulence factors using
Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect genes for enterotoxins (sea, seb, sec-1),
exfoliatins A and B (eta and etb), toxic shock syndrome toxin 1 (tst), Panton-
Valentine leukocidin (lukS-PV and lukF-PV), alpha and delta hemolysins (hla and
hld) andbiofilm (operon ica) and adhesion protein (SasX) and also the phenotypic
test of adhesion in polystyrene plate. For the correct distinction between the two
species, PCR of the non-ribosomal peptide synthetase (nrps) gene was performed.

Molecular typing was performed by PFGE (PulsedField Gel Electrophoresis) and



MLST (Multilocus Sequence Typing). There was a prevalence of S. aureus of
336% and MRSA of 8%, all isolates being sensitive to
sulfamethoxazole/trimethoprim, quinupristin/dalfopristin, linezolid and
vancomycin. The prevalence of biofilm production genes was 74.2% for the icaA
gene, 94.8% for the icaD gene, 38.1% for the icaB gene, and 12.3% for the icaC
gene. Only two isolates (2.1%) carried the gene for enterotoxin A, one isolate (1%)
for enterotoxin B, none for enterotoxin C. The prevalence of toxin 1 in toxic shock
syndrome was 7.2% of hemolysinhla 93.8% and hld and 90.7%. Only one isolate
had the sasX gene and none of the isolates carriedthe exfoliatin A, exfoliatin B and
Panton Valentine Leucocidin genes. As for the plaque adhesiontest, 18 isolates
(18.5%) showed adhesion activity, with 12 of them being MRSA. No isolates of S.
argenteus were found by searching for the nrps gene. It was possible to detect an
important clonal lineage among the MRSA isolates (ST398). This strain is associated
with serious infectionsin animals and can be transmitted to humans. The ease in
acquiring virulence and resistance determinants, in addition to the great adaptive
capacity observed in S. aureus, makes it necessaryto constantly monitor the
evolution and epidemiology of this pathogen. The georeferencing analysis of the
results found in the study indicated the Northeast and East regions of the city as the
most dense for S. aureus and with the occurrence of MRSA only in these locations.
The findings suggest a high spread of MSSA and MRSA with pathogenic potential
in the studied population. Since these individuals are more susceptible to infections,
colonization with virulent and resistant strains can contribute to greater persistence
and dissemination, as well as the possibility of progressing to more severe infections

that are more difficult to treat.

Keywords: Elderly, bedridden patients, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

argenteus, virulence factors, georeferencing.



1. Introducéao

1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva que pode causar uma
ampla gama de doengas, desde infecgBes de pele até endocarditel. A sua presenca
em diversos locais do hospedeiro e a alta incidéncia, tanto em individuos
hospitalizados e saudaveis, 0 tornam um microrganismo de grande preocupacao para
a saude publica, gerando carga de doengas tanto no ambiente hospitalar como no
comunitario?.

Sua prevaléncia global esté estimada entre 20 e 40% e a colonizagéo prévia
é um fator de risco para a posterior infecgdo por esse microrganismo?®, pois S. aureus
é capaz de romper as defesas inata do hospedeiro e ganhar acesso a tecidos mais
profundos, causando uma variedade deinfecgdes superficiais e invasivas®.

Pode ser isolado de vérias superficies do corpo humano, como a faringe,
axilas e perineo, mas seu principal nicho ecoldgico e reservatério é conhecido por
ser 0 nariz humano®. Sua transmisso ocorre por contato direto, contato pele-a-pele
com individuos colonizados ou infectados, mas o contato com objetos contaminados
e superficies também podem desempenhar um papel na transmissao®.

A colonizacdo do S. aureus é mediada pela aderéncia a componentes
superficiais como fibrinogénio, fibronectina e citoqueratinas do epitélio nasal ou
queratindcitos cutaneos. A superficie da bactéria reconhece moléculas de matriz
adesiva para ligagcdo, como proteinas de ligacdo a fibronectina (FnbpA e FnbpB),
proteinas de ligacdo a fibrinogénio (CIfA e CIfB), determinante da superficie
regulada pelo ferro (IsdA) e cido teicdico da parede (WTA)'.

Possui diversos mecanismos para evadir e matar as células imunes do
hospedeiro e inibir o recrutamento de neutréfilos e a atividade antimicrobiana.
Produz toxinas que contribuem para sua viruléncia, tais como a-hemolisina,
leucocidina de Panton-Valentine (PVL), y-hemolisina, leucocidina E / D e
modulinas fenol soltiveis (PSM) que lisam as células hospedeiras’.

Os fatores de viruléncia de S. aureus sdo modulados por um circuito
complexo e altamenteinterativo, proporcionando flexibilidade para as mudangas nas
condicdes do hospedeiro influenciando na resposta imune em curso. 1sso gera uma

gama diversificada de infecgdes, que deforma geral, se caracterizam por infecgdes
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agudas cujas caracteristicas clinicas sdo definidas pela produgdo de toxinas e
infeccdo crbnica com as caracteristicas clinicas associadas a formacdo de um
biofilme®,

Os sintomas e caracteristicas clinicas estdo associados a ampla variedade de
fatores de viruléncia produzidos por este microrganismo incluindo toxinas,
exoenzimas e adesinas, que podem ser secretadas ou ligadas & membrana celular.
Cepas de S. aureus produtoras de leucocidina Panton-Valentine (PVL), uma
citotoxina bicomponente codificada pelo profago, mostram uma propensdo a
infeccdo da pele e tecidos moles e pneumonia necrotizante. As enterotoxinas
estafilococicas (SEs) causam intoxicagcdo alimentar com emese, enquanto a toxina-
1 da sindromedo choque tdxico (TSST-1) esta associada a doenca multissistémica
grave. Além disso, SEs e TSST-1 sdo superantigenos com capacidade de ativar
muitos repertorios de células T via ligagdo a MHC de classe II ¢ as cadeias VP do
receptor de células T, levando a producdo exarcebada de citocinas. Vérias SEs e
superantigenos SE-like, incluindo os classicos (SEA-SEE) e toxinas recentemente
descritas podem ser produzidas por esses microrganismos®.

A capacidade de persisténcia em diferentes sitios do hospedeiro e em
dispositivos abioticosdificulta sua erradicacéo levando a infecgdes recorrentes®. A
formacdo de biofilmes em implantes médicos e tecidos hospedeiros torna este
patdgeno uma das principais causas de infeccdes relacionadas ao dispositivo e
resulta em infecgbes perigosas, cronicas e recorrentes’®. Superficies ambientais
podem servir como potenciais reservatérios de patdgenos e o S. aureus consegue
permanecer viavel por pelo menos uma semana'l. No entanto com a formacio de
biofilme esse tempo pode ser maior, uma vez que o biofilme contribui
significativamente para a sobrevivéncia bacteriana conferindo alta resisténcia a
dessecacdo, desinfecgdo por cloreto de benzalconio e radiagio UV?*2,

A base genética e molecular da formacéo de biofilme em estafilococos é
multifacetada. Acapacidade de formar um biofilme proporciona aderéncia de células
aumasuperficie e acumulacdopara formacao de aglomerados de células de maltiplas
camadas, que ocorre atraves da producdo da adesina intercelular polissacaridica
(PTA) composto por N - acetilglucosaminas B - 1,6 com residuos parcialmente
desacetilados, no qual as células sdo incorporadas e protegidas contra a defesa

imunoldgica do hospedeiro e ao tratamento antibi6tico®®. o biofilme é composto por
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uma mistura complexa e altamente polar de biomoléculas, incluindo proteinas,
polissacarideos, acidosnucléicos e lipidios®*.

Os genes que medeiam a aderéncia intercelular e a producdo da PIA sédo
organizados em um operon (icaADBC) e foram caracterizados funcionalmente. IcaA
confere a atividade propostade N-acetilglucosaminiltransferase. No entanto, apenas
IcaA mostra apenas baixa atividade de transferase. A coexpressao do gene icaA que
codifica a enzima catalitica juntamente com icaD leva a uma atividade
significativamente aumentada e a producéo de oligdmeros de N- acetilglucosamina
com um comprimento maximo de 20 residuos. IcaC catalisa a sintese do oligbmero
de cadeia longa, completo que reage com anti-soro anti-PIA / PNAG. IcaB € a
enzimalocalizada na superficie celular que catalisa a desacetilacdo parcial dos
residuos de N- acetilglucosaminila®®.

S. aureus sempre esteve entre as primeiras espécies bacterianas relatadas a
desenvolver resisténcia a novos antimicrobianos, por apresentar uma intima
associacdo com hospitais e pacientes®. Desde que a terapia antimicrobiana foi
introduzida, certos clones de S. aureus mostraram ter a capacidade de ganhar
resisténcia contra quase todas as classes de agentesantimicrobianos aos quais
foram expostos. Especialmente antibioticos p-lactamicos estaveis a p- lactamase®’.

A resisténcia a meticilina, conferida por um cassete estafilocdcico
transmissivel cromossomo mec (SCCmec), surgiu pela primeira vez em 1961 dando
origem aos Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Nos primeiros
30 anos tornou-se endémica associada ao hospital (HA-MRSA) afetando pacientes
com comorbidades subjacentes ou com exposicao ao ambiente de cuidados de saude.
As primeiras infec¢des por MRSA relatadas na comunidade (CA-MRSA) datam da
década de 1980 em surtos de infec¢Bes invasivas em usuérios de drogas intravenosas
em Detroit e em paralelo nas populacdes indigenas de areas remotas na Australia
Ocidental. No final da década de 1990, as infec¢cbes por MRSA adquiridas da
comunidade foramreconhecidas como uma entidade clinica distinta devido ao seu
surgimento entre individuos jovense saudaveis sem os fatores de risco tradicionais
de satde, bem como seu historico genético distintoe padrdes de susceptibilidade
antimicrobiana relativamente preservados. No entanto, aepidemiologia e a defini¢cao
MRSA associados a comunidade e ao hospital estdo evoluindo a medida que as

linhagens de CA-MRSA estdo invadindo cada vez mais o sistema de salde,
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contribuindo para infecgdes nosocomiais e acumulando maior resisténcia aos

medicamentos?®.

1.2 Staphylococcus argenteus

Staphylococcus argenteus € uma espécie de Staphylococcus coagulase e
catalase positivo recentemente identificada, que foi previamente identificada como
Staphylococcus aureus, devidoa sua alta similaridade fenotipica. A principal
diferenca fenotipica estd na pigmentacao, onde S. argenteus possui colonias nao
pigmentadas devido a falta do pigmento carotenoide, estafiloxantina, que protege
contra o estresse oxidativo®®.

As colbnias sdo grandes, com dois mm de diametro, redondas, convexas,
lisas, brancas e cremosa e demonstram [-hemdlise no agar sangue. A diferenca na
pigmentacdo entre S. aureus e S. argenteus é particularmente evidente apds o
crescimento em agar chocolate por 48 horas a 37°C.As células sdo positivas para
Gram, cocdides, 1 um de didametro e formam aglomerados. Anaerdbiofacultativo e
bioquimicamente positivo para fosfatase alcalina, arginina di-hidrolase, |-
pirrolidonil arilamidase, galactose, maltose, manitol, manose, metil-p-
glucopirandsido, sacarose e trealose; e negativo para urease, a-glucosidase,
fosfatidilinositol fosfolipase C, P-galactosidase, alanina- fenilalanina-prolina
arilamidase, acido l-aspartico arilamidase, a-manosidase, B-glucuronidase, I-leucina
arilamidase, prolina arilamidase, o-galactosidase, alanina arilamidase, tirosina
arilamidase, amigdalina, xilose, a-ciclodextrina, sorbitol, ribose, lactose, N-
acetilglucosamina, pululano, rafinose e salicina®.

S. argenteus é considerada como parte do complexo S. aureus (incluindo
também o Staphylococcus schweitzeri). Foi relatado como um complexo especial de
clones de S. aureus (CC)(agrupado como CC75), que é altamente divergente nos
loci da tipagem de locus de sequéncia multipla (MLST) em comparacdo com S.
aureus e, portanto, dificil de classificar. O CC75 é composto por quatro tipos de
sequéncia (ST1223, ST2854, ST2198 e ST2250) que sendo o ST2250 0 mais
frequente. Até agora, S. argenteus tem sido relatado em todo o mundo, mas 0s
estudos ainda sdo muito poucos para refletir sua distribui¢do clara ou caracteristicas
clinicas®®. Até pouco tempo no podia ser distinguido de S. aureus usando métodos
de diagndstico microbioldgico de rotina, e a amplificacdo por PCR do gene nucA,

que é usado como um marcador padrdo confirmatorio para S. aureus, também é
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positivo em S. argenteus?: 22 Apenas recentemente sua identificacdo se tornou
possivel no diagndstico microbioldgico de rotina em laboratorios que utilizam a
Espectrometria de Massa por lonizacdo com Dessor¢do a Laser Assistida por
Matriz e analisador de Tempo de Voo (MALDI-TOF MS) na identificacdo baseada
em banco de dados atualizado para esta espécie?.

