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RESUMO

Individuos colonizados podem contribuir para disseminacdo de Staphylococcus aureus,
que se destaca por sua patogenicidade e alta frequéncia, capaz de produzir doencas tanto
em individuos sadios quanto em imunocomprometidos, sendo esse risco aumentado na
imunodeficiéncia humana (HIV/aids). Esse estudo teve como objetivos determinar a
relacdo clonal de MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina) e MSSA
(Staphylococcus aureus Sensivel a Meticilina) entre as cepas isoladas de pessoas
vivendo com HIV/aids (PVHA) e seus contactantes domiciliares, e os fatores de
viruléncia que podem contribuir para o carreamento desses micro-organismos. S. aureus
foram isolados da nasofaringe e orofaringe de 368 PVHA do Servico de Ambulatérios
Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAE/DAM) do complexo da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) e Fundacdo para o Desenvolvimento
Médico Hospitalar (FAMESP), sendo 112 residentes em Botucatu e 256 provenientes
de cidades da regido. A técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi utilizada
para detecgcdo do gene mecA, genes das enterotoxinas (sea, seb, e 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 and hld) e biofilme (icaA e icaD) e
para tipagem do SCCmec. Para a tipagem molecular foi utilizado a técnica de Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multilocus Sequence Typing (MLST) e spa Typing.
Os pacientes residentes em Botucatu foram convidados a mais duas coletas com
inclusdo dos contactantes domiciliares, totalizando 73 contactantes. Além disso, foi
realizado o georreferenciamento dos domicilios no momento da coleta da area urbana de
Botucatu. A prevaléncia de colonizacdo por S. aureus na primeira coleta foi de 26%,
com dez individuos colonizados com MRSA, com a taxa de prevaléncia de 2,7%. Na
segunda coleta a prevaléncia foi de 23,8%, com a presenca de trés isolados de MRSA, ja
entre os contactantes domiciliares foi de 30%, com a identificacdo de quatro MRSA. E
por fim, terceira e Gltima coleta a prevaléncia encontrada foi de 25,3% com dois MRSA.
Do total de 178 isolados de S. aureus, 19 (10,6%) eram carreadores do gene mecA,
dentre esses, quatro eram provenientes de contactantes domiciliares, com prevaléncia do
SCCmec Tipo IV. A identificacdo do perfil clonal através da andlise por PFGE
evidenciou a presenca de 2 clusters majoritarios entre os MRSA e 10 clusters entre 0s
isolados sensiveis, demonstrando possiveis transmissdes no ambiente familiar. Quando

realizada analise pelo MSLT identificou-se a presenca de um mesmo clone em cidades



distintas sugerindo ampla disseminacgéo do clone no Estado de S&o Paulo. Encontramos
S. aureus isolados dos pacientes bem distribuidos em toda a cidade de Botucatu, no
entanto, os isolados MRSA nédo foram encontrados na regido central da cidade. Além
disso, os resultados demonstraram uma prevaléncia significante de genes de viruléncia
nos isolados, com destaque para genes das hemolisinas e genes para produgdo de
biofilme. Em relacdo ao georreferenciamento, observamos uma distribuicdo de S.
aureus em toda a cidade de Botucatu, porém, a prevaléncia maior de MRSA encontra-se
na regido norte da cidade. A analise do perfil clonal leva a maiores discussdes sobre o
processo de evolugdo da bactéria, sugerindo uma provavel origem comum entre as

cepas de diferentes cidades.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, fatores de viruléncia, pessoa vivendo com
HIV/aids, PFGE, MLST.



ABSTRACT

Colonized individuals may contribute to the dissemination of Staphylococcus aureus,
which stands out for its pathogenicity and high frequency, capable of producing
diseases in both healthy and immunocompromised individuals, with an increased risk of
human immunodeficiency (HIV/AIDS). This study aimed to determine the clonal
relationship between MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) and MSSA
(Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus) between strains isolated from people
living with HIV/aids (PLHA) and their home contacts, and virulence factors which may
contribute to the transport of these microorganisms. S. aureus were isolated from the
nasopharynx and oropharynx of 368 PLHA from the Specialized Outpatient Services
“Domingos Alves Meira” (SAE/DAM) of the Botucatu Medical School (FMB) and
Hospital Medical Development Foundation (FAMESP), of which 112 were residents in
Botucatu and 256 from cities in the region. The PCR (Polymerase Chain Reaction)
technique was used to detect the mecA gene, enterotoxin genes (sea, seb, and sec-1),
esfoliatins 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) and
biofilm (icaA and icaD) and for typing SCCmec. For molecular typing were used
techniques of the Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multilocus Sequence
Typing (MLST) and spa Typing. The patients residing in Botucatu were invited to more
two collections with the inclusion of the home contacts, totaling 73 home contacts. In
addition, the georeferencing of households was carried out at the time of collection of
the urban area of Botucatu. The prevalence of S. aureus colonization in the first
collection was 26%, with ten individuals colonized with MRSA, with a prevalence rate
of 2.7%. In the second collection the prevalence was 23.8%, with the presence of three
MRSA isolates; among the home contacts, 30% were identified, with the identification
of four MRSAs. Finally, the third and final collection was found to be 25.3% with two
MRSA. Of the total of 178 S. aureus isolates, 19 (10.6%) were carriers of the mecA
gene, of which four were from home contacts, with prevalence of SCCmec Type IV.
The identification of the clonal profile through PFGE analysis evidenced the presence of
two major clusters between MRSA and 10 clusters among the sensitive isolates,
demonstrating possible transmissions in the family environment. When MSLT analysis
was performed, the presence of a same clone was identified in distinct cities, suggesting

a wide dissemination of the clone in the State of Sdo Paulo. We found S. aureus isolated



from patients well distributed throughout the city of Botucatu, however, MRSA isolates
were not found in the central region of the city. In addition, the results demonstrated a
significant prevalence of virulence genes in the isolates, with emphasis on hemolysin
genes and genes for biofilm production. Regarding georeferencing, we observed a
distribution of S. aureus throughout the city of Botucatu, however, the highest
prevalence of MRSA is found in the northern region of the city. The analysis of the
clonal profile leads to further discussions about the process of evolution of the bacteria,

suggesting a probable common origin among the strains of different cities.

Key words: Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina,

people living with HIV/aids
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1. Introducéo

Poucos agravos a saude, como a aids, acumularam, em tdo pouco tempo, um
grande nimero de estudos para compreender seu comportamento e determinantes, o que
demonstra sua importancia, ja que afeta a qualidade de vida da populagdo causando um
grande impacto na economia, na sociedade e nas estruturas familiares.*?

O Brasil foi um dos primeiros paises, dentre os de baixa e média renda a
fornecer tratamento gratuito, a partir de 1996, para pessoas que vivem com HIV/aids
(PVHA) pelo Sistema Unico de Salde (SUS), levando a uma queda acentuada na taxa
de mortalidade associada a aids.®

Atualmente, conta com uma das maiores coberturas de tratamento antirretroviral
(TARV) entre os paises de media e baixa renda e o sucesso do programa brasileiro de
controle do HIV/aids é reconhecido mundialmente devido a sua abordagem que inclui a
prevencao e 0 acesso universal e gratuito as drogas antirretrovirais. Em junho de 2017,
20,9 milhdes tinham acesso a terapia antirretroviral . *°

Estima-se que 36,7 milhGes de pessoas em todo 0 mundo viviam com HIV em
2016, sendo que 1,8 milh&o foram novas infec¢des pelo HIV ocorridas no ano de 2016.
Além disso, 1 milhdo de pessoas morreram em 2016 por causas relacionadas a aids. *

Pessoas colonizadas podem apresentar risco de infeccdo por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) aumentado em PVHA, além de contribuirem
para sua disseminacdo, embora a prevaléncia de colonizagcdo neste grupo ainda néo
esteja bem estabelecida.®

Segundo Hidron e colaboradores’ a resposta imune inata em pessoas com HIV
apresenta disfuncdo significativa de neutrofilos o que pode aumentar o risco de
infeccOes bacterianas.

A neutropenia é uma consequéncia do HIV e se torna um fator de risco
significativo para infec¢bes bacterianas em PVHA, uma vez que neutréfilos sdo um
componente critico na imunidade inata e a primeira célula de defesa contra S. aureus.®°

Estudos ja demonstraram que a tipagem de S. aureus de sitios infectados foi na
maioria das vezes a mesma cepa observada previamente na cultura das narinas,
demonstrando que S. aureus nas narinas serve de reservatério para colonizacdo em
outros sitios.°

As razbes para elevadas taxas de colonizacdo sdo multifatoriais, mas

provavelmente estdo relacionadas ao estilo de vida, como atividades sexuais de alto



risco e uso de droga, além disso, disfuncdo do sistema imune e frequente exposi¢éo ao
uso de antibidticos e hospitalizagGes.**

Estudos tém demonstrado que PVHA tém um risco aumentado para colonizagédo
por micro-organismos patogénicos, principalmente quando relacionado ao S. aureus e
consequentemente a ocorréncia de infecgdes, incluindo bacteremias, endocardites e
infeccdes graves de pele devido aos fatores de viruléncia desse micro-organismo e pela
sua resisténcia aos antibidticos.'?*®

S. aureus é causa frequente de infeccBes na comunidade e no hospital, sua
resisténcia a varios antibidticos dificulta o tratamento.!* Destaca-se por sua
patogenicidade e alta frequéncia, causando doengas tanto em individuos
imunocomprometidos quanto em sadios por sua facil disseminacdo e sua enorme
capacidade de adaptagéo e resisténcia a antibioticos.®

A colonizacdo assintomatica por S. aureus tem grande importancia clinica, uma
vez que, com as narinas colonizadas, o individuo contamina as proprias maos e passa a
ser veiculo de transferéncia da bactéria no mecanismo de infecgao por contato.®

O principal nicho ecoldgico de S. aureus sdo as narinas, no entanto em muitos
casos, a colonizacdo ndo € restrita as narinas, pois estudos ja demonstraram a
importancia da orofaringe como um local comum de colonizag¢éo, com isso individuos
podem ser colonizados exclusivamente na orofaringe e estes seriam perdidos em
estudos de portadores com coletas limitadas as narinas.**’

Segundo Reinato e colaboradores'® para se pesquisar S. aureus e, especialmente,
MRSA, um dos sitios de maior interesse € a mucosa nasal, pela prépria caracteristica de
sua colonizagéo natural.

Estudos realizados por Padoveze e colaboradores® sugerem que a aquisicdo da
colonizacao nasal por MRSA esta relacionada a hospitalizacdo em unidade de doencas
infecciosas e frequente assisténcia a salde em ambulatérios de cuidados diarios de
pacientes com HIV/aids, demonstrando a necessidade de vigilancia em ambulatorios,
devido as possiveis implicacdes da disseminacdo de organismos resistentes, como
MRSA.

