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REsSuMoO GERAL

Estafilococos coagulase-negativa (ECN) sé&o micro-organismos oportunistas de patogenicidade
multipla, associados a uma ampla gama de infeccdes que, frequentemente, se manifestam em
pacientes com imunossupressdo ou com dispositivos médicos implantados, alem de serem
importantes agentes causais de sepse neonatal tardia em bebés prematuros. A producéo de biofilme
e a alta resisténcia a antimicrobianos compdem aspectos importantes da estratégia de persisténcia
desses micro-organismos, além do notavel potencial de atuarem como reservatorios de genes de
resisténcia e viruléncia capazes de serem transferidos a outras espécies, como Staphylococcus (S.)
aureus. No entanto, a caracterizacdo minuciosa dos aspectos moleculares da epidemiologia e da
patogénese de espécies clinicas emergentes como S. hominis, S. capitis e S. lugdunensis ndo sao
bem esclarecidos, apesar da evidente evolucdo do perfil de resisténcia e viruléncia relatada em
clones clinicamente relevantes, dessas espécies. Dado o exposto, este estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil genético de viruléncia, a producéo de biofilme, a evolucdo de resisténcia
antimicrobiana e a epidemiologia molecular em isolados de S. capitis, S. hominis e S. lugdunensis
provindos de hemoculturas coletadas entre 2009 e 2019, e no ano de 2021, de um hospital no
interior do estado de S&o Paulo, com alta abrangéncia populacional. Ao todo foram estudados 141
isolados de S. capitis, 177 isolados de S. hominis, dos quais 17 (9,6%) foram caracterizados como
S. hominis subsp. novobiosepticus, além de 13 isolados de S. lugdunensis, para a qual também
foram inclusas amostras coletadas em 2022. Taxas elevadas de resisténcia a meticilina mediada
pelo gene mecA foram encontradas em S. hominis e S. capitis, chegando a 76,8% e 70,2%,
respectivamente. Em contrapartida, isolados de S. lugdunensis se mostraram altamente suscetiveis,
no entanto, frequentemente carreadores de genes de viruléncia. A diversidade genética foi
acentuada em S. hominis, com SCCmec frequentemente ndo tipados, e genes ccr nao
caracterizados, além da prevaléncia de um novo elemento descrito recentemente, 0 SCCmec tipo
X1V, majoritariamente detectado nos isolados de S. hominis subsp. novobiosepticus. J& amostras
de S. capitis apresentaram perfil mais homogéneo, com predominancia de SCCmec tipo lll, tipo
IV e tipo V, além de clones persistentes dispersos em diferentes unidades hospitalares e na UTI,
principalmente a neonatal. Os isolados de S. lugdunensis se mostraram geneticamente
relacionados, indicando baixa variabilidade genética nessa espécie. A producéo de biofilme foi
pouco prevalente, e sem correlacdo com a presenca de genes do operon icaADBC. Ademais,
isolados de S. hominis subsp. novobiosepticus produziram biofilme com maior frequéncia e se
mostraram mais resistentes a meticilina do que S. hominis subsp. hominis. Dentre as trés espeécies,
a producdo de biofilme foi mais correlacionada a S. capitis, que também formou biofilmes mais
forte aderentes do que as demais espécies, frequentemente associado a co-ocorréncia de SCCmec
tipo 111 e IV. Alem disso, isolados de S. capitis provenientes de UTlIs tiveram a producéo de
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biofilme favorecida em resposta ao estresse hiperosmotico, resultando em um aumento de 26,5%
nessa taxa, semelhante ao jé descrito para linhagens clonais de S. capitis isoladas de UTIs neonatais
ao redor do mundo. A deteccdo de um ou mais genes associados a producao de enterotoxinas foi
verificada em 68,6% das amostras, indicando o potencial enterotoxigénico dessas linhagens. Os
resultados obtidos revelam resisténcia antimicrobiana elevada, producdo de biofilme sem
correlacdo com determinantes genéticos descritos, porém com expressdo influenciavel por
condi¢Bes ambientais, clones persistentes circulando no hospital e diversidade genética capaz de
influenciar outras espécies estafilococicas. Destacamos a diversidade e a complexidade que
permeia a existéncia dessas espécies clinicamente relevantes, seja pela diversidade genética de S.
hominis, pela clonalidade e persisténcia de S. capitis em UTIs, ou pela viruléncia atipica de S.
lugdunensis. E de extrema importancia investirmos no monitoramento desses e outros aspectos que
impactam a ascensdo dessas linhagens no cenério clinico atual.