Vaérias linhas de evidéncia, incluindo a distancia genética de S. aureus,
apoiaram sua reclassificacdo como uma espécie distinta. S. argenteus foi relatado
pela primeira vez no norte da Australia, e descri¢des precoces foram conectadas a
comunidades remotas, mas um numero crescente de relatos confirmou que esta
espécie é distribuida globalmente, com a maioria dos relatos originarios de areas
tropicais®*

Os dados sobre as caracteristicas clinicas da infec¢do por S. argenteus sao
limitados, mas estudos indicaram que S. argenteus estd associado a infec¢des de
pele e tecidos moles, infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), sepse
estafilocdcica invasiva e até a morte. S. aureus resistente a meticilina adquirido na
comunidade (CA-MRSA), que foram subsequentemente caracterizados como S.
argenteus, foram predominantes em comunidades aborigenes remotas da Australia.
Portanto, ndo ha divida de que S. argenteus é uma ameaca a salide humana??.

Descobrir a existéncia dessa nova espécie patogénica resulta na necessidade
de determinar se S. argenteus e S. aureus devem ser distinguidos na pratica rotineira.
Isso pode ser necessario sea infeccdo por S. argenteus estiver associada a diferentes
manifestacdes clinicas, gravidade ou desfecho, e / ou exigir diferentes regimes
antimicrobianos. Dados sobre as caracteristicas clinicasda infec¢do humana por S.
argenteus sdo limitados. Ele tem sido relatado como mais suscetivel ao estresse
oxidativo e a morte de neutrofilos in vitro, e menos virulento em modelos de
infeccdo desepse e pele murina em comparagdo com S. aureus. Isso levanta a
possibilidade de que a infec¢do humana por S. argenteus possa estar associada a um
curso mais moderado. A presenca de genes de viruléncia em S. argenteus nao foi
submetida a investigacdo detalhada. Vrios estudos relataram que S. argenteus é
negativo para genes que codificam a leucocidina Panton-Valentine (PVL), embora
um relato de caso recente de dois pacientes com infec¢do por S. argenteus positiva
para PVL indicam que essa espécie pode adquirir fatores de viruléncia. Um estudo
também detectou ogene que codifica a enterotoxina estafilococica B em todos 0s

isolados de S. argenteus cultivados em aldedes da floresta amazonica®.
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1.3 Pacientes acamados e as Institui¢cdes de Longa Permanéncia para lIdosos (ILPI)

O domicilio é um espaco onde pessoas, idosas ou ndo, portadoras de doencas
cronicas e outras afeccdes podem viver com boa qualidade de vida e manter
estabilidade da doenca. Esta é uma realidade que tem se tornado cada vez mais
frequente?®. Os idosos incapacitados, dependentesou com autonomia reduzida na
realizacdo de suas atividades diarias, tem a familia como alternativade suporte sendo
ela a sua principal fonte de cuidados?’.

Pacientes acamados sdo fator de risco para MRSA. A manipulacdo do
dependente acamado, pelo cuidador ou responsavel, em varios procedimentos como
lavagem e outras atividades relacionadas a higiene pessoal, mudanca de roupa e
vestuario, alimentacdo, manutencdo do processo de mudanca de posicdes ou
movimento contribuem para o transporte da bactéria. Além disso eles também estéo
expostos a feridas, como Ulceras de pressao e outras alteracdes da pele devido a falta
de mobilidade (deitado), condicdo da pele (fina, seca, inflexivel, exigindo cuidados
intensivos) e presenca permanente de curativos e / ou fralda?.

Estudos revelam que o estado acamado esta associado ao desenvolvimento
de Ulceras de pele em decubito e infecgdes da corrente sanguinea® e é fator de risco
para infecgOes por MRSA?®, com carreamento de SCCmec 11/111%L,

Outra condicdo que oferece risco aos individuos é a residéncia em instituicao
de longa permanéncia, que normalmente fornece cuidados de longo prazo para
doentes crbnicos e/ou idosos, sendo fator de risco bem estabelecido para transporte
e infecgdo por MRSA estando associado a aumento da mortalidade®?.

Os lares de idosos representam um reservatorio Unico e importante de
MRSA, pois 0s pacientes colonizados por MRSA tendem a introduzir o
microrganismo do ambiente hospitalar para a casa de repouso e transportar o MRSA
de volta aos hospitais e & comunidade®.

A troca de pacientes ndo ocorre somente entre hospitais, mas também em
outros institutos de salde, como os asilos ou InstituicGes de Longa Permanéncia
para ldosos (ILPs). Embora os hospitais oferecam o atendimento mais intenso e
especializado e tratem a maioria dos pacientes, os lares de idosos superam em
termos de locais diferentes e nimero estimado de leitos. Enquanto nos hospitais,
existem medidas rigorosas de controle para MRSA e outros microrganismos
resistentes a antimicrobianos, em casas de repouso, diretrizes S&0 menos rigorosas e

a adesdo, por exemplo, as recomendacdes de higiene das méos € geralmente baixa.



A baixa adesdo higiénica em combinacdo com a populacdo vulneravel do lar de
idosos e medidas de controle e triagem infrequentes criam um ambiente favoravel
para a transmissdo de cepas de patdgenos resistentes a antimicrobianos®3.

Assim as ILPIs sdo importantes reservatorios de organismos resistentes a
maltiplos medicamentos especialmente MRSA, que tende a ser mais prevalente em
muitos locais de cuidado de longo prazo®. Uma série de fatores podem influenciar
a dindmica do MRSA em casas de repouso. Estudos prévios demonstraram que
dispositivos médicos invasivos, uso recente de antibidticos, feridas cronicas,
comorbidade e fragilidade sio fatores de risco para colonizagio porMRSA®, Sabe-
se que os portadores (sintomaticos e assintomaticos) transmitem MRSA por contato
com outros e se disseminam extensamente pelo ambiente, o que também pode levar

a transmissao de MRSA aos demais residentes®.

1.4 Georreferenciamento da distribuicéo de clones

O mapeamento da distribuicdo geografica de doencas infeciosas possui
diversos beneficios. Seu objetivo primario na epidemiologia espacial € avaliar a
distribuicdo e intensidade da doenga que permite uma visualizagdo imediata da
extensdo e magnitude do problema para a satde publica. Podem servir de apoio para
avaliacOes ponderadas para a tomada de decisdes sobre as vantagens e desvantagens
de intervencGes em locais especificos. Além disso, podem documentar uma base
que permite monitorar o sucesso ou falha das intervencdes realizadas®’.

Entender a dindmica de transmissdo da comunidade que contribui para a
aquisicdo de S. aureus e S. argenteus é essencial. Pois pode existir uma relacao
espacial subjacente nas populacdes onde as prevaléncias desses microrganismos sao
elevadas. A utilizacdo de ferramentas como sistemas de informacdes geograficas
permite a compreensdo de tendéncias das doengas nas populagdes que normalmente
ndo podem ser visiveis usando outros métodos 38,

Essa caracterizagdo espacial permite identificar areas especificas que
apresentam maior risco de resisténcia a antibioticos e, assim, identificar as
comunidades com maior probabilidade de se beneficiar de intervencgdes
direcionadas. E possivel verificar a dispersdo de clones importantes que podem estar

em circulacio®.
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Diversas ferramentas para a tipagem se tornaram disponiveis, 0s quais
variam desde métodos baseados em impressdes digitais como eletroforese em gel
de campo pulsado (PFGE), até métodos baseados em PCR, metodos baseados em
sequéncia como tipificacdo de sequenciamento multilocus (MLST) e, mais
recentemente, ao sequenciamento gendémico completo (WGS). A baixa taxa de
mutacdo dos fragmentos de sequéncia de genes housekeeping torna 0 MLST mais
adequado para estudos epidemiologicos globais e de longo prazo®.

Assim, aliando as técnicas de andlise da correlacdo espacial através do
georreferenciamento, com a identificacdo de linhagens clonais por MLST, sera
possivel estabelecer uma precisa distribuicdo de clones importantes na populacao

estudada.
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2. Justificativa

A populacgéo do estudo apresenta grande risco de colonizacao e infeccdo por
S. aureus e MRSA. O conhecimento sobre a patogenicidade desse microrganismo
se torna imprescindivel pois este pode apresentar diversos fatores de viruléncia que
podem comprometer a salde dos individuos portadores gerando um aumento na
morbidade e mortalidade. Além disso, existe uma caréncia de estudos relacionados
a S. argenteus que ndo permite estabelecer se ha diferenca nas manifestacfes
clinicas, gravidade, desfecho e aos regimes antimicrobianos que devem ser adotados
quando comparados ao S. aureus. O georreferenciamento da distribuicdo dos
patdgenos permite um mapeamento preciso para melhor avaliar as zonas de risco

onde os picos de distribuicao elevados poderao ser alvos prioritarios de intervencao.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Estudo transversal com amostras obtidas no periodo de 2017 a 2018 que
busca avaliar a diversidade genética e os fatores de viruléncia de S. aureus e S.
argenteus entre individuos acamados em domicilio e em individuos
institucionalizados em ILPIs no municipio de Botucatu (SP), bem como o
mapeamento da distribuicdo desses microrganismos patogénicos no municipio

estudado.

3.2. Objetivos especificos

e Pesquisar a presenca de S. argenteus entre os isolados;

e Detectar os fatores de viruléncia relacionados a colonizacéo e patogenicidade
de S. aureus e S. argenteus em individuos acamados ou residindo em
instituicGes de longa permanéncia;

e Determinar a relagdo clonal e caracterizar as linhagens isoladas;

o Verificar a distribuicdo geografica através do georreferenciamento.
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5. Apresentacéo da tese

Os resultados e a discussdo dos dados obtidos encontram-se apresentados na
forma de artigo cientifico.

5.1 Artigo cientifico: AVALIACAO DO PERFIL PATOGENICO DE
LINHAGENS COMUNITARIAS DE Staphylococcus aureus E MRSA EM
INDIVIDUOS ACAMADOS OU INSTITUCIONALIZADOS

Artigo escrito segundo as normas do Periddico: Future Microbiology (Fator
de impacto: 3,190).
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Resumo
Objetivo: Avaliar a diversidade genética e os fatores de viruléncia de S. aureus e

MRSA entre individuos acamados em domicilio e idosos vivendo em casas de
repouso no municipio de Botucatu (SP) e pesquisar a presenga de S. argenteus entre
os isolados. Resultados: A prevaléncia de S. aureus e MRSA foi de 33,6% e 8%,
respectivamente. O perfil de viruléncia encontrado foi de 74,2% para o0 gene icaA,
94,8% para os genes icaD, 38,1% para o gene icaB e 12,3% para o gene icaC. Dois
isolados (2,1%) carreavam 0 gene da enterotoxina A e um isolado (1%) o da
enterotoxina B. A prevaléncia do gene que codifica a toxina 1 da sindrome do choque
toxico (tst) foi de 7,2%, da hemolisina alfa (hla) de 93,8% e o gene hld de 90,7%.
Apenas um isolado apresentou o gene sasX. Quanto ao teste de adesdo em placa de
poliestireno, 18 isolados de S. aureus (18,5%) apresentaram atividade de aderéncia,
sendo que 12 desses eram MRSA. Ndo foi encontrado nenhum isolado de S.
argenteus atraves da pesquisa do gene nrps. A caracterizacdo molecular dos MRSA
mostrou maior frequéncia de CC5-ST105-Il (n=4), CC5-ST105-1V (n=1) e CC5-
ST5-1V (n=2) e foi detectado a linhagem clonal ST398 entre os isolados MRSA. As
regides Nordeste e Leste do municipio foram as que apresentaram maior densidade
de S. aureus e as Unicas positivas para MRSA. Conclusdo: o surgimento de novas
linhagens de S. aureus na comunidade evidencia a evolugdo epidemioldgica desse
patégeno. Isso traz preocupacdo para a populacdo estudada que costuma ser
suscetivel as infeccdes. Monitorar a disseminacdo de S. aureus e MRSA se faz
necessario para que cepas patogénicas ndo causem infecgdes mais graves e de dificil

tratamento.