Alguns estudos relatam a associagdo de baixos niveis de linfécitos TCD4* como
outro fator de risco para infeccdo por MRSA, o que pode ser aumentado por

imunodeficiéncia desempenhando um papel importante no aumento do risco para



infeccOes por MRSA e estabelecimento de maiores taxas de colonizagdo entre esta
populacdo de pacientes,’202

S. aureus produz algumas exotoxinas como a toxina 1 da Sindrome do Choque
Téxico (TSST-1), enterotoxinas estafilocdcicas (SES) e as toxinas esfoliativas (ETS).
Todas essas toxinas sdo conhecidas como superantigenos por terem a capacidade de
estimular a proliferagdo inespecifica de linfdcitos T e producdo exacerbada de citocinas,
que sdo responsaveis pelas manifestacdes clinicas observadas nas infec¢bes graves
causadas por cepas toxigénicas.??

A leucocidina Panton Valentine (PVL) é uma toxina formadora de poros
codificada pelos genes LukS-PV e lukF-PV e que causam destruicdo de leucdcitos e
necrose do tecido. Cepas produtoras de PVL tém sido associadas com a formacdo de
abscesso na pele, furunculose e casos graves de pneumonia necrotizante.?

As hemolisinas sdo citotoxinas secretadas por S. aureus que apresentam
atividade hemolitica, ou seja, capacidade de formar poros na membrana de células do
sistema imune, atividade dermonecrética importante em infeccBes de pele e efeitos
neurotoxicos.®

Além de expressar diversos fatores de viruléncia, S. aureus tem capacidade de
formar biofilme na superficie de materiais estranhos ao organismo, como cateteres
endovenosos e préteses, que protegem esses micro-organismos da acdo de antibidticos e
do sistema imunolégico do hospedeiro dificultando o tratamento.?*

Além da expressdao dos fatores de viruléncia, a patogenicidade de S. aureus
também se deve a ampla resisténcia antimicrobiana entre os isolados, fator que dificulta
de forma consideravel o tratamento das infeccdes em ambito mundial.?®

O gene mecA esta localizado em um complexo genético movel chamado
Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec). Até o0 momento, onze tipos de
SCCmec tém sido descritos para S. aureus, utilizando a combinagdo de duas partes: o
complexo ccr e o complexo mec, com trés genes ccr filogeneticamente distintos
classificados como: ccrA, ccrB e ccrC, além disso, ha seis classes do complexo gene
mec (classe A, B, C1, C2, D e classe E), sendo que na classe D ndo temos nenhum
SCCmec descrito até 0 momento.2%:2’

Nas ultimas décadas, uma variedade de técnicas moleculares baseadas no estudo
da similaridade dos cromossomos foi desenvolvida, dentre elas se destacam o Pulsed-

Field Gel Eletrophoresis (PFGE), considerado padréo-ouro para a tipagem molecular; o



Multilocus Sequence Typing (MLST), que tem sido amplamente utilizado para
caracterizagdo molecular e investigagdo epidemioldgica e o spa Typing.282°30

Estudos mostram que PFGE e spa typing possuem um alto poder discriminatorio
com uma concordancia de 95,9% na classificacdo do tipo de isolado e ambos os
métodos também mostram alta concordancia com o MLST (95,5%). A técnica de spa
typing e MLST compartilham as vantagens de resultados inequivocos que podem ser
comparados entre laboratérios ao longo do tempo.3132

As infeccOes por S. aureus entre a populacdo em geral estdo bem descritas, mas
pouco se sabe sobre a incidéncia de colonizagéo, infeccdo, persisténcia e transmisséo
intradomiciliar de MRSA e MSSA em PVHA, um agravo preocupante com grande
impacto na salde. Esse estudo se justifica pela perspectiva de que a partir dos resultados
obtidos podem ser realizadas intervencdes visando a reducdo do risco de adoecimento,
bem como reduc¢do do risco de transmissdo da bactéria entre PVHA, familia e a equipe

de assisténcia a saude.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar a relacdo clonal de MRSA e MSSA entre as cepas isoladas de PVHA
e seus familiares e os fatores de viruléncia associados a disseminacdo desses clones
entre pacientes e familiares que podem contribuir para o carreamento desses micro-

organismos.

2.1 Objetivos Especificos

¢ Investigar o carreamento nasal e oral de S. aureus

e Determinar a relacdo clonal entre as cepas provenientes da cavidade nasal e da
orofaringe

e Identificar a intensidade da troca de cepas entre os contactantes e a PVHA

e Detectar os fatores de viruléncia que conferem vantagem a troca intradomiciliar

e Realizar o georreferenciamento para determinacdo da distribuicdo dos clones

identificados no estudo.
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3. Materiais e Métodos

Grupo de estudo

As amostras utilizadas foram previamente coletadas e isoladas em projeto
anterior intitulado: "Colonizagcdo por Staphylococcus aureus em pessoas vivendo com
HIV/aids acompanhadas em um servico ambulatorial de referéncia em Botucatu (SP):
prevaléncia, resisténcia a meticilina, e epidemiologia espacial e molecular" e
encontram-se estocadas no Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncia de Botucatu (UNESP).

O estudo foi realizado através de um delineamento transversal. Os isolados sdo
provenientes da nasofaringe e orofaringe de 368 (112 residentes na cidade de Botucatu e
256 residentes em cidades da regido) pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) acima de
15 anos que estavam frequentando regularmente o Servico de Ambulatorios
Especializados “Domingos Alves Meira” (SAE/DAM) do Complexo da Faculdade de
Medicina de Botucatu (UNESP), Fundacéo para o Desenvolvimento Médico Hospitalar
(FAMESP) e concordaram participar do estudo. N&o houve critério de excluséo
especifico. No entanto, devido a restri¢ces da legislacdo de ética ndo poderiamos incluir
individuos privados de liberdade no estudo.

As PVHA que participaram do estudo eram das cidades de Avaré, Cerqueira
César, Itatinga, Pardinho, Bofete, Piraju, Fartura, Taguai, Taquarituba, Itai,
Paranapanema, Itaporanga, Itapeva, Itapetininga, Tatui, Sdo Pedro do Turvo, laras, Séo
Paulo, Capivari, Laranjal Paulista, Pereiras, Conchas, Anhembi, Sdo Manuel,
Areidpolis, Macatuba, Jau, Brotas, Araraquara, Holambra e Birigui.

Além disso, foi realizada a busca de contactantes no domicilio de cada paciente
residente na cidade de Botucatu. Uma visita domiciliar foi agendada apds a inclusdo no
estudo. Durante a visita foi realizada a coleta de swab nasal e da orofaringe de todos os
contactantes domiciliares, a segunda coleta do paciente devido a facilidade de ja se
encontrar no domicilio, e por fim o georreferenciamento do domicilio das familias.

A terceira pesquisa dos pacientes foi realizada no ambulatério em retorno
agendado para consultas médicas de rotina (em média, 3 meses apds o primeiro
levantamento). O fluxograma de coleta se encontra no Anexo |I.

A coleta das PVHA residentes na regido foi devido a possibilidade de uma

melhor analise em relacdo a todos que estavam em atendimento no ambulatorio.
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Na primeira coleta realizada no ambulatério obtivemos o total de 736 swabs
(nasal e oral de PVHA residentes na cidade de Botucatu e na regido), 134 na segunda
coleta realizada nos domicilios das PVHA residentes na cidade de Botucatu e 146 swabs
(nasal e oral) dos contactantes, e por fim na terceira coleta 126 swabs (nasal e oral) das
PVHA residentes na cidade de Botucatu, totalizando 996 swabs (nasal e oral)
provenientes de PVHA e 146 de contactantes.

E importante esclarecer que para o célculo da prevaléncia de carreamento a
PVHA que carreava S. aureus em ambos sitios de coleta (nasal e oral) com 0 mesmo
perfil no PFGE foi contabilizado um Unico isolado de S. aureus.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (nimero do parecer:
1.168.173). Um termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os
sujeitos do estudo.

Como limitagdes do estudo podemos citar a auséncia do acompanhamento dos
pacientes residentes em cidades da regido devido a dificuldade de coleta, o que
possibilitaria melhor investigacdo da evolucdo dos perfis clonais e disseminacdo na

regiao.

Local de estudo

O Servico de Ambulatorios Especializados de Infectologia “Domingos Alves
Meira” (SAE/DAM) do complexo da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),
Fundacdo para o Desenvolvimento Médico Hospitalar (FAMESP) esta localizado na
cidade de Botucatu (aproximadamente 130.000 habitantes; 22° 53' 09" S, 48° 26" 42" W)
e é 0 Unico centro de referéncia da regido compreendendo 500.000 pessoas. Dedica-se a
atencdo ambulatorial a aids e hepatites virais crénicas para pacientes adultos. Possui
diversos ambulatérios e servicos de atendimento ndo médico, como odontologico e

psicoldgico entre outros.

Identificacéo de Staphylococcus aureus

Os micro-organismos foram submetidos a coloracdo pelo método de Gram
objetivando-se a observacdo de sua morfologia e coloracdo especifica. Apds a
confirmacdo dessas caracteristicas, foram realizadas as provas de catalase e coagulase
em tubo e as provas bioquimicas maltose, trealose e manitol para diferenciacdo de S.

aureus de outras espécies de Staphylococcus coagulase positiva.33*
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A confirmagdo genotipica para os isolados de S. aureus foi realizada através da
deteccdo do gene que codifica 0 RNAr 16S e o fragmento de DNA SA442. Os primers

utilizados sdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos para a deteccdo dos genes RNAL6S e SA442.

Primer Sequéncia de nucleotideos Produto amplificado
16S RNAr 1 CCT ATAAGA CTG GGA TAACTT CGG G
16S RNAr 2 CTT TGA GTT TCA ACC TTG CGG TCG o

SA4421 AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG

SA442 2 CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA 24

Fonte: Mason et al®®, Martineau et al®¢

Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado para todos os isolados
obtidos através da técnica de disco difusdo a partir de discos impregnados conforme
critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute-CLSI. As drogas
utilizadas foram: Oxacilina (1pg), Cefoxitina (30ug), Linezolida (30uQ),
Quinupristina/Dalfopristina (15ug), Sulfametoxazol/Trimetoprim (25 pg). A atividade
do antimicrobiano foi avaliada pelo diametro do halo de inibicdo através de

interpretacio em base das normas estabelecidas pelo CLSI.%

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM de Vancomicina foi avaliada através 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 55 mm de largura, na qual é
incorporado um gradiente de concentragcdo estabilizado do antimicrobiano a ser
pesquisado.

Os resultados da CIM foram denominados sensivel, intermediario ou resistente
de acordo com as definicdes pré-estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute-CLSI.®

Extracdo do acido nucléico
O é&cido nucléico total foi extraido de S. aureus cultivadas em &gar sangue e

inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e Coragédo (BHI) e incubadas a
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37°C por 24 horas.

Para a extracdo foi utilizado o Kit Illustra (GE Healthcare) que consiste na
digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K (20
mg/ml). A seguir, 500 ul da solucdo de extracdo 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. O liquido coletado foi descartado e
500 pl de solucédo de extracao foi adicionado novamente a coluna. Apos a centrifugacéo
e descarte do liquido coletado, 500 ul da solucdo 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 pl de agua Milli Q aquecida a 70°C foi utilizada para a
eluicdo. As amostras foram centrifugadas novamente a 5000 x g por 1 minuto, e a

coluna de GFX desprezada. O DNA extraido foi guardado sob refrigeracéo a -20°C.

