RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 18/05/2019.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Camila Sena Martins de Souza

DETERI\/IINA(;AO DA RELA(;AO CLONAL E
VIRULENCIA DE Staphylococcus aureus
ISOLADOS DE PACIENTES VIVENDO COM
HIV/AIDS E SEUS FAMILIARES

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho?,
Campus de Botucatu, para obtencao
do titulo de Doutora em Doencas
Tropicais.

Orientadora: Profa. Adj. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha

Coorientador: Prof. Adj. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Botucatu

PAONRS]




Camila Sena Martins de Souza

DETERMINACAO DA RELACAO CLONAL E
VIRULENCIA DE Staphylococcus aureus ISOLADOS
DE PACIENTES VIVENDO COM HIV/AIDS E SEUS
FAMILIARES

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para obtencédo
do titulo de Doutora em Doencas
Tropicais.

Orientadora: Profa. Adj. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha

Coorientador: Prof. Adj. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Botucatu
2018



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Souza, Camila Sena Martins de.

Determinacdo da relacdo clonal e viruléncia de
Staphylococcus aureus isolados de pacientes vivendo com
HIV/aids e seus familiares / Camila Sena Martins de Souza.
- Botucatu, 2018

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio

de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de Botucatu
Orientador: Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha
Coorientador: Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza
Capes: 21201021

1. Staphylococcus aureus. 2. Fatores de viruléncia. 3.
AIDS (Doenca). 4. HIV (Virus). 5. Eletroforese em campo
pulsado.

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




Camila Sena Martins de Souza

Determinacdo da relacdo clonal e viruléncia de Staphylococcus aureus isolados de
pacientes vivendo com HIV/aids e seus familiares

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Botucatu
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

Campus de Botucatu, para obtencdo do titulo de Doutora em Doencas Tropicais

Orientador: Prof®. Adj. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha

Comissdo examinadora

Profd. Adj. Lenice do Rosario de Souza

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prof2. Dr2 Adriana Gongalves de Oliveira

Universidade Federal do Triangulo Mineiro

Prof. Titular Eduardo Bagagli

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita ilho

Prof2. Dr2 VValéria Pereira Catanelli
Universidade do Oeste Paulista

Botucatu, de de




Aos meus pais, Cicero Martins de Souza e Veronica Sena Barbosa Souza

Obrigada por ndo medirem esforgos em todos 0s momentos
e tornarem possivel a realizagcdo de mais um sonho.

Dedico a vocés todas as minhas conquistas.

A Luiz Domingues de Almeida Junior
Obrigada por ser meu porto seguro, meu apoio e por seu companheirismo

durante este longo periodo, sem vocé tudo seria mais dificil.



A Deus pelas oportunidades de crescimento concedidas a cada dia e por ser a luz que

me guia quando parece ndo haver saida.

Ao meu querido irm&o, Raphael Sena Martins de Souza, pelo carinho e torcida

constante em todos os meus objetivos de vida.

A querida Prof. Adj. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha por ser a primeira a
me abrir as portas h4 dez anos acreditando no meu trabalho, por ser a responsavel
pela minha formacgédo académica e simplesmente por entender minhas decisdes e
auséncias durante o periodo que realizei outra graduacdo. Simples palavras nao sao
capazes de expressar tamanha gratiddo por me permitir chegar até aqui. Meu eterno

carinho e agradecimento.
Ao Prof. Adj. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza pela ideia inicial do projeto.
Ao Prof. Dr. Cassiano Victdria pela atencéo e analises de georreferenciamento.

A banca de qualificagdo, Lenice do Roséario de Souza e Ary Fernandes Junior, pela

valiosa contribuicdo para o trabalho.

A Leticia Chamma Lastoria por todo o companheirismo e convivéncia agradavel
durante este periodo. Este trabalho néo seria possivel sem a sua dedicacdo. Meu eterno

agradecimento.

A Thais Alves Barbosa por tornar os dias dificeis mais faceis, pelo sorriso no momento
de tristeza, pelo abraco que trouxe conforto, por compartilhar das minhas conquistas e
por simplesmente me oferecer sua pura e verdadeira amizade. “Amigos nos tornam

seres mais felizes pelo simples fato de existirem e serem nossos amigos”.

A Nathalia Bibiana Teixeira, por inimeras vezes me ajudar no final desta etapa. Muito

obrigada, minha querida amiga.

A querida amiga, Monica da Silveira, por seu constante apoio em todos 0s momentos

desta caminhada.



Agradeco de forma muito carinhosa a Prof. Dr2. Terué Sadatsume por deixar de ser
somente professora e se tornar uma amiga. Muito obrigada pela torcida, carinho e
alegria transmitida durante os ultimos dez anos de convivéncia. Carinho, admiragéo e

gratiddo resumem o que sinto.

Aos queridos funcionarios do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, em especial Luiz dos Santos, Larissa Ragozo e
Ana Claudia Acerra pela ajuda em todos 0os momentos e carinhosa amizade construida

no decorrer desses anos.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo auxilio

disponibilizado, essencial para a realizagdo deste trabalho.

Gostaria de expressar meu reconhecimento a todos que de diversas maneiras
contribuiram néo apenas para a realizacéo deste trabalho, mas também por
participarem desta conquista. Na impossibilidade de nomear cada um, deixo meu
agradecimento pela contribuicéo e que de alguma maneira encontrem aqui minha

expressao de amizade e reconhecimento.



O éxito comega no exato momento
em que o homem decide o que quer e

comeca a trabalhar para consegui-lo.

Roberto Flavio C Silva



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.
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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.