Palavras-chave: Idosos, pacientes acamados, Staphylococcus aureus, MRSA,

Staphylococcus argenteus, fatores de viruléncia, ST398.
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Abstract

Objective: To evaluate the genetic diversity and virulence factors of S. aureus and
MRSA amongindividuals bedridden at home and elderly people living in nursing
homes in the city of Botucatu (SP) and to investigate the presence of S. argenteus
among the isolates. Results: The prevalence of S. aureus and MRSA was 33.6%
and 8%, respectively. The virulence profile found was 74.2% for the icaA gene,
94.8% for the icaD genes, 38.1% for the icaB gene and 12.3% for the icaC gene.Two
isolates (2.1%) carried the gene for enterotoxin A, one isolate (1%) for enterotoxin
B. The prevalence of the gene that encodes the toxic shock syndrome toxin 1 (tst)
was 7.2%, alpha hemolysin (hla gene) was 93.8% and hld gene was 90.7%. Only
one isolate showed the sasX gene. As for the plague adhesion test, 18 isolates of S.
aureus (18.5%) showed adhesion activity, with 12 of them being MRSA. No isolates
of S. argenteus were found by searching for the nrps gene. The molecular
characterization of MRSA showed a higher frequency of CC5-ST105-11 (n=4),
CC5-ST105-1V (n=1) and CC5-ST5-IV (n=2) and the clonal lineage ST398 was
detected among the MRSA isolates. The Northeast and East regions of the city were the
ones with the highest density of S. aureus and the only positive ones for MRSA.
Conclusion: the emergence of new strains of S. aureus in the community
demonstrates the epidemiological evolution of this pathogen. This brings concern to
the population studied, who is often susceptible to infections. Monitoring the spread
of S. aureus and MRSA is necessary so that pathogenic strains do not cause more
serious and difficult-to-treat infections.

Keywords: Elderly, bedridden patients, Staphylococcus aureus, MRSA,
Staphylococcusargenteus, virulence factors, ST398.
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Introducéo

Staphylococcus aureus € uma agente comensal com potencial para causar
uma ampla gamade doencas tanto em hospitais quanto na comunidade e pode ser
encontrado na pele, dentro da cavidade oral, trato respiratério superior, trato
urogenital inferior e trato gastrointestinal de humanos. A colonizagdo permanente
por esse patdgeno na populagdo é de 25 a 30% e a colonizag&o transitoria é de 60%?.

E capaz de causar uma variedade de infecgdes com gravidade leves e fatais.
A presenca defatores de viruléncia pode levar a dermatite atdpica (DA), psoriase,
fibrose cistica pulmonar, asma alérgica, pneumonia, intoxicacao alimentar, doenca
granulomatosa crénica, osteomielite, infeccBes do pé diabético e muitas outras
doencas?.

Diferentes de outras bactérias que podem apresentar apenas uma ou poucas
toxinas para promover a doenga, S. aureus possui uma variedade impressionante de
fatores de viruléncia, que incluem diversas toxinas, fatores de evasdo imune e
fatores proteicos e ndo proteicos que promovem a colonizagdo e infeccdo do
hospedeiro®.

As infecgdes comecam com a producdo de proteinas de superficie que
garantem a adesdo da bactéria aos tecidos do hospedeiro e a secrecdo de toxinas
extracelulares e enzimas que atuam destruindo células, prevenindo ou inativando o
sistema imune e o crescimento e expansao de outras bactérias. Enterotoxinas, toxina
1 da sindrome do choque toxico (TSST-1), toxinas esfoliativas (ETs), hemolisinas,
leucocidina Panton-Valentine (PVL) sdo enzimas que aumentam sua
patogenicidade e auxiliam sua disseminagio no hospedeiro®.

Possui um genoma central conservado e com evolucdo impulsionada por
meio de mutacdoe transferéncia horizontal de genes. A variagdo se da por elementos
geneticos moveis como bacteriéfagos integrados (profagos) onde a transducéo
acaba sendo um modo frequente de transferéncia de DNA entre as cepas. Como
fator de viruléncia encontrada em profagos podemaos citar a PVL, toxina esfoliativa
A, o fator de viruléncia ancorado na parede celular SasX, entre outros. As ilhas de
patogenicidade estafilocdcica também sdo elementos genéticos moveis capazes de
codificar toxinas pirogénicas chamadas superantigenos como TSST-1 e

enterotoxina B. Os plasmideos também contribuem para a viruléncia, com genes
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auxiliando na aquisicéo de resisténcia a antibidticos e em alguns casos codificando
toxinas como a toxina esfoliativa B, a enterotoxina D dentre outras®.

Outro fator de viruléncia que possui é a formacéo de biofilme, comunidades
tridimensionais de microrganismos circundadas por uma matriz extracelular que
consiste de polissacarideos, DNA extracelular e proteinas, e que promove adesao a
uma variedade de superficies bidticas e abioticas®®. O principal componente da
matriz do biofilme de S. aureus & o polissacarideo intercelular adesina (P1A)
sintetizado por quatro genes organizados em um operon icaADBC e cuja expressao
é afetada por fatores regulatérios e ambientais. O gene icaR, regulador
transcricional, esta localizado adjacente ao icaADBC, e é transcrito de forma
divergente a partir deste operon, e codifica uma proteina que se liga ao cédon inicial
do ica, inibindo-o’. A presenca de biofilme confere resisténcia a antibiéticos e a
respostas imune do hospedeiro tornando sua eliminacdo um desafio. Este pode ainda
se dispersar resultando na colonizagéo de nichos adicionais®.

Além disso, algumas cepas possuem resisténcia aos antibidticos J-
lactdmicos devido a producdo de proteina de ligacdo a penicilina (PBP-2a)
codificada pelo gene mecA presentes num grande elemento genético movel
conhecido Cassete Cromossdmico Estafilocdcico mec (SCCmec) e adquirido por
meio de transferéncia horizontal de genes entre bactérias sendo conhecidas como
S. aureus resistente a meticilina (MRSA)®.

A transmissdo de MRSA aumentou o desafio do controle de infeccdo com a
constante mudanca epidemioldgica observada. Sendo inicialmente associado a
infecgdes nosocomiais as cepas foram denominadas de hospital-acquired MRSA
(HA-MRSA). No entanto o surgimento de isolados na comunidade com fatores de
risco distintos e padrBes Unicos de resisténcia antimicrobiana e caracteristicas
moleculares levaram a classificagdo de community-acquired MRSA (CA-MRSA).
Assim, os SCCmec I, Il e Il sendo comumente encontrados em HA-MRSAe
SCCmec IV e V em CA-MRSA. Outra mudanca observada é o surgimento de
MRSA associadoa animais de gado, Livestock-Associated MRSA (LA-MRSA),
causando altas taxas de colonizacéo e infeccdo entre seres humanos sugerindo uma
transmiss&o zoonatica®.

S. aureus possui um genoma plastico que o permite colonizar diferentes
espécies hospedeiras. A parte central do seu genoma contempla informagdes para
sintese de proteinas de superficie e de reguladores de transcri¢do. Porém seu genoma
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acessorio, que corresponde a 15%, se da principalmente por elementos genéticos
moveis e desempenha o papel na adaptacdo permitindo mudancas ao ambiente e
para com as espécies hospedeiras'®.

Mudancas na composicao de fatores de viruléncia e dos elementos genéticos
moveis sd0 necessarios para a adaptacdo bem sucedida aos varios nichos e
hospedeiros. A estrutura populacional de S. aureus é principalmente clonal e para
entender a dinamica evolutiva é feito a tipagem de sequéncia multilocus (MLST) e
discriminacéo de tipos de sequéncia (STs) e complexos clonais (CC)*.

A caracterizacdo molecular por MLST se da através da analise de sequéncias
de fragmentosde sete genes housekeeping altamente conservados, responsaveis por
codificar enzimas importantes do metabolismo da bactéria, onde é atribuido um
namero a cada sequéncia locus com base na similaridade a alelos conhecidos e
gerando uma sequéncia ST. Estes podem ser agrupadossob um mesmo complexo
clonal. Os CA-MRSA pertencem principalmente aos complexos clonais CC8 (ST8),
CC30 (ST30), CCh9, CC8O e CCI93; HA-MRSA sdo atribuidos principalmente a
CC5,CC8 (ST239), CC22, CC30 (ST36) e CC45; e LA-MRSA s&o principalmente
atribuidos a CC3982,

Com o passar dos anos o S. aureus tem sido vastamente estudado gerando
muitos dados sobre sua diversidade de espécie. O ST75 geneticamente divergente foi
inicialmente relatado na Australia eseguido por outros isolados geneticamente
relacionados ao CC75 passaram a ser descritos na Bélgica, Camboja, China, Fiji,
Franca, Guiana Francesa, Nova Zelandia, Tailandia, Trinidad e Tobago, Reino
Unido e Estados Unidos. As linhagens divergentes foram formalmente reconhecidas
taxonomicamente como Staphylococcus argenteus e Staphylococcus schweitzeri
como novas espécies dentro do complexo S. aureus (SAC)*.

S. argenteus apresenta coldnias brancas e cremosas em agar sangue devido
a falta do operon crtOPQMN responsavel pela producdo da estafiloxantina,
pigmento carotendide, essencialpara protecdo contra estresse oxidativo e morte de
neutréfilos. Tem emergido como patégeno relacionado a amplo espectro de doengas
infecciosas como de pele e tecidos moles, fasceite necrosante, infeccao relacionada
a proteses, bacteremia e infeccGes endovasculares invasivas. Ja foi descrito como
colonizante em individuos saudaveis!*. Isolados de S. argenteus ja foram descritos
como mecA positivos, resistentes & meticilina, e com SCCmec tipo IV, além de uma

variedade de fatores de viruléncia como PVL e as cinco enterotoxinas classicas'®.
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N&o é possivel a diferenciacdo entre S. aureus e S. argenteus pelos métodos
de diagnosticos clinicos de rotina como teste da coagulase ou fator de aglomeracéo,
pois ambas apresentam muitas caracteristicas fenotipicas iguais'®. Algumas
caracteristicas genotipicas, no entanto, permitem a distingdo das espécies, como a
pesquisa dos genes do operon crtOPQMN e da sequéncia génica de peptideo
sintetase ndo ribossdmica (nrps) e alguns genes conservados'’.

A descoberta desta nova espécie implica na necessidade de determinar se
elas devem ser diferenciadas na rotina caso ela se apresente com diferentes
manifestacdes clinicas ou exigir esquemas antimicrobianos diferenciados®®.
Portanto, este estudo objetivou avaliar a diversidade genética e os fatores de
viruléncia de S. aureus e MRSA entre individuos acamados em domicilio e idosos
vivendo em casas de repouso no municipio de Botucatu (SP) e pesquisar a presenca

de S. argenteus entre os isolados.
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Materiais e métodos

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal realizado no municipio de Botucatu-SP,
que segundo censo de 2018 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica— IBGE,
possuia uma populagdo estimada de 144.820 habitantes, sendo destes 17.008
idosos™®®.

A Secretaria Municipal da Salde contabilizava em seu cadastro 188
residentes em Casas de Repouso e 222 acamados em domicilio. Foi realizado um
calculo amostral com base nesse nimero onde obteve-se um “n” sugerido de 173
individuos. A férmula utilizada para calcular o niUmero de amostras esta disposto no
Anexo |.

Os individuos foram abordados em visitas domiciliares e em nove
instituicdes de longa permanéncia, ILPI A (N=7), ILPI B (N=6), ILPI C (N=12),
ILPI D (N=6), ILPI E (N=7), ILPI F (N=18), ILPI G (N=60), ILPI H (N=16) e
ILPI I (N=18), através de enderecos fornecidos pela propria secretaria ou pelas
unidades de satde do municipio, e convidados a participar da pesquisa, apds uma
explicacdo detalhada sobre o estudo e sua importancia. A participacdo foi
confirmada com assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
pelo individuo e nos casos de déficit cognitivo, foi solicitado o consentimento do
responsavel legal ou (na auséncia deste) o da instituicéo.

Foram incluidos todos os individuos que consentiram participar da pesquisa
e nos casos dos que se encontravam impossibilitados de compreender (ex.:
deméncia), estes foram incluidos mediante consentimento do responsavel. O critério
de exclusdo foi individuos institucionalizados ou acamados hd menos de 30 dias.

Também foi aplicado questiondrio (Anexo 2), que incluiu dados
demograficos (género e idade), tempo de institucionalizagdo, dados clinicos
(comorbidades), dispositivos invasivos, internagfes recentes (Gltimos 6 meses),
doencas infecciosas atuais ou recentes, e uso de antimicrobianos (Gltimos 6 meses).
Essas informacdes foram levantadas através de entrevista com o proprio participante
e/ou seu responsavel.

As coletas foram realizadas no periodo de julho de 2017 a dezembro de 2018.

Apols o procedimento de cultura para isolamento e identificacdo fenotipica e
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genotipica de Staphylococcus aureus conforme descrito nos itens abaixo, os isolados
foram mantidos em freezer a -70°C e - 20°C.

Coleta de culturas

Amostras de vestibulo nasal, da orofaringe e do reto de 226 individuos (150
residentes de nove casas de repouso e 76 acamados em domicilio) do municipio de
Botucatu, SP, Brasil, coletadas utilizando um swab estéril com meio de transporte
para cada um dos sitios citados. Devido a recusa por parte de 47 individuos, somente
179 swabs retais foram coletados. Ja para os sitios nasal e oral ndo houve nenhuma
recusa entre os 226 individuos incluidos no estudo.