Deteccdo do gene mecA de resisténcia a meticilina

As reagdes de PCR para a detecgdo do gene mecA foram realizadas conforme os
pardmetros descritos por Murakami et al.*®* Em todas as reacGes realizadas foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo (S. aureus
ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

Tabela 2. Oligonucleotideos para a detec¢do do gene mecA

Primer Sequéncia de nucleotideos Produto amplificado
mecAl AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGGC 533 pb
mecA2 AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTGC 533 pb

Fonte: Murakami et al.2®

Determinacéao do tipo de SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec)

A determinacdo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se o método de
reacdo de PCR Multiplex, conforme descrito por Oliveira e de Lencastre?® e atualizado
por Milheirico et al*%.

Como controle para a tipagem do SCCmec foram utilizadas as cepas COL para
SCCmec tipo I; N315 para SCCmec tipo IA; PER34 para o SCCmec tipo Il; AN546
para 0 SCCmec tipo IlI; HU25 para o SCCmec tipo IHIA e MW?2 para o SCCmec tipo
V.
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Tabela 3. Oligonucleotideos para a detec¢do do SCCmec

Primer Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ SCCmec/Regido J Tamanho
dcs F2 5’ — CATCCTATGATAGCTTGGTC - 3’ L1, 1VeVl, 242
des R1 5’ — CTAAATCATAGCCATGACCG -3 regido J3
mecA P4 5’ —TCCAGATTACAACTTCACCAGG -3’ Controle interno 162
mecA P7 5’ -~ CCACTTCATATCTTGTAACG -3’ positivo
cif2 F2 5’ -~ TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG -3’ .
I, regido J1 495
cif2 R2 5~ ATTTACCACAAGGACTACCAGC -3
mecl P2 5’ — ATCAAGACTTGCATTCAGGC - 3’ Ielll, 209
mecl P3 5>~ GCGGTTTCAATTCACTTGTC -3’ complexo mec
rif5 F10 5 -~ TTCTTAAGTACACGCTGAATCG - 3’
] 111, regido J3 414
rif5 R13 5’ -~ GTCACAGTAATTCCATCAATGC -3’
ccrC F2 5’ - GTACTCGTTACAATGTTTGG -3’
V, complexo ccr 449
ccrC R2 5’ — ATAATGGCTTCATGCTTACC -3’
kdp F1 5’ — AATCATCTGCCATTGGTGATGC - 3’ .
I, regido J1 284
kdp R1 5’ — CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG -3’
SCCmec VIJ1 F 5’ -TTCTCCATTCTTGTTCATCC -3’ )
V, regido J1 377
SCCmec VIJIR 5’ — AGAGACTACTGACTTAAGTGG - 3’
ccrB2 F2 5" = AGTTTCTCAGAATTCGAACG - 3’ Iland IV, 311
ccrB2 R2 5’ — CCGATATAGAAWGGGTTAGC -3’ complexo ccr
SCCmec I11 J1 F 5’ — CATTTGTGAAACACAGTACG -3 )
11, regido J1 243

SCCmec I11J1 R 5’ - GTTATTGAGACTCCTAAAGC -3’

Fonte: Oliveira e Lencastre?’, Milheirico et al*!

Deteccéo dos genes de viruléncia

As reacdes de PCR para os genes das hemolisinas alfa e delta (hla e hld), assim
como os primers utilizados, foram realizadas de acordo com Marconi et al*2. As reacoes
de amplificacdo dos genes das enterotoxinas (sea, seb e sec-1), e para 0 gene da toxina
da sindrome do choque tdxico (tst) foram realizadas segundo Cunha et al*® e Johnson et
al**. As reagbes para o gene leucocidina Panton-Valentine (pvl) e genes das toxinas
esfoliativas (eta, etb), conforme descrito por Tristan et al*® e Koning et al‘.
Amplificacdo dos genes icaA e icaD, relacionados com a produgdo de biofilme, foi

realizada conforme descrito por Arciola et al.*’
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados para a deteccéo de genes de viruléncia.

Fator de Gene Iniciador Sequéncia (5°-3°) Produto Controle
viruléncia
Enterotoxina SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 1200b ATCC
sea
A SEA-2 GAACCTTCCATCAAAAACA P 13565
Enterotoxina b SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 478D ATCC
se p
B SEB-2 GACGGTACTCTATAAGTGCC 14458
Enterotoxina SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 2570h ATCC
sec
C SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC P 19095
Tox. 1da TSST-1 ATGGCAGCATCAGCTTGATA
Sind. Choque tst TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT 350pb N315
Téxico
ICAA-1 TCTCTTGCAGGAGCAATCAA ATCC
icaA 188pb
Biofil ICAA-2 TCAGGCACTAACATCCAGCA 35983
iofilme
ICAD-1 ATGGTCAAGCCCAGACAGAG ATCC
icaD 198pb
ICAD-2 CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA 35983
Toxina ETA-1 CTAGTGCATTTGTTATTCAA
o eta 119pb N5
Esfoliativa A ETA-2 TGCATTGACACCATAGTACT
Toxina ETB-1 ACGGCTATATACATTCAATT
o eth 200pb ZM
Esfoliativa B ETB-2 TCCATCGATAATATACCTAA
HLA-1 CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG N315
Hemolisina a hla 209pb
HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT
HLD-1 ATGGCAGCAGATATCATTTC
Hemolisina & hid 357pb N315
HLD-2 CGTGAGCTTGGGAGAGAC

Visualizagdo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacbes foi confirmada pela eletroforese em gel de
agarose 2% preparado em tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5M. Como padrdo foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi corado com Syber safe

e posteriormente fotografado sob transiluminacéo ultravioleta.

PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

A tipagem por PFGE foi realizada segundo 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 400ul da amostra e
centrifugada a 12.000rpm por 50 segundos. Depois de desprezado o sobrenadante,
foram adicionados 300ul de solu¢do TE (10mM de Tris, ImM EDTA [pH 8,0]. As

amostras foram deixadas em banho-maria por 10 minutos a 37°C. Apds agitacdo em
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vortex, foram adicionados 5ul de lisostafina (1mg/ml em 20mM de acetato de sodio [pH
4,5]) e 300ul de agarose low melt.

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

Para a restricdo do DNA genomico foi utilizada a enzima Smal (Fast Digest
Smal, Fermentas Life Science, Canada). A eletroforese foi executada em aparelho
CHEF-DR 111 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 de pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa linear;
6V/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5M TBE como tampdo 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 transiluminagéo 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
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com
tolerancia da posicdo das bandas e a otimizacdo ajustada para 1,25 e 0,5%
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice >80% foi escolhido para
determinacéo dos clusters.

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 5: carbamatoquinase (arcc) desidrogenase, do
chiguimato (aroE), glicerol quinase (glp), guanilatoquinase (gmk), acetiltransferase

fosfato (pta), triosefosfatoisomerase (tpi), e acetil coenzima A acetiltransferase (yqiL).
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A purificagéo foi realizada pelo Kit HiYield™ Gel/PCR Fragments Extraction €

a reacdo de sequenciamento € descrita abaixo. A analise e comparacdo das sequéncias

foram realizadas por banco de dados via internet (http://www.mlst.net) (2004).

Tabela 5. Sequéncia de primers utilizados na PCR

Tamanho do
Gene Iniciador Sequéncia (5°-3°) produto
Amplificado (pb)
Carbamato quinase arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 570
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
Desidrogenase do aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 536
chiquimato aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
Glicerol quinase glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 534
glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
Guanilato quinase gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC 188
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
Fosfato pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 575
acetiltransferase pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
Triose-fosfato tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 75
isomerase tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
Acetil coenzima A yqiL-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC 508
acetil transferase ygiL-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Fonte: Enright et al*®

Reacgéo de sequenciamento

As reacOes foram realizadas em sequenciador ABI3500 de 8 capilares (de 50cm)

usando como polimero o POP7 (Applied Biosystems). A visualizacdo das sequéncias

(eletroforograma) foi realizada pelos programas Mega, Laser Gene e BioNumerics

(verséo 7.6; Applied Maths, Belgica).

spa typing

O spa typing foi realizado segundo as normas descritas por Shopsin et al®°,

utilizando um controle negativo (agua destilada estéril) e um controle positivo (ATCC

33591). Os primers utilizados sdo descritos na Tabela 6. A purificacdo do produto

amplificado e o sequenciamento seguiram o mesmo protocolo da técnica de MLST,

citado anteriormente, modificando somente os primers especificos.

A andlise das sequéncias foi realizada pelo software BioNumerics (verséo 7.6;
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Applied Maths, Bélgica) que sincroniza os dados com SegNet/Ridom Spa Server (Ridom
Staphtype, Ridom GmbH, Wurzburg, Alemanha).

Tabela 6. Oligonucleotideos utilizados para a deteccdo do gene spa

Primer Sequéncia de nucleotideos
Spal AGACGATCCTTCGGTGAGC
Spa 2 GCTTTTGCAATGTCATTTACTG

Georreferenciamento

Durante as visitas domiciliares, os sujeitos foram questionados se concordavam com
o georreferenciamento dos domicilios atraves da aplicacdo de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) complementar. Nos casos em que houve consentimento, o
posicionamento geografico dos domicilios foi aferido por aparelho de Sistema de
Posicionamento Global (GPS), dispositivo Montana 650 (Garmin, Olathe, KS, USA).

Para evitar identificacdo do local exato de residéncia, utilizamos protocolo de
distor¢do aleatdria. Os resultados foram analisados utilizando os softwares Map Info (©
MaplInfo Corporation North Greensburg, NY, USA) e ArcGIS (©ESRI, San Diego, CA,
USA) para identificacdo de relacGes espaciais entre clones especificos de S. aureus.

As analises referentes ao georreferenciamento foram realizadas no Departamento de

Higiene Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMV2Z2).
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5. Apresentacédo da tese

Os resultados e a discussdo dos dados obtidos encontram-se apresentados na

forma de artigos cientificos.

5.1 Artigo Cientifico I: Epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus

provenientes de pacientes vivendo com HIV/aids e seus contactantes domiciliares.

5.2 Artigo Cientifico I1: Georreferenciamento e perfil de viruléncia de Staphylococcus
aureus resistentes e sensiveis a meticilina provenientes de pacientes vivendo com

HIV/aids e seus contactantes domiciliares.
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5.1 Artigo Cientifico |

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Staphylococcus aureus PROVENIENTES
DE PACIENTES VIVENDO COM HIV/AIDS E SEUS CONTACTANTES
DOMICILIARES

Camila Sena Martins de Souza'?, Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza®, Leticia

Chamma Lastoria?, Cassiano Victoria®, Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha'?