Palavras-chave: Estafilococos coagulase-negativa, biofilme, relacdo clonal, resisténcia a [-
lactamicos, fator de viruléncia, PFGE, mecA, hemocultura.
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GENERAL ABSTRACT

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) are opportunistic microorganisms characterized by
variable pathogenicity. These microorganisms are associated with a wide range of infections that
often manifest in immunosuppressed patients and patients with implanted medical devices. In
addition, CoNS are important causative agents of late-onset sepsis in preterm infants. Biofilm
production and high antimicrobial resistance are important aspects of the persistence strategy of
these microorganisms. Furthermore, CoNS possess a remarkable potential of acting as reservoirs
of resistance and virulence genes that can be transferred to other species, such as Staphylococcus
aureus. However, the molecular aspects of the epidemiology and pathogenesis of emerging clinical
species such as S. hominis, S. capitis and S. lugdunensis are not well understood despite the evident
evolution of the resistance and virulence profile reported for clinically relevant clones of these
species. Given the above, this study aimed to characterize the genetic virulence profile, biofilm
production, evolution of antimicrobial resistance, and molecular epidemiology of S. capitis, S.
hominis and S. lugdunensis strains isolated from blood cultures collected between 2009 and 2019
and in 2021 at a hospital in the interior of the state of Sdo Paulo. The hospital is characterized by
high population coverage. A total of 141 S. capitis isolates, 177 S. hominis isolates, including 17
(9.6%) characterized as S. hominis subsp. novobiosepticus, and 13 S. lugdunensis isolates were
studied. In the last case, samples collected in 2022 were also included. High rates of methicillin
resistance mediated by the mecA gene were found in S. hominis and S. capitis, reaching 76.8% and
70.2%, respectively. In contrast, the S. lugdunensis isolates were highly susceptible but often
carried virulence genes. Marked genetic diversity was observed in S. hominis, which frequently
carried untypable SCCmec and uncharacterized ccr genes. In addition, a new recently described
element, SCCmec type XIV, was mostly detected in S. hominis subsp. novobiosepticus isolates. On
the other hand, the S. capitis isolates exhibited a more homogeneous profile, with a predominance
of SCCmec type I, type IV, and type V. In addition, persistent clones were distributed across
different hospital units and the ICU, especially the neonatal ICU. Biofilm production was less
prevalent and with the presence of icaADBC operon genes. Furthermore, S. hominis subsp.
novobiosepticus isolates produced biofilm more frequently and were more resistant to methicillin
than S. hominis subsp. hominis. Among the three species, biofilm production was more correlated
with S. capitis, which also formed stronger adherent biofilms than the other species, often
associated with the co-occurrence of SCCmec types Ill and IV. Furthermore, S. capitis isolates
collected from ICUs favored biofilm production in response to hyperosmotic stress, resulting in a
26.5% increase in this rate, similar to what has been described for clonal strains of S. capitis isolated
from neonatal 1ICUs around the world. One or more genes associated with the production of
enterotoxins were detected in 68.6% of the isolates, indicating the enterotoxigenic potential of these
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strains. The results obtained reveal high antimicrobial resistance, biofilm production not correlated
with described genetic determinants but whose expression is influenced by environmental
conditions, persistent clones circulating in the hospital, and genetic diversity capable of influencing
other staphylococcal species. We highlight the diversity and complexity of these clinically relevant
species, whether due to the genetic diversity of S. hominis, the clonality and persistence of S. capitis
in ICUs, or the atypical virulence of S. lugdunensis. It is extremely important that we invest in
monitoring these and other characteristics that affect the rise of these strains in the current clinical
scenario.

Keywords: Coagulase-negative staphylococci, biofilm, clonal relationship, p-lactam resistance,
virulence factor, PFGE, mecA, blood culture.
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1. INTRODUCAO

1.1. A ascenséo patogénica de estafilococos coagulase-negativa

Os estafilococos sd@o cocos Gram-positivos imoveis, ndo formadores de esporos,
anaerobios facultativos e catalase-positivos. Aparecem predominantemente em grupos
semelhantes a cachos de uva e sdo capazes de crescer em meio contendo 10% de cloreto de sodio
[1].

Pautada por diversas reclassificacdes taxonémicas e renomeacdes de espécies, a histdria da
descoberta dos estafilococos teve origem com os primeiros relatos de micro-organismos isolados
de feridas, quando o cirurgido Ogston prop0s pela primeira vez o termo “Staphylococcus” no
final do século X1X [2-4]. Ja as primeiras referéncias as diferentes espécies de “Staphylococcus”
em termos de patogenicidade foram atribuidas a Rosenbach, um cirurgido aleméo, a partir do
estudo de diferentes micro-organismos recuperados de abscessos [5].

