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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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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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