! Departamento de Doencas Tropicais, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP-
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

2 Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias de Botucatu,
UNESP- Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

3 Departamento de Higiene Veterinaria e Salde Publica, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP- Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita
Filho

Resumo

Introducéo: Staphylococcus aureus (S. aureus) Sa0 0s principais responsaveis por
infeccBes tanto adquiridas na comunidade quanto em ambiente de assisténcia a salde
destacando-se por sua patogenicidade e alta frequéncia, permitindo que este agente seja
capaz de produzir doencas tanto em individuos sadios quanto em imunocomprometidos
por sua facil disseminacdo. Esse fato é agravado pela ampla disseminacédo de isolados
de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). Objetivos: Trata-se de um estudo
transversal, cujos objetivos foram determinar a relagdo clonal de MRSA e MSSA entre
isolados provenientes de 368 pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA), (112 residentes
na cidade de Botucatu e 256 na regido), e 73 contactantes domiciliares dos pacientes da
cidade de Botucatu, bem como realizar o georreferenciamento dos domicilios, a fim de
conhecer o comportamento de S. aureus em uma populagéo de risco especial e em seu
nucleo familiar. Metodologia: PCR foi utilizado para deteccdo do gene mecA e para
tipagem do SCCmec. Para a tipagem molecular foi utilizado a técnica de Pulsed Field

Gel Electrophoresis, Multilocus Sequence Typing e spa Typing. Além disso, foi
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realizado o georreferenciamento dos domicilios no momento da coleta. Resultados:
Apontam para uma baixa taxa de colonizacdo nessas PVHA (26%). Os métodos de
tipagem revelaram similaridades entre os isolados de PVHA e contactantes domiciliares
e também com isolados provenientes de estudos anteriores realizados na cidade de
Botucatu com pessoas saudaveis. Conclusdo: Neste estudo observamos a presenca de
isolados agrupados com importantes clones internacionais. Além disso, foi possivel
observar a distribuicdo desses isolados por toda a cidade de Botucatu e a presenca do
clone ST398.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, Pessoa vivendo com HIV/aids (PVHA), S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE),
Multilocus Sequence Typing (MLST)

Introducéo

Estima-se que 36,7 milhGes de pessoas em todo 0 mundo viviam com HIV em
2016, sendo que 1,8 milhdo foram novas infecc¢des pelo HIV ocorridas no ano de 2016.
Além disso, 1 milhdo de pessoas morreram em 2016 por causas relacionadas a aids.*

O sucesso do programa brasileiro de controle do HIV/aids é reconhecido
mundialmente devido & sua abordagem que inclui a prevengédo e o acesso universal e
gratuito das drogas antirretrovirais.>

As PVHA apresentam diversos fatores associados a maior risco de carreamento
de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA), como comportamentos
sexuais de alto risco, uso de drogas, imunossupressao, exposi¢cdo ao ambiente hospitalar
e uso frequente de antimicrobianos, além de apresentarem maior tendéncia ao
desenvolvimento de doenca invasiva.®*

A maioria dos casos de infeccdo hospitalar por S. aureus ocorre em carreadores
nasais e o risco de infeccdo aumenta em trés a 12 vezes em portadores de S. aureus na
admissdo em comparacdo com ndo portadores. Essa colonizacdo assintomatica tem
grande importancia clinica, uma vez que, com as narinas colonizadas, o individuo
contamina as proprias médos e passa a ser veiculo de transferéncia da bactéria no
mecanismo de infecgdes por contato.>®

Considerando a relevancia de S. aureus e MRSA e seu impacto sobre a salide em

PVHA, é necessario maior conhecimento da sua epidemiologia na populacao do Brasil.
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Diante disso, o objetivo foi determinar a relagéo clonal de MRSA e MSSA, incluindo o
georreferenciamento dos domicilios, a fim de conhecer o comportamento de S. aureus

em uma populacéo de risco especial e em seu nucleo familiar.

Materiais e Métodos
Amostragem

Os isolados sdo provenientes da nasofaringe e orofaringe de 368 (112 residentes
em Botucatu) pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) acima de 15 anos que estavam
frequentando regularmente o Servico de Ambulatérios Especializados de Infectologia
“Domingos Alves Meira” (SAE/DAM) do complexo da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB), Fundacdo para o Desenvolvimento Médico Hospitalar (FAMESP) e
concordaram em participar do estudo. A cidade de Botucatu possui aproximadamente
130.000 habitantes (22° 53' 09" S, 48° 26' 42" W) e é o Unico centro de referéncia da
regido compreendendo 500.000 pessoas.

N&o houve critério de exclusdo especifico, no entanto, devido a restricGes da
legislacdo de ética ndo poderiamos incluir individuos privados de liberdade no estudo.

Além disso, foi realizada a busca de contactantes domiciliares de cada paciente
da cidade de Botucatu. Resumidamente, uma visita domiciliar foi agendada apods a
inclusdo no estudo. Durante a visita foi realizada a segunda coleta de swab nasal e da
orofaringe do paciente, a coleta de 73 contactantes domiciliares que ndo estavam
infectados pelo HIV e, por fim, o georreferenciamento dos domicilios.

A terceira coleta dos pacientes residentes na cidade de Botucatu foi realizada em
retorno agendado para consultas médicas de rotina (em média, 3 meses apds o primeiro
levantamento).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu, Brasil (n° do parecer: 1.168.173).

Isolamento e identificacdo de Staphylococcus aureus

Os micro-organismos foram identificados como descrito por Konemann et al’ e
Cunha et al.® Apds a extracio do DNA com Kit Illustra (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK) foi realizada a confirmacdo genotipica para os isolados de S.
aureus através da detecgdo do gene que codifica 0 RNAr 16S e do fragmento de DNA

SA442, especifico de S. aureus.®
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Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado para todos os isolados
conforme critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute-CLSI.1°
As drogas utilizadas foram: Oxacilina (1pg), Cefoxitina (30ug), Linezolida (30ug),
Quinupristina/Dalfopristina  (15ug) e  Sulfametoxazol/Trimetoprim  (25ug). A
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de Vancomicina foi avaliada

através do método de E-test.'?

Deteccdo do gene mecA de resisténcia a meticilina
A reacdo de PCR para a deteccdo do gene mecA foi realizada conforme os
parametros descritos por Murakami et al.> A determinacéo do tipo de SCCmec foi

realizada como descrito por Oliveira e de Lencastre®® e atualizado por Milheirigo et al.1*

Tipagem molecular dos isolados

Todos os isolados de S. aureus foram tipados através do Pulsed-Field Gel
Eletroforesis (PFGE) utilizando o protocolo modificado de McDougal et al.*> Nove
isolados ndo puderam ser tipados utilizando a enzima Smal e para estes casos foi
utilizada a enzima de restricdo Apal.*®

A analise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics
(versdo 7.6; Applied Maths, Bélgica). A criacdo do dendrograma foi realizada pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com
tolerdncia da posicdo das bandas e a otimizagdo ajustadas para 1,0% e 1,2%,
respectivamente. Foi considerado um cluster o agrupamento com quatro ou mais
isolados. Dentro de cada cluster um isolado foi escolhido de forma aleatdria para ser
analisado pela técnica de MLST e spa typing.

Multilocus sequence typing (MLST) foi realizado como descrito por Enright et
al'” e as analises dos resultados realizados de acordo com os dados do site oficial do
MLST (http:// saureus.mlst.net).

Para a técnica de spa typing foi utilizado o protocolo descrito por Shopsin et al'®
e as andlises realizadas no software BioNumerics (versdo 7.6; Applied Maths, Bélgica),
através de plugin especifico de acesso ao banco de dados do Ridom Spa Server

(http://www.spaserver.ridom.de).
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Georreferenciamento

Durante as visitas domiciliares, nos casos em que houve consentimento favoravel, o
posicionamento geografico dos domicilios foi aferido por aparelho GPS Garmin
Montana 650, anotando-se a latitude e longitude. Para evitar identificacdo do local exato
de residéncia, utilizamos protocolo de distorcdo aleatéria. Os resultados foram
analisados utilizando os softwares Mapinfo (© Mapinfo Corporation North
Greensburg, NY, USA) e ArcGIS (©ESRI, San Diego, CA, USA) e sobreposto ao mapa
na cidade de Botucatu e a0 mapa do Estado de Sao Paulo para identificacdo de relagdes
espaciais entre clones especificos de S. aureus.

Resultados

A prevaléncia de colonizacdo por S. aureus na primeira coleta foi de 26%. As
taxas de carreamento nasal e de orofaringe foram de 20,9% e 8,4%, respectivamente. Na
primeira coleta dez individuos eram colonizados com MRSA (8 nas narinas e 2 na
orofaringe), a taxa de prevaléncia foi de 2,7%.

Apenas 67 individuos (59,8% dos que vivem em Botucatu) aceitaram ser
acompanhados durante mais duas coletas com inclusdo dos contactantes domiciliares.
Na segunda coleta realizada no domicilio do paciente a prevaléncia de colonizagdo por
S. aureus entre as PVHA foi de 23,9%, com a presenca de trés isolados de MRSA (2
nas narinas e 1 na orofaringe). Ja entre os contactantes domiciliares foi de 30%, com a
identificacdo de quatro MRSA (2 nas narinas e 2 na orofaringe). E por fim, terceira e
Gltima coleta que ocorreu no retorno do paciente ao ambulatorio, a prevaléncia
encontrada foi de 25,3% com dois MRSA (1 na narina e 1 na orofaringe).

E importante ressaltar que a terceira coleta foi possivel em apenas 63 pacientes e
dentre esses 14 (22,2%) carreavam S. aureus em duas ou trés coletas, ou seja, eram

carreadores persistentes.

Determinacdo da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

Em relacdo a oxacilina e cefoxitina, o método de disco-difusdo revelou 14
amostras resistentes, das quais seis foram resistentes a ambas as drogas e oito apenas a
cefoxitina. E importante ressaltar que cinco isolados se mostraram sensiveis em ambos

os discos, mas foram positivos no teste genotipico.
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Dentre todas as amostras, cinco apresentaram resisténcia ao sulfametoxazol-
trimetoprim, sendo quatro provenientes de pacientes com contagem de células TCD4+
inferior a 200 células/ mm3 que fizeram uso do antimicrobiano de modo profilatico para
pneumocistose e toxoplasmose no ano anterior a coleta.

No entanto, ndo foram encontrados casos de resisténcia a quinupristina-
dalfopristina e linezolida.

Além disso, o resultado encontrado para a CIM da vancomicina foi CIMsg de

0,75ug/mL e CIMgo 1,0pg/mL, com todos isolados sensiveis.

Deteccdo do gene mecA e caracterizacdo do SCCmec

Do total de 178 isolados de S. aureus, 19 (10,6%) eram carreadores do gene
mecA, dentre esses quatro eram provenientes de contactantes domiciliares. Dos 19
MRSA, apenas 5(26,3%) foram isoladas de PVHA que relataram internagdo no ano
anterior a coleta.

Como demonstrado na Figura 1, houve uma prevaléncia do SCCmec Tipo IV
entre os isolados, porém, quatro ndo foram possiveis de serem tipados pela técnica

utilizada.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com Sybr® Safe)

evidenciando os produtos amplificados do SCCmec Tipo IV nos isolados de MRSA.

Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE
Foi realizado um dendrograma de isolados MRSA e juntamente com estes foram

adicionados 0s MRSA provenientes de um estudo populacional realizado anteriormente
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na cidade de Botucatu.!® A analise permitiu identificar a presenca de dois clusters
majoritarios (A e B) com similaridade >80% (Figura 2).