A técnica de coleta incluiu a umidificacdo do swab em solucdo fisiologica
0,9% (técnica esteéril) e introducdo em ambas as narinas, até a maior profundidade
toleravel pelo participante da pesquisa, com rotacdo da haste pressionando
gentilmente a extremidade contra a mucosa. Para coleta da orofaringe o swab foi
levemente pressionado e girado sobre as tonsilas e atrds da Gvula (faringe posterior),
evitando-se tocar na lingua, mucosa bucal e Gvula. Ja para a coleta retal passou-se a
ponta do swab a aproximadamente dois centimetros do esfincter anal, rotacionando
cuidadosamente para coletar amostra das criptas anais, certificando-se de que
houvesse coloracdo fecal no algoddo ap6s a retirada do swab. Apos a coleta, 0s
swabs foram transportados em meio de Stuart para o Laboratério de Bacteriologia
do Departamento de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas — Setor de Microbiologia e

Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Identificacdo fenotipica de Staphylococcus aureus

As amostras coletadas dos trés sitios foram semeadas em placas de Petri
contendo &gar Baird Parker, meio seletivo para Staphylococcus. Apos incubacao a
37°C por 48 horas as culturas que se desenvolveram foram submetidas & coloragdo
de Gram objetivando-se sua pureza e a observacdo da morfologia e coloragéo
especifica. Apds a confirmacdo dessas caracteristicas, foram feitas as provas de
catalase e coagulase em tubo conforme preconizado por Koneman et al?® e provas

bioguimicas adicionais de fermentacdo dos agucares maltose, trealose e manitol.
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Identificacdo genotipica de Staphylococcus aureus

As amostras foram submetidas a técnica de PCR para amplificacdo do
fragmento de DNA Sad42, especifico da espécie S. aureus seguindo o protocolo
descrito por Martineau et al?* na qualforam utilizados os primers Sa442-1 (5'-AAT
CTTTGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG3')e Sa442-2 (5-CGT AAT GAG
ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA-3) gerando um produto amplificado de
241pb.

Extracdo do acido nucléico

O éacido nucléico total foi extraido de S. aureus cultivados em agar sangue e
inoculados individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) e
incubados a 37°C por 24 horas.

Para a extragéo foi utilizado o Kit Illustra (GE Healthcare) que consistiu na
digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K
(20 mg/ml). A seguir, 500 ulda solucdo de extracao foi adicionada a mistura e esta
centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Em seguida o sobrenadante foi transferido para
a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. Oliquido coletado foi descartado
e 500 pl de solugdo de extracdo foi adicionado novamente a coluna. Apos a
centrifugagdo e descarte do liquido coletado, 500 ul da solugdo de lavagem foi
adicionada a coluna e esta submetida a centrifugacdo a 14.000 x rpm por 3 min. A
coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 ul de 4gua Milli Q aquecida a
70°C foi utilizada para a elui¢do. As amostras foram centrifugadas novamente a 5000
X g por 1 minuto, e a coluna de GFX desprezada.O DNA extraido foi guardado sob
refrigeracdo a -20°C.

Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado para todos o0s
isolados obtidos pormeio da técnica de disco difusdo a partir de discos impregnados
conforme critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI?2% As drogas utilizadas foram: Oxacilina (1ug), Cefoxitina (30ug),
Linezolida (30u9), Quinupristina/Dalfopristina (15ug),

Sulfametoxazol/Trimetoprim (25 pg). A atividade do antimicrobiano foi avaliada
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pelo didmetro do halo de inibicdo através de interpretacdo em base das normas
estabelecidas pelo CLSI?*?3 ¢ BrCAST?.

Determinacdo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM de Vancomicina foi avaliada por meio do método
de E-test. Este procedimento é um método quantitativo, que utiliza tiras de plastico
inerte e transparente, medindo 60 mm de comprimento por 5,5 mm de largura, na
qual é incorporado um gradiente de concentragdo estabilizado do antimicrobiano a
ser pesquisado.

Os resultados da CIM foram denominados sensivel, intermedidrio ou
resistente de acordo com as definicbes pré-estabelecidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)?® e BrCAST?4,

A determinacdo da CIM de Vancomicina foi avaliada por meio do método
de E-test. Este procedimento é um método quantitativo, que utiliza tiras de plastico
inerte e transparente, medindo 60 mm de comprimento por 5,5 mm de largura, na
qual é incorporado um gradiente de concentragdo estabilizado do antimicrobiano a

ser pesquisado.

Teste de triagem para deteccdo de heterorresisténcia a vancomicina

Para verificacdo de heterorresisténcia a vancomicina foi utilizado o meio de
triagem preparado com agar BHI adicionado de 6 pug/ml de vancomicina conforme
recomendagdo do CLSI??23, As linhagens de S. aureus ATCC 29213 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212, susceptiveis a vancomicina, foram utilizadas como controle
negativo e aamostra E. faecalis ATCC51299, resistente a vancomicina, foi utilizada

como controle positivo.

Deteccdo do gene sasX e dos genes envolvidos na formagéo de biofilme

As amostras de S. aureus foram submetidas a pesquisa do gene sasX através
da técnica dePCR, segundo metodologia descrita por Li et al?®. Os primers utilizados
e 0 tamanho do respectivofragmento estdo listados na Tabela 4.

As reacOes de PCR para a deteccdo dos genes codificadores do biofilme foram
realizadas conforme os pardmetros descritos por Arciola et al?®. Da mesma forma,

se procedeu as reagdes de PCR para identificacdo dos genes bap (proteina associada
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ao biofilme), aap (proteina associada a acumulo) e atlE (autolisina, envolvida na
adesdo do biofilme) segundo as defini¢des de Cucarella et al?” e Vandecasteele et
al?8, respectivamente. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 1. Em todas as
reacOes realizadas, foram utilizadas linhagens de referéncia internacional como
controle positivo e negativo, S. epidermidis ATCC 35985 (produtora de biofilme) e
S. epidermidis ATCC 12228.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para deteccdo dos

genes envolvidos na codificacdo da proteina SasX e formacao de biofilme.

Primer Sequéncia de nucleotideos (5’ - 3?) arsgljig‘jiigoo?os
sasX1 AGAATTAGAAGTACGTCTAAATGC 588 pb*
sasX2 GCTGATTATGTAAATGACTCAAATG 588 pb*
icaAl ACAGTCGCTACGAAAAGAAA 103 pb**
icaA2 GGAAATGCCATAATGAGAAC 103 pb**
icaD1 ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 198 ph**
icaD2 CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA 198 pb**
icaB1 CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 302 pb**
icaB2 AAAGTCCCATAAGCCTGTTT 302 pb**
icaCl TAACTTTAGGCGCATATGTTT 400 pb**
icaC2 TTCCAGTTAGGCTGGTATTG 400 ph*+
bapl CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 971 ph***
bap2 GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 971 ph*x+
aapl ATACAACTGGTGCAGATGGTTG 309 phsex
aap2 GTAGCCGTCCAAGTTTTACCAG 309 phsex
atlEl CAACTGCTCAACCGAGAACA 500 phs**
atlE2 CATCGTTTTCAGCGCTATCA 500 ph**++

5. ** 6. *r* Fkkk,

Fonte: "Li et al®>; "Arciola et al®’; ""Cucarella et al?” e ""*"Vandecasteele et al?.

Pesquisa de genes das hemolisinas e toxinas estafilocdcicas

As reacdes de PCR para os genes das hemolisinas alfa e delta (hla e hid),
assim como os primers utilizados, foram realizadas de acordo com Marconi et al?®.
As reacOes de amplificacdo dos genes das enterotoxinas (sea, seb e sec-1), e para o
gene datoxina 1 da sindrome do choque toxico (tst) foram realizadas segundo Cunha

et al®® e Johnson et al®. Os parametros para a detecciodos genes da leucocidina
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Panton-Valentine (pvl) e genes das toxinas esfoliativas (eta, etb), foram utilizados
conforme descritos por Tristan et al*> e Koning et al®. A Tabela 2 demonstra a

sequéncia de primers utilizados, o tamanho do amplicon e as cepas utilizadas como
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controles.
Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para a detec¢cdo de genes de
hemolisinas e toxinas.
Fator de Gene Primer Sequéncia de nucleotideos (5°-3°) Produtos Controle
viruléncia amplificados
pb
Enterotoxina sea SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120 ATCC
A SEA-2 GAACCTTCCATCAAAAACA 13565
Enterotoxina seb SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 478 ATCC
B SEB-2 GACGGTACTCTATAAGTGCC 14458
Enterotoxina  sec-1 SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 ATCC
¢ SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC 19095
Tox. 1da tst TSST-1 ATGGCAGCATCAGCTTGATA 350 N315
Sindrome TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT
Choque
Toxico
Toxina eta ETA-1 CTAGTGCATTTGTTATTCAA 119 N5
Eefollativa ETA-2 TGCATTGACACCATAGTACT
Toxina etb ETB-1 ACGGCTATATACATTCAATT 200 M
ESfO'E;at'Va ETB-2 TCCATCGATAATATACCTAA
Hemolisina hla HLA-1 CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 209 N315
alfa HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT
Hemolisina hid HLD-1 ATGGCAGCAGATATCATTTC 357 N315
delta HLD-2 CGTGAGCTTGGGAGAGAC
Leucocidina pvl LUK-  ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 ATCC
de Panton PV1 49775
Valentine LUK- GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

PV2

Fonte: Marconi et al?®; Cunha et al®; Johnson et al®%; Tristan et al*?; Koning et al:.

Identificacdo de Staphylococcus argenteus

Para identificacdo de Staphylococcus argenteus foi feita a reacdo de PCR para
amplificacdo do gene do peptideo ndo-ribossémico sintetase (nrps) baseada na
delecdo de 60 aminodcidos que ocorre em S. aureus, mas ndao em S. argenteus
conforme descrito por Zhang et al**. Os primers utilizados foram: nrps-F (5'-
TTGARWCGACATTACCAGT-3") e nrps-R (5'- TWRCRTACATYTCRTTATC-
3"). O produto amplificado esperado é de 340pb para S. argenteus e 160pb para S.

aureus.



Visualizagdo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificagdes foi confirmada pela eletroforese da reagcdo em
gel de agarose2% preparado em tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1,0X. Como
padrdo foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb. O DNA foi corado

com Sybr® Safe e posteriormente fotografado sob transiluminacdo ultravioleta.

Pesquisa da producéo de biofilme pelo método de aderéncia em placa de
Poliestireno

O método da pesquisa da producao de biofilme em placas de cultura proposto
por Christensen et al. (1985)® foi utilizado com algumas modificaces propostas por
Oliveira e Cunha (2010)%¢. Este método apresenta bases espectofotométricas,
baseando-se na leitura da densidade Optica (DO) do material aderente produzido
pela bactéria. Foram utilizadas culturas em TSB, incubadas por 24 horas e
posteriormente diluidas a 1:1 com TSB, preparado com 2% de glicose. Foram
utilizadas placas previamente esterilizadas de 96 cavidades com fundo plano
(Costar, modelo 3599 fabricado pela Corning Incorporated). Os pocos foram
preenchidos em quaduplicatacom 200ul da cultura diluida, utilizando pipeta
multicanal. Em todos os testes foram utilizados uma amostra como controle
positivo, uma como controle negativo e uma com TSB estéril. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C e posteriormente o conteldo de cada poco foi aspirado
cuidadosamente utilizando-se pipeta multicanal, e entdo, lavados quatro vezes com
200l de tampéo fosfato salina (PBS), pH 7,2. A secagem da placa foi realizada em
temperatura ambiente por 1 hora. A seguir, os pocos foram corados com cristal
violeta a 2% por um minuto, em seguida, o volume foi aspirado e o excesso de
corante retirado através de uma lavagem das placas com aguadestilada utilizando-se
de pipeta multicanal. A seguir, foi feita secagem das placas em temperatura ambiente
por 60 minutos e realizada a leitura da densidade Optica no leitor de Elisa, da marca
Labsystem modelo Multiskan EX em filtro 540 nm.

As amostras foram classificadas em trés categorias e a Tabela 3 mostra 0s
valores do pontode corte:

Nao aderente (NA), DO igual ou menor que o ponto de corte,
Fraco aderente (FRA), DO maior que o ponto de corte igual ou menor que o dobro,

Forte aderente (FOA), DO maior que o dobro do ponto de corte.



Tabela 3: Valores do ponto de corte

Resultado Filtro 540nm

NA <0,111

FA >0,1110ou < 0,222
FOA >0,222

Nota. NA- N&o aderente; FA- Fraco aderente; FOA- Forte aderente

PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

Todos os isolados de S. aureus foram tipados através do Pulsed-Field Gel
Eletroforesis (PFGE) utilizando o protocolo modificado de McDougal et al*’. As
amostras foram colocadas em caldo BHI para o crescimento durante 24 horas. Em
um microtubo, foram adicionados 400pl da amostra e centrifugada a 12.000 rpm
por 50 segundos. Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados 300pul
de solucdo TE (10mM de Tris, ImM EDTA [pH 8,0]. As amostras foram deixadas
em banho-maria por 10 minutos & 37°C. Apds agitacdo em vortex, foram
adicionados 5ul de lisostafina (1mg/ml em 20mM de acetato de sodio [pH 4,5]) e
300ul de agarose lowmelt.

