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RESUMO

Infecgdes causadas por Staphylococcus aureus representam um dos principais
problemas de satde publica, com elevadas taxas de morbidade e mortalidade
principalmente entre individuos com deficiéncia de sistema imunoldgico como os
diabéticos, em especial aqueles que fazem uso didrio de insulina. Além da alta
patogenicidade e facilidade de aquisi¢@o de resisténcia aos antimicrobianos, o patdogeno
tem grande habilidade de colonizar individuos de forma assintomatica, favorecendo sua
disseminagdo e tornando esses individuos fonte de risco para infecgdes. O estudo teve
como objetivo analisar a prevaléncia e fatores de risco para o carreamento nasal e
orofaringeo, bem como caracterizar o perfil de resisténcia, viruléncia e tipagem
molecular de S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) isolados de individuos diabéticos insulino-dependentes do municipio de
Botucatu, SP. S. aureus foram obtidos da nasofaringe e orofaringe de 312 individuos
diabéticos insulino-dependentes da comunidade e analisados quanto a presenga 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 (#s¢), leucocidina Panton—Valentine (pv[), hemolisinas
alfa (hla) e delta (hld) e biofilme (operon icaADBC) através da técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e a tipagem do SCCmec através de PCRmultiplex. O perfil
de sensibilidade a oxacilina, cefoxitina, linezolida, quinupristina/dalfopristina e
sulfametoxazol/trimetoprim foi realizada pelo método do disco-difusdo e a concentragao
inibitéria minima (CIM) de vancomicina foi determinada pelo método do E-test. A
tipagem molecular dos isolados foi identificado através da técnica de PFGE (Pulsed
Field Gel Electrophoresis) e pela técnica de MLST (Multilocus Sequence Typing). Para
analise dos fatores de risco foi aplicado um questionario contendo dados demogréaficos e
clinicos que posteriormente foram analisados por modelo de regressao logistica para
determinar fatores de risco associados ao carreamento de S. aureuse MRSA. A
prevaléncia de coloniza¢do global de S. aureus e MRSA foi de 30,4% e 4,8%,
respectivamente. Dos 112 isolados de S. aureus, 15 tinham o gene mecA, sendo que 10
carreavam o SCCmec do tipo IV, trés carreavam o SCCmec do tipo I e dois isolados

carreavam o SCCmec do tipo II. Dos 15 isolados resistentes (MRSA), sete apresentaram



sensibilidade a oxacilina e quatro apresentaram sensibilidade a cefoxitina pelo método
de disco-difusdo. Nenhum dos isolados de S. aureus apresentou resisténcia a linezolida,
quinupristina/dalfopristina e vancomicina, enquanto que um isolado de MSSA,
apresentou resisténcia a sulfametoxazol/trimetoprim. A analise dos fatores de risco para
carreamento de S. aureus revelou associacdo negativa com idade e doenca pulmonar,
enquanto que Ulcera de membros inferiores foi fator de risco. Para carreamento de
MRSA apenas o sexo masculino foi associado significativamente como fator de risco na
analise multivariada. Quanto a andlise do perfil de viruléncia notou-se alto potencial
patogénico tanto de isolados de MSSA quanto de MRSA, com maior prevaléncia de
genes relacionados a producdo de biofilme (genes icaA e icaD), enterotoxina A (gene
sea) e as hemolisinas alfa (gene //a) e delta (gene Ald). Nao foram encontrados isolados
carreando os genes da esfoliatina B e pvl. A tipagem molecular demonstrou a formagao
de clusters entre isolados MRSA de pacientes diferentes com presenga de STS e ST8.
Entre os MRSA e MSSA foram identificados isolados carreando o ST398, sugerindo
disseminagdo dessa linhagem entre a populacdo do estudo. Nossos achados reforcam a
importancia de estudos epidemiologicos de colonizagdo, principalmente em populagdes
de risco aumentado para infec¢des, como ¢ o caso dos diabéticos, uma vez que além da
alta prevaléncia de MRSA, notou-se também isolados sensiveis virulentos colonizando
a mucosa nasal e garganta desses individuos, fato que pode contribuir para transmissao,

aumento do risco de infecgdes graves e dificuldade no tratamento.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, resisténcia, viruléncia, diabetes mellitus, perfil

clonal, PFGE, MLST.



ABSTRACT

Infections caused by Staphylococcus aureus is a major public health problem and
infections with this microorganism are associated with high morbidity and mortality
rates, especially among individuals with immune deficiency disorders such as diabetes
and particularly those who take insulin daily. In addition to its high pathogenicity and
ability to acquire antimicrobial resistance, asymptomatic infection with this pathogen is
common, favoring its dissemination and rendering these individuals a source of
infection. The objective of this study was to analyze the prevalence and risk factors for
nasal and oropharyngeal carriage, as well as to characterize the resistance profile,
virulence, clonal profile and sequence type of methicillin-susceptible (MSSA) and
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) isolated from insulin-dependent diabetic
individuals in the city of Botucatu, SP, Brazil. Staphylococcus aureus was collected
from the nasopharynx and oropharynx of 312 community insulin-dependent diabetic
individuals. The isolates were analyzed for the presence of the mecA, enterotoxin (sea,
seb and sec-1), exfoliatin A and B (efa and etb), toxic shock syndrome toxin 1 (s7),
Panton-Valentine leukocidin (pv/), alpha and delta hemolysin (#/a and hld), and biofilm
(icaADBC operon) genes by the polymerase chain reaction (PCR). SCCmec typing was
performed by multiplex PCR. The susceptibility profile against oxacillin, cefoxitin,
linezolid, quinupristin/dalfopristin and sulfamethoxazole/trimethoprim was evaluated by
the disc diffusion method, and the minimum inhibitory concentration (MIC) for
vancomycin was determined by the E-test.The clonal profile of the isolates was
characterized by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence
typing (MLST) was used to obtain the sequence types of the isolates.The risk factors
associated with S. aureus and MRSA carriage were determined by applying a
questionnaire containing demographic and clinical data and subsequent logistic
regression analysis.The overall prevalence of colonization with S. aureus and MRSA
were 31.45% and 4.81%, respectively. Fifteen of the 112 S. aureus isolates carried the
mecA gene; SCCmectype IV was identified in 10 isolates, SCCmec type I in three, and
SCCmec type Il in two. Among the 15 resistant isolates (MRSA), seven were
susceptible to oxacillin and four to cefoxitin by the disc diffusion method. None of the