Entre os MRSA, no cluster A é possivel verificar que quatro dos seis isolados do
estudo realizado anteriormente agruparam-se com alguns isolados das PVHA, sendo
importante ressaltar que houve um caso de 100% de similaridade (132N e 106H), o que
demonstra a presenca de isolados similares entre individuos saudaveis e PVHA na
cidade e na regido de Botucatu.

Além disso, é interessante ressaltar que os dois Unicos isolados resistentes da
cidade de Pardinho (132N e 306N) agruparam no mesmo cluster demonstrando uma
alta similaridade entre eles.

Ja no cluster B temos a presenca de isolados provenientes de diferentes
pacientes, demonstrando uma alta similaridade entre eles. Além disso, também
verificamos a presenca de um isolado (139N) agrupando com o Clone Oceania Sudoeste
do Pacifico (OSPC) indicando a circulacdo deste clone que ja foi relacionado a

infeccdes de pele na comunidade.
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PFGE PFGE
z 5 = = Key mecA SCCmec MLST spafyping  Cidade
““"‘“"‘"“"‘”*:“‘“' 254ND2 £ Botucatu
| = 210NC1 + v Botucatu
P 2540C1 + W Botucatu
'“’:' 122N + v STS 1002 Pardinho
-1 * 1084 - v ST5 n
* 10251 + v ST5
" * 681 + v ST5
* 251 + v ST5
208N + v Pardinho
USA 800 + v ST5
228N + v STS 1008 Paranapanema
2400 + v Macatuba
325N + v STS 1002 Botucatu
JCsceTs + v
128002 + v ST 008 Botucatu
154N + v ST1178 1002 Fartura
123002 + v Botucatu
287N + v Botucatu
20 + v Tieté
139NC2 + v ST8 t701 Botucatu
* 810 + v ST1178
251ND1 + NT ST 292 Botucatu
2610D1 + NT Botucatu
139N + v ST20 1318 Botucatu
OSPC (WB49) = L\ ST20
298ND1 + NT ST20 318 Botucatu
! niv 245N + NT ST5 1002 S3o Paulo
| O : . N oo

* Isolados provenientes de estudo realizado anteriormente com a populagio de Botucatu®®
Key: n° de identificacdo do paciente; N=nasal; O=oral; D1=2%oleta do paciente (domicilio);
C2=contactante n°2; D2=32 coleta do paciente (retorno no ambulatério); NT= N4o tipado

Figura 2. Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied
Maths) de MRSA provenientes de PVHA e seus contactantes domiciliares.

Entre os isolados sensiveis foi possivel observar a presenca de 10 clusters
majoritarios (Anexo Il) nomeados de A-J, em que no cluster A, é possivel observar a
presenca de trés isolados provenientes do mesmo paciente identificado como 185,
ressaltando que durante todo o periodo de estudo o paciente carreava isolados com o
mesmo perfil.

No cluster B, dois isolados se mostraram idénticos (25ND1 e 250D1) revelando
que o paciente carreava isolado com o mesmo perfil tanto nas narinas como na
orofaringe. J& no cluster C é importante ressaltar a similaridade de 100% apresentada
por isolado proveniente de paciente e contactante domiciliar (18ND1 e 18NC2) no
momento da coleta domiciliar, demonstrando a possivel transmissdo no ambiente

familiar.
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Outros isolados semelhantes podem ser observados no cluster G, no qual isolado
proveniente da PVHA se revelou idéntico ao seu contactante domiciliar (107N e
107NC1), além de demonstrar que o contactante domiciliar possuia 0 mesmo isolado
em ambos sitios de coleta.

Dentre os clusters de MSSA, dois (C e G) se destacaram por concentrar maior
numero de isolados com similaridade acima de 80%, revelando a presenca de isolados
semelhantes em diferentes cidades da regido de Botucatu.

Entre os isolados MSSA alguns ndo puderam ser tipados pela técnica de PFGE
utilizando a enzima de restricdo Smal, no entanto, a tipagem foi realizada utilizando a
enzima Apal, demonstrando a presenca de um Uunico cluster agrupando todas as 9
amostras de pacientes diferentes com 79,7% de similaridade (Figura 3).

Estes casos demonstram a relevancia do estudo desses isolados, uma vez que
dentre aqueles pertencentes ao cluster majoritario foi encontrado um isolado ST398.
Este clone é de grande importancia, j& que esta associado a disseminacdo entre seres
humanos e animais.
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Figura 3. Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied
Maths) de isolados que sofreram digestdo pela enzima Apal.

Multilocus Sequence Typing — MLST

Apos a triagem pela técnica de PFGE os clones foram caracterizados através da
técnica de MLST que consiste na amplificacdo dos sete genes housekeeping e foi
possivel observar que os sequence types (STs) foram distintos e nem todos pertenciam

ao mesmo complexo clonal (CC) revelando diferentes origens.
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E importante ressaltar que foi selecionado aleatoriamente um MSSA (76N)
dentre os isolados do dendrograma realizado com a enzima de restricdo Apal. Este foi

caracterizado como uma importante linhagem clonal denominada ST398.

spa typing
Apos a analise pelo MLST os isolados foram submetidos a técnica de spa typing

demonstrando spa types distintos. Na Tabela 1 é possivel observar a prevaléncia do

SCCmec Tipo IV entre os isolados.

Tabela 1. Caracteristicas dos isolados tipados pelas técnicas de MLST e spa typing

Amostra mecA SCCmec MLST spa type
132N + v 5 t002
139N + v 30 t318
154N + v 5 t002
335N + v 5 t002
336N + v 8 t008
345N + NT 5 t002

139NC2 + v 6 t701
251ND1 + NT 8 t292
298ND1 + NT 30 t318
1980D2 + v 8 t008
76N - - 398 -

Amostra: n° de identificacdo do paciente/ N=nasal/O=oral/C2=contactante n°2/D1=2%coleta
(domicilio)/D2=32 coleta (retorno no ambulatério); NT: Né&o tipado

Georreferenciamento

Foi realizado o georreferenciamento dos domicilios onde residem as PVHA da
area urbana de Botucatu incluidas no estudo. Para efeitos desta anélise, levou-se em
conta a positividade para S. aureus ou MRSA entre 0s pacientes residentes na cidade de
Botucatu (Figura 4). Além disso, foram realizados mapas a fim de observar areas de
maior densidade de isolados S. aureus e MRSA na cidade de Botucatu (Figura 5).

Nos mapas de densidade observamos que no primeiro mapa a regido A (Jardim
Paraiso) apesar da baixa densidade de S. aureus apresentou a segunda maior densidade
de MRSA na cidade, ja na regido B (Vila Sdo Lucio) apesar da alta densidade de
isolados S. aureus, apresentou isolados MRSA com menos intensidade que outras

regioes.



34

A regido C (Jardim Ipyranga, Jardim Peabiru e Residencial Arlindo Durante)
apresentou alta densidade de pacientes participantes do estudo, no entanto ndo houve
uma alta densidade em relacdo a presenca de S. aureus e nenhum MRSA representado
no segundo e terceiro mapas. Porém, quando observamos a regido D (Vila Santa Luzia)
houve alta densidade de S. aureus com auséncia de isolados MRSA.

Por fim, na regido E (Chacara Recreio do Havai) apesar da baixa prevaléncia de
pacientes, houve alta densidade de MRSA. A anélise demonstra que a prevaléncia de
MRSA independe da densidade de isolados de S. aureus.

Na Figura 6 sdo apresentados 0s casos positivos para S. aureus de acordo com
as cidades da regido de Botucatu, onde as cidades com a presenca de mais clusters
devem-se ao maior numero de pacientes participantes do estudo. Além disso, foi
realizada uma analise de PFGE com todos os isolados do estudo, MRSA e MSSA, para
observar a similaridade entre os isolados das cidades da regido. Através dessa analise é
possivel observar as cidades que compartilham isolados semelhantes, ou seja,
pertencentes a0 mesmo cluster. Como exemplo, podemos citar a cidade de laras e
Anhembi ambas representadas com a cor marrom no mapa que compartilham isolados

no mesmo cluster com a denominacgdo H (Figura 7).
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Figura 4. Os enderecos dos individuos foram sobrepostos a um mapa da area urbana de
Botucatu, Sdo Paulo. O mapa A apresenta a localizagcdo das residéncias dos pacientes
colonizados com S. aureus (vermelha) e os pacientes negativos (verde). No mapa B, séo

representados os pacientes que carreavam MRSA (amarelo) e aqueles que néo

carreavam MRSA (azul).
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Figura 5. Mapas Kernel de densidade da distribuicdo espacial de todos os pacientes
residentes na cidade de Botucatu, seguido do mapa que representa aqueles colonizados

com S. aureus e por fim o mapa representando os isolados MRSA.
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Figura 6. Mapa da distribui¢do dos casos positivos por cidades da regido de Botucatu
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Figura 7. Mapa da distribuicdo dos clusters obtidos na tipagem por PFGE realizado
com todos os isolados de S. aureus do estudo em relacdo as cidades do estado de Séo

Paulo.
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Discussédo

Estudos tém demonstrado que S. aureus tem sido uma importante causa de
morbidade entre pacientes hospitalizados e tem identificado que PVHA tém um risco
aumentado para colonizac¢do por micro-organismos patogénicos, principalmente quando
relacionado ao S. aureus e consequentemente a ocorréncia de infecgdes, incluindo
bacteremias, endocardites e infecgdes de pele.?%%

No entanto, o presente estudo apresentou baixa taxa de colonizacgao (26%) por S.
aureus em PVHA mesmo realizando a coleta em dois sitios distintos, mas corrobora
com os resultados encontrados por Reinato e colaboradores®, quando avaliaram a
prevaléncia da colonizacdo nasal por S. aureus em PVHA internadas em um hospital-
escola do Estado de S&o Paulo, onde entre 169 pacientes, 27,2% (46) carreavam S.
aureus no momento da coleta. Por outro lado, Padoveze e colaboradores? realizaram
trés coletas em 111 PVHA e encontraram 63,1% com pelo menos uma cultura positiva
para S. aureus.

Dentre os isolados a prevaléncia foi maior nas narinas (20,9%), embora, exista a
possibilidade de individuos serem colonizados exclusivamente na orofaringe e estes
seriam negligenciados em estudos de portadores com coletas limitadas as narinas.?®

Resultados semelhantes foram relatados em estudo recente realizado por Crum-
Cianflone e colaboradores?* que analisaram swabs provenientes de diferentes sitios do
paciente infectado com HIV e encontraram prevaléncia maior nas narinas (33%) quando
comparado a orofaringe (5%).