As amostras foram distribuidas nos moldes para plugues, ap6s a
solidificacdo foram colocadas em placa de 24 pocos com 2 ml de solucdo EC (6mM
Tris-HCI, 1M NaCl, 100mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sédio, 0,5%
laurilsarcosil sddico) e incubadas & 37°C por no minimo 4 horas. O EC foi retirado
e os plugues lavados com 2 ml de TE quatro vezes a temperatura ambiente com
intervalos de meia hora.

Para a restricdo do DNA gendmico foi utilizada a enzima Smal (Fast Digest
Smal, Fermentas Life Science, Canada). A eletroforese foi executada em aparelho
CHEF-DR IllI System (BioRad Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1%
preparado com TBE 0,5M (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad Laboratories,
EUA) sob as seguintes condicdes: intervalos de tempo depulso de 5 a 40s por 21h;
em rampa linear; 6VV/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5M TBE como tampao de corrida.
Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) como marcador
molecular. O gel foi corado com GelRed (10.000X em agua, Biotium, EUA) por 1
hora, e fotografado sob transiluminagédo UV.

A anélise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics

(versdo 7.6; Applied Maths, Bélgica). A criacdo do dendrograma foi realizada pelo
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método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com
tolerancia da posicdo das bandas e a otimizagdo ajustada para 1,2% e 1%,
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice>80% foi escolhido para
determinacéo dos clusters. Foi considerado cluster o agrupamento de dois ou mais

isolados agrupados com >80% de similaridade.

Os isolados que ndo puderam ser tipados utilizando a enzima Smal, foram

tipados através da digestdo com a enzima Apal.

MLST — Multilocus Sequence Typing

O MLST foi realizado segundo as normas descritas por Enright et al*®. Cada
par de primer amplifica um fragmento interno do gene housekeeping (cerca de 500
pb), estes sdo demonstrados na Tabela 4: carbamatoquinase (arcC) desidrogenase,
do chiquimato (aroE), glicerol quinase (glpF), guanilatoquinase (gmk),
acetiltransferase fosfato (pta), triosefosfatoisomerase (tpi), e acetil coenzimaA
acetiltransferase (yqiL).

A purificacdo foi realizada pelo Kit HiYield™ Gel/PCR Fragments
Extraction e a reacdo de sequenciamento é descrita abaixo. A analise e comparacédo
das sequéncias foram realizadas por banco de dados via internet
(https://pubmist.org/) (2023).
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Tabela 4. Sequéncia de primers utilizados na PCR

Gene Primer Sequéncia de nucleotideos (5’ a 3°) Pro.d'utos
amplificados
arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
Carbamato 570pb
guinase arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
. aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
Desidrogenase do
piogEna 536pb
chiquimato aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
Glicerol quinase 534ph
glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC
Guanilato quinase 488pb
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
Fosfato 575pb
acetiltransferase pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
. tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
Triose-fosfato
. 475pb
Isomerase tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
Acetil coenzima quL-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC
A acetil 598pb
transferase yqiL-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Fonte: Enright et al®.

Reacéo de sequenciamento

As reacgdes foram realizadas em sequenciador ABI3500 de 8 capilares (de
50cm) usando como polimero o POP7 (Applied Biosystems). A visualizacdo das
sequéncias (eletroforograma) foirealizada pelo programa BioNumerics (versao 7.6;
Applied Maths, Bélgica).

Georreferenciamento

As coordenadas geograficas dos locais de coleta foram levantadas e
analisadas utilizando os softwares Mapinfo (© Mapinfo Corporation North
Greensburg, NY, USA), ArcGIS (©OESRI, San Diego, CA, USA) e para 0s mapas
de calor (Estimativa de densidade Kernel) foi utilizado o software QGIS 3.32.1, com

raio empregado de 500 metros e a resolucdo 10 do pixel no raster de saida.



Resultado
Prevaléncia da colonizacdo de S. aureus e MRSA

Como previamente publicado pelo nosso grupo®, identificamos nas
amostras dos 226 individuos acamados ou residindo em instituicbes de longa
permanéncia uma prevaléncia de 33,6% (n=76) como sendo portadores de S. aureus
e 8% (n=18) de MRSA, em pelo menos um dossitios coletados. Quanto as ILPIs a
prevaléncia de S. aureus foi de 85,7% (A), 50,0% (B), 58,3% (C), 33,3% (D), 42,9%
(E), 27,7% (F), 33,3% (G), 50,0% (H) e 16,6% (I). Apenas quatro das nove
instituicdes apresentaram residentes colonizados por MRSA, com prevaléncia de
14,3% (A), 16,7% (B), 13,3% (G) e 25% (H). Ja dos 76 individuos acamados 20
(26,3%) estavam colonizadospor S. aureus. Desses, quatro (5,2%) eram MRSA. O
namero total de isolados de S. aureus obtidofoi de 97 sendo que alguns deles foram
de sitios distintos de um mesmo individuo devido a colonizagdo simultanea. A
Tabela 5 mostra a relacdo das caracteristicas clinicas dos individuos com o isolado

identificado.
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Tabela 5. Dados clinicos dos individuos acamados ou institucionalizados em ILPIs.

Individuo Idade Origem Condicéo Procedimentos Antibidtico Cultura
préevio
2 64 ILPI A Esquizofrenia Internagéo MRSA
3 94 ILPI A Alzheimer S. aureus
4 82 ILPI A Alzheimer S. aureus
5 63 ILPI A Doenca Pulmonar S. aureus
6 84 ILPI A Deméncia Sonda S. aureus
7 77 ILPI A Diabetes Cirurgia S. aureus
8 70 ILPI B Esquizofrenia Internacao sim MRSA
10 86 ILPI B Alzheimer S. aureus
12 73 ILPI B Neuropatia sim S. aureus
15 80 ILPIC AVC Cirurgia S. aureus
16 74 ILPIC Diabetes sim S. aureus
17 81 ILPIC Alzheimer S. aureus
20 80 ILPIC  Doenga Pulmonar sim S. aureus
21 82 ILPIC Diabetes S. aureus
24 85 ILPIC Alzheimer S. aureus
25 88 ILPIC Alzheimer S. aureus
27 92 ILPID Diabetes sim S. aureus
30 87 ILPI D Deméncia S. aureus
34 84 ILPIE Alzheimer S. aureus
38 80 ILPI E Diabetes S. aureus
42 85 ILPIF Deméncia S. aureus




49

47 100 ILPIF Alzheimer S. aureus
54 82 ILPI F Diabetes S. aureus
55 74 ILPIF AVC S. aureus
56 77 ILPI F Deméncia S. aureus
58 86 ILPI G Diabetes MRSA
65 75 ILPI G Diabetes S. aureus
79 80 ILPI G Hipertensao S. aureus
82 86 ILPI G Osteoporose S. aureus
84 83 ILPI G Coagulopatia MRSA
86 80 ILPI G Alzheimer MRSA
89 81 ILPI G Diabetes S. aureus
92 79 ILPI G Diabetes S. aureus
93 72 ILPI G Doenca Renal S. aureus
94 83 ILPI G Coagulopatia S. aureus
95 91 ILPI G Osteoporose S. aureus
96 82 ILPI G Anemia MRSA
97 70 ILPI G Hipertensao MRSA
101 67 ILPI G Epilepsia S. aureus
105 66 ILPI G Diabetes S. aureus
106 55 ILPI G Anemia MRSA
112 67 ILPI G Doenca Cardiaca MRSA
113 70 ILPI G Ulcera MRSA
114 69 ILPI G Diabetes S. aureus
116 69 ILPI G Esquizofrenia S. aureus
119 82  Acamado AVC S. aureus
121 43  Acamado Hipertensao Cirurgia S. aureus
122 34  Acamado Meningite Internagéo sim S. aureus
128 52 Acamado Doenca Renal Internacao S. aureus
132 76  Acamado AVC sim S. aureus
136 67  Acamado Hipertensao MRSA
138 70  Acamado Diabetes sim S. aureus
139 70  Acamado Diabetes S. aureus
143 83  Acamado Glaucoma S. aureus
144 74 Acamado Diabetes Cirurgia S. aureus
152 83  Acamado Hipertensao sim MRSA
160 60  Acamado Diabetes Cirurgia sim S. aureus
161 27  Acamado Neuropatia S. aureus
162 74  Acamado Diabetes sim S. aureus
165 82  Acamado Hipertensao sim MRSA
169 87  Acamado Doenca Pulmonar Internacdo MRSA
174 80 ILPIH AVC Internacdo sim MRSA
176 82 ILPIH Alzheimer MRSA
178 86 ILPI H Hipertensdo Cirurgia S. aureus
181 83 ILPIH Diabetes S. aureus
186 88 ILPI H Alzheimer S. aureus
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187 74 ILPIH  Infeccdo do Trato Internagéo sim MRSA
Urinario
188 80 ILPIH Alzheimer MRSA
189 76 ILPIH Alzheimer sim S. aureus
190 72 Acamado Hipertensdo S. aureus
194 83 Acamado Diabetes S. aureus
196 98 ILPI I Diabetes S. aureus
209 81 ILPI I Alzheimer S. aureus
211 91 ILPI I Doenca Pulmonar S. aureus
216 87 Acamado Diabetes S. aureus
223 82 Acamado Alzheimer S. aureus

Nota. Caracteristicas clinicas dos individuos incluidos no estudo e a relagdo com a presenca de S.

aureus ou MRSA. ILPI: Instituicdo de Longa Permanéncia para Idosos. AVC: Acidente Vascular

Cerebral.

Determinacao da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

A andlise dos 97 isolados de S. aureus dos individuos acamados ou
institucionalizados revelou que 11 se mostraram resistentes a oxacilina e a
cefoxitina simultaneamente, cinco resistentes somente a oxacilina e dois resistentes
somente a cefoxitina, resultando em um total de18 isolados apresentando resisténcia
fenotipica.

E importante observar que houve isolados resistentes & oxacilina in vitro e
que ndo carreavam o gene mecA. Além disso, alguns isolados foram fenotipicamente
sensiveis a oxacilina e cefoxitina e carreavam 0 gene mecA. Neste estudo,
classificamos isolados portadores do gene mecA como MRSA, independentemente
do resultado fenotipico observado nos testes de suscetibilidade.

N&o foram encontrados casos de resisténcia a sulfametoxazol/trimetoprim,
quinupristina/dalfopristina e linezolida e o CIM da vancomicina também mostrou

todos isolados sensiveis (Tabela 6).



Tabela 6. Perfil de sensibilidade dos isolados de MSSA e MRSA dos

individuos acamados em domicilio ou institucionalizados

Vancomicina

S.aureus  Gene Oxacilina Cefoxitina Linezolida Q/D SIT CIM*
97) mecA R S R S R S R S R S

(ng/mL)

MSSA (77) 0 3* 74 0 77 o 77 0 77 0 77 0,19-15

MRSA (20) 20 13 7** 13 7** 0 20 0 20 0 20 0,19-15

Total (97) 20 16 81 13 84 0 97 0 97 0 97 0,19-15

Nota. Isolados identificados como MSSA e MRSA a partir da presenca do gene mecA. R: resistente.
S: sensivel. Q/D: Quinupristina/dalfopristina. S/T: Sulfametoxazol/trimetoprim. CIM: Concentracéo
Inibitéria Minima. *Faixa de variacdo de sensibilidade & vancomicina obtida nos isolados genes
mecA negativos (MSSA) e gene mecA positivos (MRSA). *Isolados Oxacilina resistentes que nao

carreavam gene mecA. **Isolados Oxacilina e Cefoxitina sensiveis que carregavam gene mecA

Deteccéo de heterorresisténcia a vancomicina

Nenhum dos 97 isolados de S. aureus provenientes dos individuos acamados
ou institucionalizados, apresentou crescimento no método de triagem para h-VISA
(vancomycin- intermediate S. aureus heteroresistant), ndo sendo, portanto,
detectado nenhum isolado com heterorresistencia a vancomicina na populacdo

estudada.

Detecgéo dos genes relacionados a viruléncia de S. aureus

A prevaléncia dos genes da producdo de biofilme observados foi de 74,2%
(72) para o geneicaA, 94,8% (92) para os genes icaD, 38,1% (37) para o gene icaB e
12,3% (12) para o gene icaC.Destes, 70,1% (68) apresentaram simultaneamente 0s
genes icaA e icaD e 4,1% (4) apresentaramo operon icaADBC completo. Né&o foi
detectado os genes da proteina associada ao biofilme (bap),da autolisina (atlE) e da
proteina associada a acimulo (aap) em nenhuma das amostras e apenas um isolado
foi positivo para o gene sasX.