Em 1940, Fairbrother propds um esquema simplificado de diferenciacdo para espécies
estafilocdcicas, separando-as em (1) estafilococos coagulase-positiva, quase que exclusivamente
representado por Staphylococcus (S.) aureus, e (2) Estafilococos Coagulase-Negativa (ECN),
com base na producdo da enzima coagulase, cuja funcdo é promover a coagulacdo do plasma e
fluidos ricos em fibrinogénio induzindo a formacgdo de um coagulo nas imediacdes das células
estafilocacicas [6,7].

Além de S. aureus, os estafilococos coagulase-positiva isolados de humanos também
incluem S. argenteus, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. coagulans e S. hyicus,
primordialmente caracterizados como patdégenos animais, embora ja tenham sido associados a
doencas humanas [8].

Por muitas décadas, espécies de ECN tiveram seu potencial patogénico subestimado dentro
da prética clinica diaria, devido a classica e genérica compreensdo da natureza comensal e
raramente virulenta desses micro-organismos. Decerto, ECN sdo eximios colonizadores da
microbiota normal humana e, por consequéncia, contaminantes em potencial para espécimes
clinicas, tal como hemoculturas que, quando positivas para ECN, tém sua interpretacdo
problematizada. Nesses casos, a fronteira entre infeccdo e contaminacdo é frequentemente
nebulosa enquanto tentativas de identificar um ou mais marcadores discriminativos, até agora,
ndo tiveram sucesso [9].

Ainda assim, ECN tém emergido como patégenos oportunistas com notorio impacto na

salde humana, de forma adjacente a recente evolugcdo da medicina moderna, a qual tem
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favorecido importantes mudancas demograficas — como o aumento do nimero de pacientes
vulneraveis, a pratica de terapias imunomoduladoras ou imunossupressoras e, principalmente, o
uso crescente de dispositivos médicos implantaveis (DMIs) — como dispositivos de acesso
venoso central, substituicdes totais de articulagbes e enxertos vasculares [4,9]. E sabido que
algumas espécies de ECN estdo associadas a uma ampla gama de infecgdes, que frequentemente
se manifestam em pacientes com imunossupressdo, com DMIs ou nagqueles com comorbidades
relevantes, incluindo diabetes mellitus ou insuficiéncia renal [10]. Outro grupo particularmente
vulneravel inclui recém-nascidos e prematuros, acometidos por taxas de morbidade e mortalidade
decorrentes, sobretudo, de quadros de sepse neonatal tardia, nos quais algumas espécies de ECN
se destacam entre os principais agentes causais, atuando em 30% a 50% dessas infeccoes,
especialmente em unidades de terapia intensiva neonatal (UTIN) [9,11,12].

O perfil causal dessas infeccBes, embora ainda pouco esclarecido, se da através de fatores
de viruléncia que, em condi¢des especificas, atuam viabilizando a patogenicidade bacteriana
[13]. Do ponto de vista terapéutico, ECN passam a representar uma ameaca, principalmente
devido a producdo de biofilme e a multirresisténcia antimicrobiana, que compdem pilares
centrais da estratégia patogénica desses micro-organismos. Infec¢bes sanguineas por ECN
associadas a insercdo de dispositivos médicos na corrente sanguinea estdo fortemente
relacionadas a capacidade de certas linhagens formarem biofilme [14]. Um estudo multicéntrico
realizado em nove paises da América Latina evidenciou taxas elevadas de infeccdo da corrente
sanguinea relacionadas a cateteres, semelhantes ao descrito para paises economicamente
limitados da Asia e Oriente Médio, com espécies de ECN representando a maioria dos isolados,
com 75% de resisténcia a oxacilina [15]. Proporcbes semelhantes sdo reforgadas por outros
estudos conduzidos em regides geograficas distintas [16-18].

Algumas linhagens de ECN ainda tém sido descritas como detentoras de um extenso
repertério de genes codificadores de fatores de adesdo, hemolisinas, exoenzimas e
superantigenos, ao passo que as altas taxas de resisténcia antimicrobiana entre espécies de ECN
superam a resisténcia a oxacilina reportada para S. aureus [19,20]. Com efeito, o perfil genético
de viruléncia e resisténcia dessas espécies ndo so desafia e limita as opgdes terapéuticas por si
s0, como também parecem favorecer, indiretamente, o perfil patogénico de outras especies
estafilocdcicas. Afinal, ECN atuam como importantes reservatorios geneticos, capazes de
compartilhar genes, contribuindo com o aumento da resisténcia antimicrobiana e do potencial

patogénico em espécies mais significativas do ponto de vista médico, como S. aureus [4].
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CONCLUSOES