E possivel observar uma taxa de prevaléncia maior entre 0s contactantes
domiciliares quando comparados aos pacientes e como provaveis fatores de protecéo
contra a colonizacdo por S. aureus entre as PVHA, incluem-se o uso de antirretroviral e
0 uso profilatico de sulfametoxazol+trimetoprima para pneumocistose e toxoplasmose
cerebral em pacientes com contagem de células TCD4+ inferior a 200 células/ mm.?®> O
sulfametoxazol+trimetoprima € um antibacteriano de largo espectro que pode ter
impacto sobre a colonizacgdo por S. aureus na PVHA, principalmente em uso em longo
prazo.4252

Estudos realizados relatam que o uso da terapia antirretroviral foi associado a
diminuicdo do risco de colonizagdo por MRSA e 0 uso de sulfametoxazol-trimetoprima

tem efeito de protecdo.?’?® Apesar disso, o sulfametoxazol-trimetoprim ainda é o
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antimicrobiano mais utilizado para tratar infecgdes de pele e tecidos moles por MRSA
em PVHA.?°

Apesar da taxa de prevaléncia de MRSA encontrada ser considerada baixa,
mostrou-se superior a uma recente meta-analise que relatou taxas de prevaléncia de
6,9% de PVHA carreando MRSA.3® Uma pesquisa realizada incluindo pacientes
ambulatoriais HIV-positivos do interior de Sdo Paulo ndo encontrou qualquer isolado
MRSA. 2

O estudo apresentou somente SCCmec Tipo IV entre os isolados tipados
concordando com Cenizal e colaboradores?® que também encontraram alta prevaléncia,
sendo que 12 dos 15 isolados carreavam SCCmec Tipo IV em PVHA de um
ambulatério. Além disso, Skiest e colaboradores®! realizaram estudo com PVHA que
apresentavam infeccdo de pele e constaram que 21 dos 24 isolados carreavam 0
SCCmec Tipo IV.

Quanto a clonalidade, entre 0s MRSA observamos disseminacdo na cidade de
Botucatu demonstrado pela similaridade entre isolados provenientes de pessoas
saudaveis e PVHA.

Além disso, é importante ressaltar que o isolado 139N apresentou alta
similaridade (94,1%) com o OSPC utilizado como controle, em que ambos carreiam o
SCCmec Tipo IV e possuem o ST30 demonstrando sua provavel origem comum.

Entre os isolados MSSA destaca-se a presenca de clusters com diversos isolados
0 que demonstra a similaridade entre isolados de diferentes cidades.

Um grande cluster de MSSA mostrou similaridade com uma importante
linhagem clonal denominada ST398. Uma peculiaridade das linhagens de ST398 é que
ndo sao digeridas pela enzima de restricdo Smal gerando bandas muito fracas,
degradadas ou simplesmente ndo gerando bandas e com isso nédo sao interpretaveis pelo
PFGE. Este é o resultado de um sistema de restricido/metilacdo do DNA ainda
desconhecido no género Staphylococcus spp. No entanto, demonstramos a possibilidade
de realizar a digestdo com a enzima Apal. 32%

Entre os isolados MRSA é possivel observar a presenca de 3 isolados (132N,
335N e 345N) identificados como ST5-t002. O fato desse clone ter sido identificado em
cidades com caracteristicas distintas (Pardinho, Botucatu e S&o Paulo) sugere ampla

disseminacéo do clone no Estado de S&o Paulo.
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Um dos contactantes domiciliares (139NC2) carreava um isolado caracterizado
como ST6-t701. Estudos realizados por Yan e colaboradores® também encontraram
ST6- t701 provenientes de isolados associados a infecgdo alimentar na China.

Além disso, Li e colaboradores® analisaram isolados provenientes de surtos de
intoxicacdo alimentar por S. aureus e encontraram como clones predominantes o ST6-
t701 seguido do ST5-t002, ambos também encontrados em nosso estudo.

Um dos pacientes (154N) carreava isolado caracterizado como ST1176, este foi
descrito pela primeira vez por Carmo e colaboradores®® em isolados de pacientes do
Hospital Sdo Paulo e posteriormente em pacientes de ambulatério de Dermatologia,®’
individuos saudaveis da cidade de Botucatu®® e pacientes com feridas.®

Também observamos a presenca de isolados ST8-t008, assim como Sola e
colaboradores® que relataram a presenca de isolados ST8-t008 carreando SCCmec IV
em criangas na Argentina.

As cepas ST30, SCCmec Tipo IV com o gene pvl foram isoladas pela primeira
vez em ilhas do Pacifico. Além disso, € o clone prevalente entre pacientes com infec¢do
de pele em Hong Kong. Diep e Otto*® apresentaram as cinco cepas de MRSA
responsaveis pela maioria das doengas em todo o mundo, estando em segundo lugar a
linhagem clonal ST30 (OSPC), que foi apontada como responsavel por surtos
comunitarios na Australia, Grécia, México e Estados Unidos.

Além disso, a linhagem ST30 ja foi relatada em outras cidades brasileiras como
Rio de Janeiro e Porto Alegre demonstrando seu potencial de disseminac&o.*

A linhagem ST398 tem sido isolada em seres humanos e animais de companhia,
como c&o, cavalo e porco na Alemanha e na Austria.*® Foi identificado em suinos
holandeses e em suinocultores. O MSSA com ST398 circula entre seres humanos em
baixa frequéncia (0,2%), apesar disso tem potencial para causar infeccdes em humanos.
Acredita-se que o contato préximo entre alimentos de origem animal e seres humanos
aumenta o risco de transferéncia para o ser humano.*?

Welinder-Olsson e colaboradores*® relatam que os pacientes do estudo
apresentaram infecgbes e necessitaram de assisténcia medica. Um fato interessante é
gue nenhum dos pacientes apresentava contato com animais e nenhuma fonte comum de
infeccdo. Segundo os autores os relatos sugerem que esta linhagem pode impor uma

ameaca para a comunidade e até mesmo para aqueles sem contato com animais.
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Encontramos S. aureus isolados dos pacientes bem distribuidos em toda a cidade
de Botucatu, no entanto, os isolados MRSA néo foram encontrados na regido central da
cidade.

Em relagdo ao georreferenciamento, observamos uma distribui¢do de S. aureus
em toda a cidade de Botucatu, porém, a prevaléncia maior de MRSA encontra-se na
regido norte da cidade.

Nos mapas de densidade foi possivel observar que a cidade de Botucatu possui
caracteristicas diferentes de acordo com a regido da cidade, demonstrando que a
ocorréncia de MRSA néo é necessariamente maior nos locais que apresentam densidade
maior de S. aureus.

Os mapas revelaram casos importantes como da regido E onde haviam poucos
isolados de S. aureus, no entanto, dentre esses uma alta densidade de isolados MRSA.

E importante relatar que as cidades Conchas e Avaré foram as que mais se
destacaram na relagdo casos por cidade, no entanto, isso ocorreu por serem as cidades
com mais pacientes participantes do estudo. Outro fato que merece destaque € que dos
13 PVHA da cidade de Pardinho, trés estavam colonizados com S. aureus e dois destes
com MRSA pertencentes ao mesmo cluster.

Um fato interessante observado no mapa da distribui¢do dos clones na regido de
Botucatu foi que dentre os nove isolados tipados com a enzima de restricdo Apal
(ST398) quatro destes eram provenientes de cidades vizinhas (Conchas, Pereiras e
Laranjal Paulista), demonstrando possivel disseminacdo desses isolados no interior do

Estado de Sdo Paulo.

Concluséao

Foram encontrados isolados que agruparam com importantes clones
internacionais como OSPC e USA 800, o que demonstra sua circulacdo entre PVHA na
cidade e na regido de Botucatu. Outro fato relevante é que apenas pacientes carreavam
isolados com similaridade ao ST398, 0 que pode sugerir que tenha sido adquirido no
ambiente hospitalar. Foi demonstrado que a ocorréncia de MRSA néo é necessariamente

maior nos locais que apresentam densidade maior de S. aureus.
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Resumo

Introducéo: Staphylococcus aureus (S. aureus) € um dos mais importantes agentes
patogénicos e € reconhecido como uma ameaga para as pessoas que vivem com
HIV/aids (PVHA). Esse fato é agravado com a presenca de fatores de viruléncia, uma
vez que estes favorecem a sua permanéncia no hospedeiro e levam a uma maior
gravidade das infecgdes. Obijetivo: Investigar o perfil de viruléncia de S. aureus
isolados de 368 PVHA (112 residentes na cidade de Botucatu e 256 na regido) e 73
contactantes domiciliares dos pacientes residentes na cidade de Botucatu, além de
realizar o georreferenciamento de acordo com a presenca dos genes de viruléncia.
Metodologia: Foi utilizado PCR para deteccdo do gene mecA, genes das enterotoxinas

(sea, seb, e sec-1), esfoliatinas A e B (eta e etb), toxina 1 da sindrome do choque toxico
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(tst), leucocidina Panton-Valentine (lukS-PV e lukF-PV), hemolisinas alfa e delta (hla e
hld) e biofilme (icaA e icaD). Para a tipagem molecular foi utilizado a técnica de Pulsed
Field Gel Electrophoresis e Multilocus Sequence Typing. Além disso, foi realizado o
georreferenciamento dos domicilios da cidade de Botucatu no momento da coleta.
Resultados: Os resultados demonstram uma prevaléncia significativa de genes de
viruléncia nos isolados com destaque para genes das hemolisinas e genes para producao
de biofilme. O dendrograma dos MRSA demonstra a grande semelhanca na positividade
dos genes de viruléncia entre os isolados do mesmo cluster. Além disso, é possivel
observar a variagdo da positividade para o gene pvl entre isolados que agruparam com o
clone OSPC também positivo para o gene pvl. Em relacdo ao georreferenciamento dos
domicilios com isolamento de S. aureus com genes mais prevalentes, observou-se a
presenca de areas semelhantes entre os isolados de pacientes e contactantes
domiciliares. Concluséo: O presente estudo revelou prevaléncia significativa de genes
de viruléncia entre isolados de MRSA e MSSA provenientes de PVHA e seus
contactantes, ressaltando a importancia do MSSA. Ndo houve diferenca estatistica entre
fatores de viruléncia dos isolados de pacientes e contactantes. Além disso, foi possivel
observar a semelhanca da distribuicdo dos genes de viruléncia entre os isolados de S.

aureus de PVHA e seus contactantes na cidade de Botucatu.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, pessoa vivendo com HIV/aids (PVHA), S.

aureus resistentes a meticilina (MRSA), fatores de viruléncia

Introducéo

Staphylococcus aureus (S. aureus) € um dos mais importantes agentes
patogénicos e é responsavel por uma grande gama de infecces clinicas.® A diminuicdo
da imunidade entre pessoas que vivem com HIV/aids (PVHA) coloca-os em risco
aumentado a varias infecc¢des, incluindo as causadas por S. aureus, devido a sua elevada
producdo de fatores de viruléncia e por adquirir frequentemente resisténcia a
antibioticos.?

A colonizagdo nasal por S. aureus em PVHA ¢ considerada um fator de risco
para infecgdes invasivas, pois € frequentemente causada pelo isolado homdélogo ao das

narinas.®*
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Apos a entrada no hospedeiro, um passo critico para a infecgdo é a capacidade
do agente patogénico de escapar do reconhecimento e destruicdo pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro. Para este fim, S. aureus expressa muitos fatores de
viruléncia que promovem a sobrevivéncia no hospedeiro e facilitam a patogénese. Para
0 sucesso da infeccdo S. aureus produz e secreta uma grande variedade de toxinas,
proteinas de adesdo, enzimas extracelulares e exotoxinas que sdo responsaveis pelos
sintomas e gravidade das infecgdes.®

O uso do georreferenciamento na area de satde tem sido muito utilizado como
instrumento de integracdo de dados ambientais e sociais com dados de salde,
permitindo melhor caracterizacdo e quantificacdo da exposi¢do, seus possiveis
determinantes e os agravos a saude.®

O objetivo desse estudo foi investigar o perfil de viruléncia entre S. aureus
provenientes de PVHA e seus contactantes domiciliares, além de realizar o

georreferenciamento de acordo com a presenca dos genes de viruléncia nos isolados.