Dentre os isolados foi identificado que apenas dois (2,1%) carreavam o gene
da enterotoxina A (sea), apenas um isolado (1%) carreava o gene da enterotoxina B
(seb) e nenhum deles carreava 0 gene da enterotoxina C (sec-1). A prevaléncia
observada para o gene da toxina 1 da sindrome do choque toxico (tst) foi de 7,2%
(7). Jaem relacdo as hemolisinas, encontrou-se uma prevaléncia de 93,8% (91) para

0 gene hla e 90,7% (88) para o gene hld. Quanto aos genes da esfoliatina A (eta),
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esfoliatina B (eth) e da Leucocidina de Panton Valentine (pvl), estes ndo foram
identificados em nenhum dos isolados.

A prevaléncia dos fatores de viruléncia entre os isolados de MSSA e MRSA
é demonstrada na Figura 1. A comparacao entre a presenca dos fatores de viruléncia
nos isolados de S. aureus provenientes da mucosa nasal, orofaringea e retal é

demonstrada na Figura 2.
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sea seb tst hla hid icaA icaD icaB icaC sasX

MSSA (77) BMRSA (20)

Nota. Genes pesquisados quanto a viruléncia dos isolados de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA) e S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA). Genes codificadores das enterotoxinas estafilococicas (sea e seb). Gene
da toxina 1 da sindrome do choque tdxico (tst). Genes das citotoxinas, alfa hemolisina (hla) e delta hemolisina
(hld). Genes relacionados a produgéo de biofilme (operon icaADBC). Gene da proteina relacionada a adeséo

(sasX). O eixo y esta expresso em porcentagem e o rétulo de dados estd em ndmero absoluto de isolados.

Figura 1. Pesquisa dos genes de viruléncia em isolados de MSSA e MRSA
provenientes de idosos acamados ou residindo em instituicdes de longa

permanéncia.
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Nota. Genes pesquisados quanto a viruléncia dos isolados de S. aureus de acordo com sitio de coleta.
Enterotoxinas estafilocicicas(sea e seb). Gene da toxina 1 da sindrome do choque toxico (tst). Genes das
citotoxinas, alfa hemolisina (hla) e delta hemolisina (hld). Genes relacionados a producéo de biofilme (operon
icaADBC). Gene da proteina relacionada a adesdo (sasX). O eixo y estd expresso em porcentagem e o rétulo de

dados estd em numero absoluto de isolados.

Figura 2. Comparacdo entre os genes de viruléncia dos isolados encontrados na
mucosa nasal, orofaringea e retal de idosos acamados ou residindo em instituicdes

de longa permanéncia.

Pesquisa da producdo de biofilme pelo método de aderéncia em placa de
Poliestireno

A partir da leitura das placas com filtro de 540nm foi verificado que 18

isolados (18,5%) apresentaram atividade de aderéncia, com 12 deles sendo MRSA.

A Tabela 7 mostra a relacdo da aderéncia com expressdo dos genes relacionados.



Tabela 7 — Relagéo dos isolados aderentes com a expressao genes do biofilme

Isolado Perfil Aderéncia Expressao dos genes

58.0 MRSA FA icaD
84.N MRSA FA icaADB
86.N MRSA FA icaADB
96.N MRSA FA icaADB
113.0 MRSA FA icaADBC
136.0 MRSA FA icaD
152.N  MRSA FA icaDB
152.0 MRSA FA icaDB
165.N MRSA FA icaAD
169.A MRSA FO icaAD
176.N MRSA FA icaADB
187.N MRSA FA icaDBC
4.N MSSA FA icaAD
56.A  MSSA FA icaADB
97.A MSSA FA icaADB
114N MSSA FA icaDC
132.0 MSSA FA -
181.N MSSA FA icaD

Nota. N:mucosa nasal. O: mucosa orofaringea. A: mucosa retal. FA: fraco aderente. FO: Forte aderente.

Identificacé@o de S. argenteus
A pesquisa para identificacdo do gene do nrps nédo identificou a presenca de
S. argenteus dentre os isolados do estudo. Todos os produtos amplificados pela PCR

geraram fragmentos de 160pb caracteristicos de S. aureus (Figura 3).
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Nota. L: 100 pb ledder. B: branco. 1-14: Amostras de S. aureus
Figura 3 — Foto do gel da amplificacdo do gene nrps

Deteccéo Determinacgdo do perfil clonal dos isolados de S. aureus e MRSA por
PFGE (PulsedField Gel Electrophoresis)

Os 20 isolados positivos para o gene mecA foram analisados pela técnica de
PFGE. Atravésda analise do dendrograma foi possivel identificar a presenca de
clusters com similaridade >80%(Figuras 4 e 5).

Na Figura 4 é possivel verificar a presenca de quatro clusters de MRSA ap6s
digestdo coma enzima Smal. O cluster A agrupou dois isolados de individuos
diferentes (96N e 97N), mas provenientes da mesma ILPI. O cluster B apresentou
trés isolados de individuos diferentes (1130,176N e 1880) sendo um deles residente
em ILPI diferente. O cluster C também agrupou trés isolados de individuos
diferentes (580, 84N e 86N) todos provenientes da mesma ILPI. J& o clusterD
agrupou dois isolados (152N e 1520) de um mesmo individuo acamado.

Os MRSA que néo foram digeridos com a enzima Smal foram submetidos a
tipagem por PFGE com a enzima de restricdo Apal (Figura 5). A analise do
dendrograma revelou a formacgéo de dois clusters tipados com Apal. O cluster E
agrupou dois isolados (106N e 1060) de sitios diferentes de um mesmo individuo
institucionalizado. Ja o cluster F agrupou isolados de dois individuos (1740 e
1360), sendo um MRSA isolado de residente de ILPI e outro isolado de individuo
acamado em domicilio.
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Isolado

56

Nota: N: mucosa nasal. O: mucosa orofaringea. NT: ndo tipado. Oxa: oxacilina. Cefo: cefoxitina. S:

sensivel. R: resistente. ILPI: institui¢do de longa permanéncia para idoso.
Figura 4: Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied
Maths) dos perfis PFGE-Smal de isolados de MRSA provenientes de individuos

acamados em domicilio ou de Instituicdo de Longa Permanéncia.

PFGE apal PFGE apal
8 3 8 Isolado mecA SCCmec Oxa Cefo Origem
B T | 1060  + NT S S IPIG
| 106N + NT S s ILPIG
| T ] 1740  + NT S S IPIH
| ‘ 1360 + I R R Acamado

Nota:N: mucosa nasal. O: mucosa orofaringea. NT: néo tipado. Oxa: oxacilina. Cefo: cefoxitina. S:

sensivel. R: resistente.ILPI: instituicdo de longa permanéncia para idoso.
Figura 5: Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied
Maths) dos perfis PFGE-Apal de isolados de MRSA provenientes de individuos

acamados em domicilio ou de Instituicdo de Longa Permanéncia.

Quanto aos isolados sensiveis, 55 foram analisados pela técnica de PFGE. A
digestdo pelaenzima Smal revelou a presenca de trés clusters sendo o cluster G
isolados de um mesmo individuoda ILPI E (38.0 e 38.A), o cluster H com isolados
de individuos acamados (138.N, 138.0 e 162.0)e o cluster | com isolados de
individuos da ILP1 G e H (86.A e 186.0) (Figura 6).

Isolado mecA SCCmec Oxa Cefo Origem

98N + Il R R ILPIG

97N + v S S ILPIG

1130 + v S R ILPIG

176N + Il R R ILPIH

1880 + I R R ILPIH

187N + I R R ILPIH

580 + v R R ILPIG

84N + Il R R ILPIG

86N + I R R ILPIG
USA100 + Il = Clone internacional
152N * I R R Acamado
1520 o Il R R Acamado »
BK2464 NY/JPN + I - - Clone internacional
USA 300 + v - - Clone internacional
80 + \% R R ILP1B

20 + v S R ILPIA

1120 + v R R ILP1G

165N + NT S S Acamado



PFGE-Smal _PEGE-Smal Isolado

g g g 8 Isolado Oxa Cefo Origem
‘ ‘ 38.0 S S ILPIE
38.A S S ILPIE
119.N S S Acamado
138.N S S Acamado
138.0 S S Acamado
162.0 S S Acamado
86.A S S ILPI G
1860 S S ILPI H
92.0 S S ILPI G
92N S S ILPIG
211.N S S ILPLI
216.N S S Acamado
209.0 S S ILPI |
34.0 S S ILPIE
P » 4D L e o S S ILPIB
y " - 143N S S Acamado
94N S S ILPIG
95N S S ILPI G
- e B 160A S S Acamado

Nota: N: mucosa nasal. O: mucosa orofaringea. A: mucosa retal. Oxa: oxacilina. Cefo: cefoxitina.

S: sensivel. ILPI: instituicdo de longa permanéncia para idoso.
Figura 6: Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied
Maths) dos perfis PFGE-Smal de isolados de MSSA provenientes de individuos

acamados em domicilio ou de Instituicdo de Longa Permanéncia.

A maioria dos isolados sensiveis s6 foram digeridos pela enzima Apal
revelando também a presenca de trés clusters com um grande namero de isolados.
O cluster J agrupou isolados de individuos da ILPI H (178.N, 178.0 e 189.N). O
cluster K foi o maior agrupamento encontrado com isolados de diversas origens
variando em diferentes ILPIs e individuos acamados. O cluster L agrupou isolados
das ILPIs F e G (Figura 7).
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54.0 2 S S ILPI F
56.A 2 S S ILPI F
55.A S S ILPI F
42N2 S S ILPIF
T 65.0 s s ILPI G
47N 2 S S ILPI F
54.N S S ILPIF
= § 65.N s s ILPI G
(SRR T BSENE T T R 79N 2 S S ILPI G
93N 2 S S ILPI G
(3 ¥i'm . 82N 2 s s ILPI G
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Nota: N: mucosa nasal. O: mucosa orofaringea. A: mucosa retal. Oxa: oxacilina. Cefo: cefoxitina.

S: sensivel. ILPI: instituicdo de longa permanéncia para idoso.

Figura 7: Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied
Maths) dos perfis PFGE-Apal de isolados de MSSA provenientes de individuos
acamados em domicilio ou delnstituicdo de Longa Permanéncia.



Tipagem molecular dos MRSA pela técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST)

Dentre os clusters dos MRSA encontrados pela técnica de PFGE foram
selecionadas nove linhagens para a tipagem do perfil alélico pela técnica de
MLST. Cinco linhagens foram identificadas como ST105, duas como ST5 e duas
linhagens como ST398 (Figura 8).
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Nota. I=Isolados resistentes que agruparam com > 80% de similaridsade (clusters A, B, C, D, E e F)
através da digestdocom a enzima de restricdo Smal (a) e Apal (b). N: mucosa nasal. O: mucosa
orofaringea. arcC: gene carbamato quinase. aroE: gene desidrogenase do chiquimato. glpF: glicerol
quinase. gmk: guanilato quinase. pta: fosfato acetiltransferase. tpi: triose-fosfato isomerase. yqiL:

acetil coenzima A. ST: sequence types. CC: Complexo clonal.

Figura 8. Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied
Maths) dos perfis PFGE-Smal e PFGE-Apal de isolados de MRSA de individuos
acamados ou institucionalizados e os sequence types (ST) obtidos pela técnica de
MLST.

Analise do potencial patogénico dos isolados MRSA agrupados pelas técnicas de
PFGE e MLST

Os isolados MRSA dos individuos institucionalizados ou acamados que
formaram seis clusters pelo PFGE, sendo quatro deles pela digestdo com a enzima
Smal (A, B, C e D) e dois pela enzima Apal (E e F) apresentaram o0 gene icaD,
porém, em cada cluster, com excecdo do cluster E, houve um isolado que nao
apresentou o gene icaA. Ja o gene hla foi observado em quase todosos isolados,

exceto em um isolado do cluster F e 0 gene hld exceto no cluster E e em um isolado
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do cluster D. Os genes das enterotoxinas (sea, seb e sec-1) e da toxina 1 da sindrome

choque toxico (tst) ndo estavam presentes em nenhum isolado que agrupou em

clusters.

Pelo menos uma linhagem de cada cluster foi submetida a tipagem molecular

pelo MLST, revelando prevaléncia do ST105-11 (n=4), sendo possivel ainda,

observar 0 ST105-1V (n=1) e ST5-1V (n=2). Nos dois isolados caracterizados como

ST398 néo foi possivel tipar o SCCmec pelo protocolo utilizado (Tabela 8).

Tabela 8. Perfil

de viruléncia dos Clusters de MRSA provenientes

de individuos institucionalizados ou acamados tipados por PFGE e MLST.