¢ S. lugdunensis foram mais frequentemente isolados da UTI neonatal, engquanto
amostras de S. hominis foram mais correlacionadas ao setor de Pediatria. Ja em relacdo
as subespécies de S. hominis, S. hominis subsp. hominis foi mais recorrente em
pacientes adultos e pediatricos, em contrapartida, S. hominis subsp. novobiosepticus

foi mais encontrado em idosos;

++ Taxas elevadas de resisténcia a meticilina mediada pelo gene mecA foram encontradas
em S. hominis e S. capitis, particularmente em isolados provenientes de UTIs neonatais
e pediatricas. A taxa de deteccdo do gene mecA foi mais frequente em isolados de S.
hominis subsp. novobiosepticus do que em S. hominis subsp. hominis. Ja isolados de

S. lugdunensis se mostraram altamente suscetiveis, sem deteccdo do gene mecA;

+ O fendtipo de resisténcia a cefoxitina e/ou oxacilina foi encontrado em amostras mecA
negativas. Ademais, o perfil fenotipico de resisténcia aos discos de cefoxitina e/ou
oxacilina foi inferior a taxa de deteccdo do gene mecA em ambas as espécies
resistentes, com destaque para S. hominis, a qual apresentou mais resultados
inconsistentes entre os testes fenotipicos e genotipicos de resisténcia, evidenciando o
desempenho desigual entre os dois métodos, podendo induzir a falhas no tratamento

em laboratorios clinicos que so6 utilizam testes fenotipicos;

% Foi evidenciada resisténcia a sulfametoxazol/trimetoprim apenas em S. hominis,
majoritariamente resistentes a meticilina, sem deteccédo de resisténcia a linezolida em

nenhuma das espécies;

% A deteccdo dos genes de hemolisinas o e 6 e dos genes seb, sed e see associados a
producdo de enterotoxinas, foi verificada em poucos isolados das trés espécies
estudadas, enquanto o gene tst ndo foi encontrado. A prevaléncia do gene sec também
foi reduzida, e os genes codificadores de fatores de viruléncia mais comumente
encontrados foram seg, seh e sea, revelando o potencial enterotoxigénico desses
isolados. Ademais, em S. hominis o perfil de genes de enterotoxinas foi

predominantemente seg & sea enquanto nas demais espécies foi seg & sei;
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Isolados de S. lugdunensis se revelaram, frequentemente, carreadores de genes
codificadores de hemolisinas e proteinas associadas ao perfil de viruléncia dessa

espécie;

Foi constatada baixa prevaléncia de deteccdo de um ou mais genes do operon
icaADBC, que foi mais comumente encontrado em S. capitis, com predominancia dos

genes icaA e IcaD, isolados ou em combinagéo;

A producéo de biofilme foi pouco prevalente, porém mais frequente em S. capitis que
também produziram biofilmes mais forte aderentes do que nas demais espécies, porem
sem correlacdo com a presenca de genes do operon icaADBC. A producéo de biofilme
em S. capitis ainda foi consideravelmente favorecida por condicbes hiperosmoticas,
enquando Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus foram significativamente

mais produtores de biofilme do que S. hominis subsp. hominis;

A grande maioria dos isolados de S. lugdunensis se mostraram clonais, agrupando em
clusters diversos em temos de origem e ano de coleta, com destaque para um clone
maior, persistente por seis anos, porém sem determinantes genéticos cabiveis de
explicarem tal persisténcia, sugerindo a distribuicdo de linhagens geneticamente

correlacionadas, devido ao genoma altamente conservado dessa espécie;

Cepas de S. hominis se mostraram geneticamente mais diversas, com SCCmec
frequentemente ndo tipados e variados, além de um novo tipo SCCmec recém descrito,

indicando alta diversidade de S. hominis dentro do hospital;

Amostras de S. capitis apresentaram perfil mais homogéneo, com predominancia de
SCCmec tipo Il1, tipo IV e tipo V, e evidéncia de diferentes clones dispersos no
hospital, com linhagens persistentes por varios anos, com destaque para a UTI

neonatal;

SCCmec multiplos foram detectados apenas em S. capitis, com o perfil SCCmec 1l &
IV sendo 0 mais encontrado na espécie, em isolados do ano de 2021, possivelmente

clonais;

Isolados carreadores de SCCmec tipo 11 e tipo 1V, separados ou em conjunto (SCCmec
Il & 1V) foram, mais frequentemente, produtores de biofilme, principalmente forte

aderente.
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