Material e Métodos
Amostragem

Os isolados séo provenientes da nasofaringe e orofaringe de 368 (112 residentes
em Botucatu) pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) acima de 15 anos que estavam
frequentando regularmente o Servico de Ambulatérios Especializados de Infectologia
“Domingos Alves Meira” (SAE/DAM) do complexo da Faculdade de Medicina de
Botucatu (UNESP), Fundacdo para o Desenvolvimento Médico Hospitalar (FAMESP) e
concordaram participar do estudo. A cidade possui aproximadamente 130.000
habitantes (22° 53' 09" S, 48° 26' 42" W) e é o Unico centro de referéncia da regido
compreendendo 500.000 pessoas.

N&o houve critério de exclusdo especifico. No entanto, devido a restricdes da
legislacdo de ética ndo poderiamos incluir individuos desprovidos de liberdade no
estudo.

Além disso, foi realizada a busca de contactantes no domicilio de cada paciente
residente na cidade de Botucatu. Resumidamente, uma visita domiciliar foi agendada
apos a inclusdo no estudo. Durante a visita foi realizada a segunda coleta do swab nasal

e da orofaringe do paciente, a coleta de todos os contactantes domiciliares que nao
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estavam infectadas pelo HIV e por fim o georreferenciamento dos domicilios das
familias.

A terceira coleta dos pacientes foi realizada em retorno agendado para consultas
médicas de rotina (em média, 3 meses apds o primeiro levantamento).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicine de Botucatu, Brasil (n° do parecer: 1.168.173).

Identificacdo fenotipica e genotipica

Os swabs foram semeados em agar Baird-Parker e as colénias tipicas submetidas
ao método da coloragdo de Gram para analisar a pureza e observar a morfologia das
colonias. Os micro-organismos foram identificados como descrito por Konemann et al,’
e Cunha et al,®. Apos a extragdo do DNA com Kit lllustra (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK) foi realizada a confirmacdo genotipica para o0s
isolados de S. aureus atraves da deteccdo do gene que codifica 0 RNAr 16S e o
fragmento de DNA especifico SA442.910

Deteccéo do gene de resisténcia

O gene mecA foi detectado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Em
todas as reag@es foram incluidos controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e controle
negativo (S. aureus ATCC 25923).1

Deteccéo dos genes de viruléncia

Foi realizado PCR para deteccdo dos seguintes genes de viruléncia:
enterotoxinas (sea, seb e sec-1), e para o gene da toxina da sindrome do choque toxico
(tst) foram realizadas segundo Cunha et al'? e Johnson et al,** hemolisinas alfa e delta
(hla e hid), Marconi et al,** leucocidina Panton-Valentine (pvl) e genes das toxinas
esfoliativas (eta, etb), Tristan et al'® e Koning et al*®, genes icaA e icaD, Arciola et al.!’

Visualizagdo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacdes foi confirmada pela eletroforese da reacédo em gel
de agarose 2% preparado em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1,0X. Como padréo foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi corado com SYBR

Safe e posteriormente fotografado sob transiluminacao ultravioleta.
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PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

A tipagem por PFGE foi realizada segundo 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 400ul da amostra e
centrifugada a 12.000rpm por 50 segundos. Depois de desprezado o sobrenadante,
foram adicionados 300ul de solu¢do TE (10mM de Tris, ImM EDTA [pH 8,0]. As
amostras foram deixadas em banho-maria por 10 minutos a 37°C. Ap0s agitacdo em
vortex, foram adicionados 5Sul de lisostafina (1mg/ml em 20mM de acetato de sodio [pH
4,5]) e 300ul de agarose low melt.

As amostras foram distribuidas nos moldes para plugues, apos a solidificacdo
foram colocadas em placa de 24 pogos com 2 ml de solugdo EC (6mM Tris-HCI, 1M
NaCl, 100mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sodio, 0,5% laurilsarcosil
sodico) e incubadas a 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 genomico foi utilizada a enzima Smal (Fast Digest
Smal, Fermentas Life Science, Canada). A eletroforese foi executada em aparelho
CHEF-DR 11l 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 de pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa linear;
6V/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5M TBE como tampdo 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 transiluminacdo UV.

A analise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics
(versdo 7.6; Applied Maths, Bélgica). A criacdo do dendrograma foi realizada pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com
tolerancia da posicdo das bandas e a otimizacdo ajustada para 1,25 e 0,5%
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice >80% foi escolhido para

determinacdo dos clusters.

MLST — Multilocus Sequence Typing

O MLST foi realizado segundo as normas descritas por Enright et al.'° Cada par
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de primer amplifica um fragmento interno do gene housekeeping (cerca de 500 pb),
estes sdo demonstrados na Tabela 1: carbamatoquinase (arcc) desidrogenase, do
chiguimato (aroE), glicerol quinase (glp), guanilatoquinase (gmk), acetiltransferase
fosfato (pta), triosefosfatoisomerase (tpi), e acetil coenzima A acetiltransferase (yqiL).
A purificagéo foi realizada pelo Kit HiYield™ Gel/PCR Fragments Extraction €
a reacdo de sequenciamento é descrita abaixo. A anélise e comparacdo das sequéncias

foram realizadas por banco de dados via internet (http://www.mlst.net).

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na PCR

Tamanho do
Gene Iniciador Sequéncia (5°-3°) produto
Amplificado (pb)
Carbamato quinase arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 570
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
Desidrogenase do aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 536
chiquimato aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
Glicerol quinase glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 534
glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
Guanilato quinase gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC 188
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
Fosfato pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 575
acetiltransferase pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
Triose-fosfato tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 75
isomerase tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
Acetil coenzima A yqiL-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC 508
acetil transferase ygiL-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Fonte: Enright et al*®

Reacéo de sequenciamento

As reacOes foram realizadas em sequenciador ABI3500 de 8 capilares (de 50cm)
usando como polimero o POP7 (Applied Biosystems). A visualizacdo das sequéncias
(eletroforograma) foi realizada pelos programas Mega, Laser Gene e BioNumerics

(versédo 7.6; Applied Maths, Bélgica).

Georreferenciamento
Durante as visitas domiciliares, nos casos em que houve consentimento favoravel, o

posicionamento geografico dos domicilios foi aferido por aparelho GPS Garmin
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Montana 650, anotando-se a latitude e longitude. Para evitar identificacdo do local exato
de residéncia, utilizamos protocolo de distorcdo aleatoria. Os resultados foram
analisados utilizando os softwares Mapinfo (© Mapinfo Corporation North
Greensburg, NY, USA) e ArcGIS (©ESRI, San Diego, CA, USA) e sobreposto ao mapa
da cidade de Botucatu e a0 mapa do Estado de Sao Paulo para identificacdo de relacGes

espaciais entre clones especificos de S. aureus.

Resultados

Entre o total de 178 isolados de S. aureus, 19 (10,6%) eram carreadores do gene
mecA, dentre os quais quatro eram provenientes de contactantes domiciliares. Em
relacdo aos genes das enterotoxinas, 77,5% (138) dos isolados carreavam 0 gene sea,
25,8% (46) foram positivas para o gene seb e por fim 28% (50) eram portadores do gene
sec-1. E importante ressaltar que 64,6% (115) dos isolados apresentaram no minimo
positividade para um gene de enterotoxina. Além disso, dentre os isolados, oito
carreavam 0s trés genes simultaneamente e vale lembrar que trés destes eram
provenientes do mesmo paciente.

Um percentual consideravel de 10,7% (19) dos isolados apresentaram o gene da
toxina 1 da sindrome do choque toxico. A presenca do gene pvl foi detectada apenas em
1,7% (3) dos isolados. Em relacdo aos genes das hemolisinas alfa e delta, foram
detectados em, respectivamente, 94,4% (168) e 90,4% (161). Dentre os isolados 97,8%
(174) apresentaram ao menos um dos genes para hemolisinas.

Em relacdo a producdo de biofilme, 98,3% (175) foram positivas para 0 gene
icaA e 91% (162) para o icaD. O gene da esfoliatina A (eta) era carreado por 3,9% (7)
dos isolados, porém, o gene etb ndo foi detectado em nenhuma das amostras estudadas.

Por fim, vale ressaltar que todos os isolados eram carreadores de no minimo dois
genes de codificam fatores de viruléncia. A prevaléncia de genes dos fatores de
viruléncia entre cepas MRSA e MSSA ¢é demonstrada na Figura 1, com diferenca
significativa entre os grupos somente para o gene pvl (p=0,035). A comparacdo entre a
presenca dos genes de fatores de viruléncia nas linhagens de S. aureus de PVHA e seus
contactantes ndo revelou diferenga estatistica significativa para nenhum dos genes
pesquisados (Figura 2). E importante ressaltar que quando os isolados eram
provenientes do mesmo paciente foram incluidos apenas isolados com perfis diferentes

na técnica de PFGE para a realizacao da analise apresentada nos graficos. Casos em que
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0 paciente apresentava isolados semelhantes nas narinas e orofaringe foram excluidos
da analise. A analise do georreferenciamento dos domicilios de pacientes e contactantes
que carreavam isolados com genes de viruléncia mais frequentes (A: hla, B: hid, C:

icaA e D: icaD) é apresentado na Figura 3.

100%

90%
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70%
60%
50%
40%
30%
=
10%
0% . I I 1'0 ,035

seb sec-1 tst hla  hld icaA icaD

B MRSA H MSSA

Figura 1. Investigacdo dos genes de viruléncia em cepas MRSA e MSSA isoladas de
pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) e seus contactantes domiciliares.
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Figura 2. Comparagéo entre os genes de viruléncia presentes em linhagens de S. aureus

provenientes de PVHA e seus contactantes domiciliares.
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Figura 3. Georreferenciamento dos domicilios

de pacientes e contactantes que

carreavam isolados com genes de viruléncia mais frequentes (A: hla, B: hld, C: icaA e

D: icaD) p=paciente e c=contactante domiciliar.
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Em geral, pacientes e contactantes domiciliares possuem &reas semelhantes em
relacdo a positividade de isolados com o gene hla. Pode-se observar que existem duas
areas quentes (vermelha), ou seja, com maior nimero de casos positivos entre pacientes
(Ap) e contactantes domiciliares (Ac), apesar da intensidade ndo ser igual, a Figura 3
(Ap e Ac) demonstra que as areas com maior concentracdo sdo as mesmas para
pacientes e contactantes domiciliares.

A Figura 3 (Bp e Bc) que representam o gene hld também demonstram
semelhancas entre pacientes e contactantes domiciliares, uma vez que a area com maior
concentragdo se encontra na mesma regido em ambos 0S mapas.