PFGE  S.aureus mecA Origem S-rci:%)rr?eec ST  Genes de viruléncia
96N + ILPI(G) I 105 jcaADB, hlid, hid
Cluster A 97N + ILPI(G) \Y, 105 icaDB, hla, hld
1130 + ILPI(G) WY, 5 icaADBC, hla, hld
Cluster B 176N +  ILPI(H) I - icaADB, hla, hld
1880 +  ILPI(H) I 105 icaD, hla, hld
580 + ILPI(G) WY, 5 icaD, hla, hld
Cluster C 84N + ILPI(G) I 105 jcaADB, hla, hid
86N + ILPI(G) I - icaADB, hla, hld
152N +  Acamado I - icaDB, hla, hid
Cluster D 1520 +  Acamado I 105 icaDB, hla, hld
106N + ILPI(G) nt 398 icaADB, hla,
Cluster £ 1060 + ILPI(G) nt - icaADB, hla
1740 + ILPI(H) nt 398 jcaADB, hla, hid
Cluster £ 1360 +  Acamado | - icaD

Nota. PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis, MLST: Multilocus Sequence Typing, ST:

Sequence Types, ILPI: Instituicdo de longa permanéncia para idosos. Isolados de S. aureus

resistentes a meticilina (MRSA) baseados na detec¢do do gene mecA agrupados por PFGE com >

80% de similaridade. Cluster A: SCCmec hospitalar (11) e comunitério (1), ambos tipados por
MLST como ST105. Cluster B e C: Presenca de SCCmec tipo IV tipado comoST5 e SCCmec tipo
Il tipado como ST105. Cluster D: SCCmec tipo 1l tipados como ST 105. Cluster E: presengade

SCCmec tipo | e outro ndo tipado pela metodologia utilizada identificado pelo MLST como ST398.

Cluster F: SCCmec ndo tipado com ST398. N: mucosa nasal. O: mucosa orofaringea. icaA/icaD:

genes codificando para formagdo de biofilme. hla: gene da hemolisina alfa. hld: gene da

hemolisina delta.



Analise da distribuicéo espacial pelo Georreferenciamento

Foi realizado o georreferenciamento dos domicilios e das ILPIs da &rea
urbana de Botucatu incluidas no estudo (Figura 9 e 10). Para efeitos desta anélise,
levou-se em conta a positividade para S. aureus (Figura 11) ou MRSA (Figura 12)
e distribuicdo do SCCmec (Figura 13). Além disso, foram realizados mapas de calor
(mapas de Kernel) (Figuras 14 e 15).

Observamos que embora S. aureus tenham sido isolados de individuos de
diferentes localidades, houve certas regides do municipio que apresentaram maior
densidade (Jd. Peabiru, Jd Cristina, Jd. Brasil). O pico de densidade observado
corresponde a ILPI G (Jd. Sdo Vicente) que possui um porte grande de individuos
institucionalizados. Além disso, essas localidades foram as Unicas que apresentaram
positividade para MRSA. Areas do distrito de Rubido Junior também mostraram
certa densidade para S. aureus porém inferior se comparadas com as mencionadas

anteriormente e nenhum relato de MRSA.
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Nota. Locais de coleta (Laranja).
Figura 9 — Distribuigéo dos locais coletados
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Origin

<> Bedridden
&> Asylum1
<& Asylum 2
<> Asylum3
< Asylum4
& Asylums
<& Asylum6
<> Asylum7
<> Asylum8
< Asylum9
[ ] Urban areas

Nota. Acamados (vermelho), ILIPA (azul), ILIP B (rosa), ILIP C (laranja), ILIP D (amarelo), ILIP E
(roxo), ILIP F (verde forte), ILIP G (ciano), ILIP H (verde fraco) e ILIPI | (cinza).

Figura 10 — Distribuicéo das Institui¢cbes e dos domicilios visitados.
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Nota. Individuos ndo colonizados (amarelo) e colonizados (Laranja) por S. aureus
Figura 11 — Distribuicéo de S. aureus
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Nota. Auséncia de MRSA (verde) e colonizados por MRS
Figura 12 — Distribuicdo de MRSA.

A (Vermelho).
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Nota. SCCmec I (ciano), SCCmec Il (verde), SCCmec IV (vermelho) e SCCmec ndo tipado (azul).
Figura 13 — Distribuicdo de SCCmec.
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Nota. Mapa de calor (Kernel) com escala de cor indicando menor densidade (tons frios) e maior densidade (tons
quentes)

Figura 14 — Densidade dos individuos colonizados por S. aureus
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Heatmap
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Nota. Mapa de calor (Kernel) com escala de cor indicando menor densidade (tons vermelhos) e maior densidade
(tons brancos)

Figura 15 — Densidade dos individuos colonizados por MRSA



Discussao

S. aureus coloniza de forma assintomatica diferentes locais do corpo em
individuos saudaveis servindo como um reservatdrio do patégeno e aumentando as
chances de infeccdo. Véarios clones distintos estdo em circulacdo em diferentes paises
e regides*. Essa colonizacio pode ser transitoria ou permanentel. E a presenca de
biofilme influencia diretamente nisso.

No estudo verificamos que 12 (60%) dos 20 MRSA apresentaram aderéncia
em superficie abidtica, com prevaléncia observada para o gene icaA de 55% e para
0 gene icaD de 100%. Em um estudo com isolados clinicos de MRSA foi descrito
uma prevaléncia de gene icaA de 69.8% egene icaD de 65.1%*. Ambos so fatores
essenciais para o processo de adesdo intracelular, e, portanto, exercem papel
fundamental na formag&o da multicamada do biofilme, sendo esse fator de extrema
importancia para colonizacéo e persisténcia do microrganismo, permitindo a evasao
do sistema imune e protecio contra agdo de antimicrobianos*“3. Na formagio do
biofilme, para formar as camadas bacterianas, as células vao se ligando umas as
outras através do PIA, uma molécula polissacaridica que favorece a adesdo entre as
células. O PIA ¢ sintetizado a partir de UDP-N-acetilglicosamina por uma enzima
N-acetilglicosaminatransferase, a qual é codificada pelo I6cus de adesdo intercelular
(ica), em particular pelo icaA. A expressao Unica deste gene induz uma baixa
atividade enzimatica produzindo baixa quantidade do polissacarideo. Entretanto, a
expressdo simultanea dos genes icaA e icaD promovem um aumento significativo
da N- acetilglicosaminatransferase, que atua formando oligbmeros com 10-20
residuos aproximadamente de -1,6-N-acetilglicosamina®**“°. Foi demonstrado que
0 gene icaD sozinho n&o induz atividade enzimatica de transferase, enquanto o gene
icaA isolado induz pouca atividade. Entretanto, quando os genes icaA e icaD s&o
expressos conjuntamente, a atividade enzimatica da transferase é aumentada,
formando maior quantidade de PIA. Outra possibilidade proposta é que a proteina
transcrita por icaA, uma proteina transmembrana que contem aproximadamente 412
aminoacidos, necessita de icaD para obter uma conformacio ativa“®.

Estudos descrevem uma proteina, denominada SasX, responsavel pela
adesdo a mucosa nasal, evaséo do sistema imune e viruléncia em isolados de MRSA
em paises asiaticos. Segundo Li et al.?® essa proteina esta envolvida com infeccdes

de pele e quadros pulmonares graves. Diferente de outros estudos®*#”*8 apenas um
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isolado sensivel apresentou resultado positivo na pesquisa para 0 gene sasX
sugerindo que cepas de MSSA também possam carrear esse fator de viruléncia.

A prevaléncia dos genes que codificam as hemolisinas alfa e delta em S.
aureus se mostrou elevada, com deteccdo do gene hla em 93,8% e do gene hld em
90,7%, respectivamente. Ja em MRSA hla foi encontrado em 95% e hld em 85%.
Em estudo de Souza et al* foi verificada uma prevaléncia de 100% para ambas as
hemolisinas nos isolados de S. aureus provenientes de casas de repouso.

As hemolisinas estédo entre os principais fatores de viruléncia na patogénese
de S. aureus, tendo papel na disseminacao do microrganismo por promover a lise de
hemécias, leucacitos e fibroblastos através da formacéo de poros nas membranas das
células alvo®®°t, Em estudo recente, Bonesso et al®? confirmaram o papel crucial da
alfa hemolisina em infec¢Ges pulmonares associadas a ventilagdo mecanica causadas
por S. aureus produtores dessa citotoxina, ndo somente em MRSA, mas também em
MSSA. Esse dado reforca a ideia de que isolados de MSSA carreandofatores de
viruléncia podem causar infeccGes tdo graves e de dificil tratamento, como as
causadas por MRSA.

Em contraste com outros estudos conduzidos na mesma regido, ndo foi
encontrado nenhum isolado carreando o gene da Leucocidina de Panton Valentine
(pv1)***4% A PVL é uma leucotoxina bicomponente formadora de poros com a
habilidade de lisar leucdcitos e é codificada pelos genes lukS-PV e lukF-PV. Sua
apresentacdo clinica em humanos ¢ a infeccéo severa de pele e tecidos moles e/ou
pneumonia necrotizante®®. Souza et al*®, trabalhando com isolados de S. aureus de
diferentes origens, notaram a presenca de isolados positivos para pvl apenas em
pacientes dermatolégicos com infeccdo primaria ou secundaria.

O estudo revelou também que 2,1% dos isolados (um MSSA e um MRSA)
carreavam o gene da enterotoxina A, 1% dos isolados o gene da enterotoxina B e
nenhum isolado apresentou o gene da enterotoxina C. Apenas um isolado MRSA
apresentou apenas o gene toxina A. Um estudo global realizado com isolados de
MRSA provenientes de diferentes continentes observou-se uma prevaléncia de 0%
nos isolados da Franca, Australia e Oceania em relagéo as enterotoxinas A, B e C,
porem nos USA a prevaléncia foi de 79%, 28% e 69% respectivamente®’, indicando

grande variagao.
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Segundo estudos publicados anteriormente, a prevaléncia dos genes eta e etb
varia de 0,5%a 3% entre isolados de MSSA, sendo que em isolados de MRSA, essa
prevaléncia gira em torno de 10%%. Em nosso estudo ndo foi encontrando nenhum
isolado carreando o gene eta ou gene etb.o que contrasta com o relato de Post et al®®
que demostraram presenca importante dos genes eta (13%) e etb (17%) em isolados
clinicos de S. aureus.

MRSA com resisténcias intermediarias a vancomicina apareceram primeiro
no Japdo em 1996 e com resisténcia completa em 2002 nos Estados Unidos. A
conversdo das cepas sensiveis a resistentes ocorre por mutacdes espontaneas que
conferem ampla alteracfes fenotipicas como mudancas na carga da membrana,
biossintese da parede celular, espessamento da parece celular, formacéo de biofilme
e modulacdo da evasdo imune, viruléncia e autdlise®?. No estudo, um isolado de
MRSA e um de MSSA apresentaram CIM de 1,5ug/mL para vancomicina e,
segundo alguns autores, essa CIM pode apresentar um potencial risco terapéutico®®-
61, Uma exposicdo prolongada a vancomicina pode favorecer ocrescimento e
surgimento de populacdo homogénea de Staphylococcus aureus vancomicina
intermediarios (VISA)®2.

Né&o foi verificado a presenca de S. argenteus na populacdo estudada. Esta
populacdo por ficar confinada nas residéncias ou nas instituicdes de longa
permanéncia parece ainda ndo ter sofrido exposicdo a esta nova espécie. Estudo
recente publicado em janeiro de 2023 relatou quatro isolados de S. argenteus de
infec¢Ges em humanos, um isolado de secregédo de mastite em S&o Paulo e um isolado
de hemocultura em Porto Alegre, ambos de infeccdo relacionada a assisténcia a
salide®®. Os outros dois isolados identificados foram de hemocultura e de abscesso
cutaneo de infeccdo adquirida na comunidade na cidade de Séo Paulo. Este estudo
€ o primeiro relato de S. argenteus causando infec¢Ges adquiridas na comunidade e
nosocomiais na América do Sul®3,

Quanto a tipagem por PFGE dos MRSA foi possivel verificar a formacéo de
seis clusters. A ILP1 G mostrou isolados em quatro deles (clusters A, B, C e E) com
nove (45%) dos 20 MRSA encontrados no estudo. Estudos demonstram que a
equipe de enfermagem tem um risco aumentado de colonizagio por MRSA®*. Este
fato pode também contribuir para a transmissdo cruzada verificada dentro desta
instituicdo, visto que ela contava com um maior grupo de profissionais para cuidar

de seus residentes institucionalizados. Os resultados do PFGE também mostraram a
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formacéo de um cluster com MRSA isolado da ILPI G e MRSA isolado da ILPI H,
indicando disseminacdo de MRSA entre diferentes instituicdes. A tipagem dos
MRSA também mostrou similaridade entre um MRSA isolado de acamado e de
MRSA isolado da ILPI H. Os reservatorios de clones bem sucedidos presentes na
comunidade facilitam a disseminag&o, colocando a populagdo sob risco aumentado
de infeccdo®. Silveira et al® também encontraram aformacdo de clusters que
indicam a disseminacdo de linhagens entre as ILPI’s.

A tipagem dos MSSA por PFGE também revelou a formacéo de clusters
entre os isolados das ILPI G e H. Porém, a grande maioria dos isolados tiveram que
ser tipados pela enzima Apal e resultaram na formacéo de trés clusters, com dois
deles apresentando muitos isolados e de origens diferentes, entre diferentes ILPIs e
também diferentes individuos acamados.

Os MRSA tipados pela enzima Apal foram identificados no MLST como a
linhagem ST398. Isolados pertencentes a essas linhagens ndo séo digeridas pela
enzima Smal, resultado de um sistema de restricdo/metilacdo do DNA ainda
desconhecido no género Staphylococcus spp. Noentanto, € possivel digerir essas
amostras utilizando a enzima Apal®®®’. Entre os MSSA foi possivel identificar 39
isolados, ndo tipaveis pela técnica de PFGE convencional (restricdo com Smal) que
agruparam ap0Os a digestdo com a enzima de restricdo Apal. A habilidade de
criar variantes genéticos € crucial para sobrevivéncia de S. aureus, e esse mecanismo
esta relacionado a transferéncia horizontal de genes que permite a rapida adaptacdo
a novos sitios ecoldgicos®.

A linhagem ST398 tem sido relacionada a infeccdo e coloniza¢do em seres
humanos e animais de companhia, como céo, cavalo e suinos em muitos paises ao
redor do mundo®, sendo denominada livestock-associated S. aureus. ST398 foi
descrito pela primeira vez tanto em MSSAqguanto MRSA em criadores de suinos na
Franca 5% e, desde entfo, essa linhagem se disseminou rapidamente para outros
animais e tem sido cada vez mais relacionada a infec¢@es, ndo s6 em trabalhadores
rurais, cComo em pessoas e animais sem fatores de risco’®. Essa linhagem de S. aureus
mesmao sensivel a oxacilina estd associada com infeccGes graves, conforme relatado
por Bonesso et al®? em estudo com pacientes com pneumonia associada a ventilagio
mecanica, em que a maioriaevoluiu para ébito.

Além do ST398, foi possivel observar um elevado nimero de isolados de

MRSA isoladospertencentes ao complexo clonal 5 (CC5). Presente nesse complexo
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clonal, o ST5-11 apresentou uma réapida expansao e subsequente proliferacdo, assim
como o SLV ST105-11"t, Um exemplo doimpacto desse CC é Portugal, que conta
com uma das maiores taxas de prevaléncia de MRSA da Europa (54.3%), e em sua
maioria devido a disseminacéo de clone como o ST5-II, além disso, o ST105-11 ja
corresponde a aproximadamente 20% dos MRSA hospitalares do pais’2. Um estudo
realizado em casas de repouso na Califérnia também encontrou esses ST como
prevalentes’.

A presenca de MRSA identificados como ST398 nesses individuos
acamados ou institucionalizados revela a importancia desse estudo. A linhagem
ST398 é tipicamente relacionada a animais rurais tanto em isolados resistentes
(MRSA) quanto sensiveis (MSSA) e estudo anterior realizado pelo nosso grupo de
pesquisa encontrou apenas 0s MSSA ST398 relacionados a disseminacao entre seres
humanos®. Bonesso et al® trabalhando com isolados de pacientes que utilizavam
ventilagdo mecénica hospitalizados na unidade de terapia intensiva (UTI) do
Hospital das clinicas da UNESP de Botucatu, relataram que pacientes colonizados
por esta linhagem desenvolveram pneumonia com elevada taxa de mortalidade.
Assim como em estudo de Bonesso et al*®, todos os ST 398 identificados
apresentaram o gene da citotoxina alfa (hla), alémdos genes hld e icaAD indicando
alto potencial patogénico dessas linhagens, bem como a resisténcia a meticilina
encontrada em ST398 isolados em nosso estudo.

Quanto ao georreferenciamento, observamos a presenca de S. aureus com
maior densidade nas regifes Nordeste e Leste da cidade. Em estudo realizado no
mesmo municipio, Pereira-Franchi et al’* verificaram maior densidade de S. aureus
isolados de feridas crnicas de pacientes atendidos em Unidades Béasicas de Saude
(UBSs) nas regides Leste e Sul, correspondentes as areas das UBSs Cecap, Jd.
lolanda e Cohab 1. Em ambos os estudos as areas mais densas também registraram
isolados MRSA, algo que ndo foi verificado por Souza et al**, em estudo no mesmo
municipio de da relagdo clonal e viruléncia de S. aureus isolados de pacientes
vivendo com hiv/aids e seus familiares, onde os casos de MRSA identificados

ocorreram independentemente das zonas de maior densidade de S. aureus.

Monitorar a disseminacgdo de S. aureus e MRSA se faz necessario para que
cepas patogénicas ndo causem infeccbes mais graves e de dificil tratamento. Podemos

citar a descolonizacdo como estratégia para ser empregada numa possivel

71



intervencgdo. Dentre os principais métodos utilizados para isso esta a aplicacéo de uma
pomada antimicrobiana no nariz (mupirocina) e 0 uso de um sabonete antisseptico na
pele (gluconato de clorexidina)”. Entretanto, a descolonizacdo se mostra eficaz
apenas em um curto periodo de tempo, pois 0s pacientes tendem a ser recolonizados
com S. aureus dentro de semanas ou meses ap0os serem descolonizados e tratamentos

muito prolongados pode levar a resisténcia aos agentes colonizantes’®.
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Concluséo

S. aureus parece ser um organismo muito adaptavel, prosperando em
ambientes Unicos, com o constante surgimento de novas cepas causando diversos
tipos de doencas e apresentando rapida disseminacdo epidemiologica e/ou resposta
as intervencdes, resultando em significativo impacto nos cuidados de saude.

O perfil de viruléncia de clones majoritarios de MRSA e MSSA,
demonstrado pela presenca de genes codificadores das hemolisinas e genes
relacionados a producdo de biofilme demonstram o elevado potencial patogénico de
S. aureus carreados pelos acamados e institucionalizados, sugerindo que a
colonizacdo com essas cepas resistentes e virulentas pode implicar em maior
persisténcia e disseminagdo, bem como a possibilidade de evoluir para infecgdes
mais graves e de maior dificuldade de tratamento. O georreferenciamento da
distribuicdo de S. aureus e MRSA indica as regides Nordeste e Leste da cidade como
0s picos de distribuicdo mais elevados e poderdo ser alvos prioritarios de
intervencao.

Embora S. argenteus ndo tenha sido encontrado na populacdo estudada, a
pesquisa pela espécie deve continuar sendo incentivada para sua melhor
compreensdo. A identificacdo de S. aureus ST398 na populacdo estudada mostra
que ha uma mudanca na epidemiologia de S. aureus, podendo trazer desafios

clinicos, portanto, precisa ser monitorada com atencao.
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7. ANEXOS

Anexo | — calculo amostral

Foi selecionada amostra representativa, baseada nos seguintes parametros:

Tamanho da populacéo (para o fator de correcdo da populacao finita ou fcp) (N):350
Frequéncia % hipotética do fator do resultado na populacédo (p): 33%+/-5

Limites de confianca como % de 100 (absoluto +/-%) (d): 5%

Efeito de desenho (para inquéritos em grupo-EDFF): 1

Equaco: n = [EDFF*Np(1-p)J/[(0%/Z%1-02*(N-1)+p*(1-p)]

Tamanho da amostra (Intervalo de confianga 95%): 173
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Anexo Il — Questionario

QUESTIONARIO

Nome: Género: Idade:
Casa de Repouso (S/N):
Tempo de institucionalizagdo (meses): Tempo de restricdo ao leito (meses):

Co-morbidades/Charlson score

1-( )IAM ( )lIcc () Doenca vascular periférica
() Deméncia ( )DPOC ( ) Doenga do tecido conjuntivo
() Ulcera péptica () Hepatopatia leve

() Doenca cerebrovascular () Diabetes

2- () Hemiplegia () Doenca renal moderada/severa
() Neoplasia maligna () Leucemia () Linfoma
() Diabetes com dano de 6rgéo

3- () Doenca hepatica moderada/severa

4- ( )AIDS () Tumor sélido metastatico

Score de Charlson:

Outras co-morbidades: Deméncia senil? (S/N):

Karnofsy:

Internagdes em hospitais no altimo ano:

Hospital Data Entrada Data Saida Motivo




Uso de antimicrobianos no ultimo ano

Antimicrobiano

Data inicio

Data fim

Motivo

Cirurgias e procedimentos invasivos no ultimo ano

Procedimento

Data

Motivo

Outras informagoes de interesse:
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Anexo Il = TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012

CONVIDO, o Senhor (a) responsavel
pelo paciente para participar do
Projeto de Pesquisa intitulado "EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Staphylococcus aureus
EM PACIENTES ACAMADOS EM DOMICILIO OU VIVENDO EM INSTITUICOES DE
LONGA PERMANENCIA PARA IDOSOS NO MUNICIPIO DE BOTUCATU, SP.” E do
subprojeto “PREVALENCIA E EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE BACILOS GRAM-
NEGATIVOS EM PACIENTES ACAMADOS EM DOMICILIO OU VIVENDO EM
INSTITUICOES DE LONGA PERMANENCIA PARA IDOSOS NO MUNICIPIO DE
BOTUCATU, SP.” , que serd desenvolvido por mim, Lucas Porangaba Silva, alunc
regularmente matriculado no Programa de Pés-graduagdo (Mestrado) em Biologia Geral e
Aplicada do Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP e pela Patricia Kelly Silvestre
aluna regularmente matriculada no programa de Pds-graduagdo (Doutorado) em Doengas
Tropicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, com orientagdo da Professora
Dr.* Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha do Departamento de Microbiologia e
Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu.

Algumas pessoas podem carregam em suas narinas, na garganta e anus bactérias chamadas
estafilococo e/ou bacilos Gram-negativos. Essas bactérias podem migrar de um local para
outro e ocasionar infecgdes graves, dentre elas, infecgdo da corrente sanguinea, infecgdo
do trato urindrio, infecgdes intestinais, infecgées de pele e pneumonia. Nosso estudo tem
o objetivo de verificar se essas bactérias sdo comuns nas pessoas que vivem em casas de
repouso ou sdo acamadas. Para isso, faremos um exame, que consiste em passar uma
espécie de “cotonete” “cotonete” nos locais de coleta. Esse exame ndo causa dor. A
partir dele, saberemos se existem ou ndo as bactérias, e também se elas sdo ou ndo
resistentes a antibidticos.

Além disso, o (a) Senhor (a) responderd um questiondrio que levara uns 15 minutos de
duragdo e que nos ajudardo a identificar os fatores que aumentam a chance de adquirir
essa bactéria.

As informagdes serdo complementadas com consulta ao prontudrio da casa de repouso e/ou
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (quando necessdrio). Solicita
também seu consentimento para consultar este prontudrio médico para coletar outras
informagdes la contidas como (Tempo de institucionalizagdo: Co-morbidades; Dispositivos
invasivos; Internacoes recentes; Doengas infecciosas; Uso de antimicrobianos) referentes
a consultas feitas anteriormente pelo (a) Senhor (a).

Os beneficios serdo para os futuros pacientes visto que no Brasil hd uma caréncia de
estudos relacionados a colonizagdo e infecgdo por esta bactéria na comunidade. Este
trabalho poderd servir de apoio para a compreensdo da epidemiologia da colonizagdo e
infecgdo, pois avaliard a prevaléncia e os fatores associados.
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Informo que a participagdo do paciente neste estudo é voluntdria e que mesmo apds o
senhor ter dado o consentimento para que o mesmo participe da pesquisa, o senhor poderd
retirar o consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu
tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor,
o qual 01 via serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via serd
arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apos o término da
pesquisa.

Qualquer ddvida adicional vocé poderd entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 2% a 6
feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chdcara Butignolli s/n® em Rubido
Jinior - Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo
descrito:

Apds terem sido sanadas todas minhas dividas a respeito deste estudo, CONCORDO na
qualidade de “Representante Legal” do paciente acima mencionado, SUA PARTICIPACAC
de forma voluntaria, estando ciente que todos os seus dados estardo resguardados através
do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse
estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, sem no entanto, que minha
identidade seja revelada.

Botucatu, / /

Pesquisador Representante Legal pelo Participante da Pesquisa

Nome: Lucas Porangaba Silva

Enderego: Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP,
Botucatu

Telefone: 14 - 3880-0429/ 14 - 98811-9636

Email: lucas-porangaba@hotmail.com

Nome: Patricia Kelly Silvestre

Enderego: Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP,
Botucatu

Telefone: 14 - 3880-0429/ 14 - 998557180

Email: pakesil@yahoo.com.br

Nome: Dr.* Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha

Enderego: Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP,
Botucatu

Telefone: 14 - 3880-0428

Email: cunhamlr@ibb.unesp.br
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