Em relacdo a representagdo do gene icaA na Figura 3 (Cp e Cc) pode-se
observar a presenca de areas quentes nas mesmas regides, mas com uma diferenca
consideravel na intensidade das areas quentes. Ja o gene icaD na Figura 3 (Dp e Dc)
revelam maior concentracio na mesma regido para pacientes e contactantes
domiciliares, no entanto, demonstra uma distribuicdo com maior nimero de casos por
regido na figura que representa os contactantes domiciliares.

Em relacdo a técnica de PFGE, entre os isolados resistentes foram obtidos 2
clusters majoritarios (A e B), onde alguns isolados agruparam com clones importantes
como USA 800 (Clone Pediatrico) e OSPC (Clone Oceania Sudoeste do Pacifico)
(Tabela 2).
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Tabela 2: Principais agrupamentos e caracteristicas dos isolados de S. aureus tipados

pelo PFGE e MLST, presenca de genes de viruléncia e origem.

Presenca genes de

PFGE MLST lEnGi Origem (n) Total"
MRSA viruléncia
sea (4), seb (1), sec-1 (1), -
A ST1176  hla (4), hid (4), icaA (4), Fatura (1) Botucatu (1) Tieté (1) 4
. Contactante (1)
icaD (4)
° (4), seb (2) 1)
sea (4), seb (2), sec-1 (1), . 5
Agrupou  STS hla (5), hid (5), tst (1), Pard'”h‘;gilcif:ta‘;ta”te @
com icaA (5), icaD (5)
USAS800
Agrupamentos importantes**
Obs. MLST Prese_ngaAger)es de Origem (n) Total”
viruléncia
Agrupou/
OSPC ST30 sea, hla, hld, icaA, icaD Botucatu 1
94,7%
similar
Conchas (2) Itapeva (1)
MSSA sea (9), seb (2), sec-1 (1), Botucatu (1) Itatinga (2)
(Apal) ST398 hla (9), hld (9), icaA (9), Pereiras (1) Laranjal 9
P icaD (9) Paulista (1) Cerqueira

César (1)

* Total de amostras agrupadas no cluster
**Agrupamento importante: isolados que agruparam com clones de importancia internacional
(n): nimero de amostras positivas.

Alguns isolados sensiveis ndo foram possiveis de serem tipados pela enzima de
restricdo Smal, diante disso, a tipagem foi realizada a enzima Apal, com agrupamento
dos 9 isolados em um Unico cluster com 79,7% de similaridade e a detec¢do do ST398,
clone internacional de grande importancia clinica. Em relacéo a presenca dos genes de
viruléncia também é demonstrado a grande similaridade entre os isolados, com excec¢ao

de apenas trés isolados que carreavam os genes seb e sec-1.
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Discussédo

A analise da distribuicdo espacial dos casos de agravos a saude em cidades pela
técnica de georreferenciamento € uma importante ferramenta que colabora com estudos
sobre a transmissibilidade nas regiGes, principalmente nas periferias dos grandes centros
urbanos e nas areas de abrangéncia, possibilitando o acesso as informacGes necessarias
para realizar a vigilancia dos casos, criando condices para avaliar a necessidade de
acdes nessas determinadas areas. Além disso, contribui com estudos de transmissao,
disseminacdo e acBes de controle de doencas e agravos de salde de uma determinada
area de abrangéncia.?

A andlise da diferenca em relacdo a presenca dos genes de viruléncia em
isolados de S. aureus provenientes de PVHA e seus contactantes domiciliares ndo foi
estatisticamente  significativa, confirmando os dados apresentados pelo
georreferenciamento que apontam areas de distribuicdo semelhantes em relacdo aos
genes mais presentes nos isolados do estudo.

E importante ressaltar a alta frequéncia de isolados carreando genes de biofilme,
ja que estes desempenham importante papel na colonizacao e persisténcia desses micro-
organismos causadores de infecgdes cronicas, permitindo a evasdo do sistema imune e
protecéo contra a agdo de antimicrobianos.?

Os resultados do estudo também demonstraram alta prevaléncia de genes de
hemolisinas alfa e delta, assim como relatado por Souza e colaboradores?? em estudo
realizado com idosos, presidiarios e pacientes de um ambulatorio de Dermatologia.

Entre as enterotoxinas classicas (sea, seb e sec-1) a de maior prevaléncia no
estudo foi a sea, seguida da sec-1 e seb. A presenca do gene sea em MRSA foi ligada a
gravidade da infeccdo em estudo realizado com um jovem de uma cidade do interior,
proxima a Botucatu que sofreu um trauma apds uma partida de futebol e evoluiu para
celulite, abscesso local, pneumonia e sepse grave.?

Blomaqvist e colaboradores® encontraram alta frequéncia de isolados carreando o
gene seb em PVHA. Em relacdo ao gene tst, resultados semelhantes foram relatados em
estudo realizado a partir de amostras clinicas de pacientes de um hospital de ensino
(11,64%).%

Entre os isolados resistentes foram obtidos 2 clusters majoritérios (A e B), onde
alguns isolados agruparam com clones importantes como USA 800 (Clone Pediatrico) e

OSPC (Oceania Sudoeste do Pacifico). A caracterizacao desses clones é importante para
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que sejam formuladas estratégias terapéuticas locais adequadas. Exemplificando, pode-
se utilizar um conhecimento mais completo dos clones circulantes em determinada
regido para avaliar a relacdo entre tipos clonais, sintomas da doenca, escolha dos
antibidticos e resultados clinicos. As linhagens MRSA causam tipos variados de
infeccBes, que vao, quanto a gravidade, desde abscessos cutaneos até fasciite e
pneumonia necrosantes, com risco para a vida dos pacientes. Habitualmente, a
gravidade da doenca esta diretamente ligada a producao de fatores de viruléncia, como
toxinas ou biofilmes protetores.

Um fator de viruléncia que podemos destacar atualmente é a leucocidina de
Panton-Valentine (PVL), uma leucotoxina bicomponente formadora de poros com a
habilidade de lisar leucdcitos e € codificada pelos genes IukS-PV e lukF-PV. Sua
apresentacdo clinica em humanos € infeccdo severa de pele e tecidos moles e
pneumonia necrotizante. E interessante relatar que apesar da baixa prevaléncia do gene
da PVL, somente isolados provenientes dos pacientes carreavam o gene da PVL no
momento da coleta. Vyas e colaboradores?® também encontraram isolados positivos
para o gene da PVL em pessoas infectadas com HIV.

Somente o gene da PVL foi estatisticamente relevante (p=0,035) entre MRSA e
MSSA. Diferente dos resultados apresentados, Imaz e colaboradores?’ ndo encontraram
isolados MRSA carreando o0 gene da PVL em estudos realizados com pacientes
infectados por HIV. Entretanto, Blomqvist e colaboradores®* relataram alta taxa de
isolados carreando o gene da PVL (73,3%) dentre isolados MRSA e MSSA.

Os resultados revelaram semelhanga de positividade entre os isolados resistentes
para os genes de fatores de viruléncia dentro do mesmo cluster, além disso, €
importante ressaltar caracteristicas moleculares compativeis com o clone ST30 — OSPC,
positivo para o gene pvl que agrupou com isolados que também carreavam esse gene.

Entre as esfoliatinas, foi encontrado tanto PVHA quanto contactantes
domiciliares carreando isolados portadores do gene eta. No entanto, nenhum isolado
carreava 0 gene etb no momento da coleta. Este resultado corrobora com um estudo
realizado com PVHA da Tailandia, onde foram encontrados isolados positivos para o
gene eta, mas nenhum carreando o gene etb. %

A comparagéo da viruléncia entre MRSA e MSSA, demonstra a importancia de
isolados sensiveis que também podem carrear genes que codificam fatores de viruléncia

importantes. Os 9 MSSA que agruparam em um Unico cluster e com ST 398, revela a
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importancia desse grupo. Embora o estudo sobre as cepas MRSA seja importante, um
conhecimento mais detalhado sobre cepas MSSA também vem se destacando com
grande importancia na literatura. As cepas MSSA aparentemente ndo ganham destaque,
pois 0 uso de antibioticos geralmente contém uma infecgdo causada pela mesma.

No caso da cepa ST398, os relatos encontrados na literatura descrevem um
decurso diferente. Essa cepa possui uma variedade imensa de genes que codificam
fatores de viruléncia que capacitam esta cepa a interagir com seu hospedeiro causando
assim uma infeccdo grave ou até levar a 6bito. Um exemplo que descreve bem a
viruléncia dessa cepa foi demonstrado em estudo recente com pacientes do Hospital das
clinicas da UNESP de Botucatu.?® A linhagem ST398 foi identificada em pacientes
hospitalizados na unidade de terapia intensiva (UTI) que utilizavam ventilacdo
mecanica. Os pacientes colonizados por esta linhagem desenvolveram pneumonia e trés
(27%) dos cinco pacientes com a cepa ST398 foram a Obito. Assim como detectado
nesse estudo também foi observado a presenca dos genes que codificam a e J toxinas,
além da expressdo aumentada dessas toxinas e das modulinas fenol sollveis (PSM) que
também estdo relacionadas com a lise de neutrofilos e eritrocitos humanos.

Informag6es mais acuradas acerca da distribuicdo e da viruléncia de clones de S.
aureus em PVHA poderdo ajudar os clinicos no entendimento do risco de infeccéo por

certos clones e nas suas escolhas da antibioticoterapia empirica apropriada.

Concluséao

O presente estudo revelou prevaléncia significativa de genes de viruléncia entre
isolados de MRSA e MSSA provenientes de PVHA e seus contactantes domiciliares,
ressaltando a importancia do MSSA. Os clusters apresentaram semelhancas em seus
fatores de viruléncia. Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre a positividade e
distribuicdo dos genes de viruléncia em S. aureus isolados de PVHA e de seus
contactantes domiciliares na cidade de Botucatu.
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6. Conclusoes

Taxa de colonizagdo nasal de S. aureus maior quando comparada a oral em
PVHA,

Similaridade entre isolados de S. aureus provenientes dos diferentes sitios de
coleta (nasal e oral);

Relacdo clonal entre S. aureus isolados de PVHA e de seus contactantes
demonstrando uma possivel disseminacéao intradomiciliar;

N&o houve diferenca significativa quanto a presenca dos genes que codificam
fatores de viruléncia em S. aureus isolados de PVHA e de seus contactantes
domiciliares e nem entre MRSA e MSSA, ressaltando a importancia do MSSA
que também pode carrear genes que codificam fatores de viruléncia importantes;
Alta densidade de S. aureus em uma determinada regido nao significa presenca
de maior nimero de isolados resistentes;

Foram encontrados MRSA de PVHA e de seus contactantes que agruparam com
importantes clones internacionais, como USA 800 e OSPC;

MSSA que agruparam em um unico cluster com caracteristicas moleculares

compativeis com o clone ST398, revela a importancia desse grupo.



Fluxograma geral de coleta
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Anexo I. Fluxograma geral de coleta das pessoas vivendo com HIV/aids e seus contactantes domiciliares.
*Obs. Quando o paciente carreava S. aureus em ambos sitios de coleta foi contabilizado somente um isolado para o calculo da prevaléncia.
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Dendrograma MSSA
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Anexo Il. Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied Maths) de
MSSA provenientes de PVHA e seus contactantes domiciliares.