S. aureus isolates was resistant to linezolid, quinupristin/dalfopristin or vancomycin,



whereas one MSSA isolate was resistant to sulfamethoxazole/trimethoprim. The
analysis of risk factors revealed a negative association with age and lung disease, while
leg ulcers were a risk factor for S. aureus. For MRSA, only male gender was
significantly associated as a risk factor in multivariate analysis. Evaluation of the
virulence profile showed a high pathogenic potential of both MSSA and MRSA isolates,
with a higher prevalence of biofilm production (icaA and icaD), enterotoxin A (sea),
and alpha and delta hemolysin (hla and hld) genes. None of the isolates carried the
exfoliatin B or pvl gene. Clonal profile analysis demonstrated the formation of clusters
among MRSA isolates from different patients, with the identification of ST5 and STS.
Isolates carrying ST398 were identified among MSSA and MRSA, suggesting
dissemination of this lineage in the population studied. Our findings reinforce the
importance of epidemiological studies of S. aureus colonization, especially in
populations at high risk of infections such as diabetics. In addition to the high
prevalence of MRSA, virulent susceptible isolates were found colonizing the nasal
mucosa and throat of these individuals, a fact that may contribute to transmission,

increase the risk of severe infections, and compromise treatment.

Key-words: Staphylococcus aureus, resistance, virulence, diabetes mellitus, clonal

profile, PFGE, MLST
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1. Introducao

Staphylococcus aureus ¢ reconhecidamente um importante patégeno relacionado
tanto a infecgdes hospitalares quanto comunitarias, com elevada taxa de morbidade e
mortalidade, representando um dos maiores problemas clinicos e epidemioldgicos em
infeccdes relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS).'?

As infec¢des por S. aureus atingem desde tecidos superficiais até os mais
profundos quando penetram pelas barreiras naturais, podendo estar associados a doenca
de pele e tecidos moles, ou as infeccdes sistémicas graves como endocardites,
pneumonia, meningite, sindrome do choque toxico e sepse que podem levar a morte.>>

O fato de o patogeno ser tdo bem-sucedido em sua disseminacdo e
patogenicidade estd relacionado com numerosos fatores de viruléncia expressos pela
bactéria, os quais possibilitam a adesdo a superficie, danos celulares, ou evasdao do
sistema imune somados a uma grande habilidade de adaptacdo e desenvolvimento de
resisténcia a antimicrobianos.>%

A adesdo as superficies celulares ¢ realizada através de diversas adesinas,
proteinas ancoradas a parede celular, denominadas MSCRAMMSs (Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) que reconhecem componentes da
matriz extracelular e do plasma sanguineo do hospedeiro incluindo fibrinogénio,
fibronectina, fibroblasto e coldgeno.””® Além disso, S. aureus expressa um grande
numero de enzimas como nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e colagenase, as
quais convertem o tecido hospedeiro local em nutrientes para o crescimento bacteriano.’

Dentre os diversos fatores de viruléncia produzidos por S. aureus, destacam-se
as toxinas estafilococicas, as quais podem ser subdivididas em agentes com atividade
citolitica como as hemolisinas (alfa, beta, gama, delta) e a leucocidina de Panton-
Valentine (PVL) que promovem a abertura de poros na membrana plasmatica das

10-126 35 exotoxinas com

células, causando vazamento do conteudo celular e lise
propriedade de superantigeno, que incluem a toxina da Sindrome do Choque Toéxico
(TSST-1), as enterotoxinas estafilococicas (SEs) que sdo associadas a quadros de
intoxica¢do alimentar, denominadas de A-E, G-I, R, S e T e as toxinas esfoliativas
(ETs) denominadas A e B, ligadas a Sindrome da Pele Escaldada.'*!*

Outro determinante de viruléncia importante ¢ sua capacidade de produzir um

polissacarideo extracelular (biofilme) que possibilita a aderéncia da bactéria sobre

superficies plasticas e lisas, como cateteres, valvulas cardiacas, marcapassos e proteses



articulares. A producao desse polissacarideo denominado “Polysaccharide Intercelular
Adhesin” (PIA), ¢ mediada por genes organizados em uma estrutura operon denominada
“intercelular adhesion” (icaADBC). O biofilme confere protecdo contra os mecanismos
de defesa do hospedeiro e agentes antimicrobianos'®!"’

Na década de 1940, a penicilina foi introduzida no tratamento para as infecgdes
causadas por S. aureus. Entretanto, 20 anos depois, 80% dos isolados eram resistentes a
droga, por a¢do das B-lactamases que inativam a penicilina pela ruptura do anel B-
lactamico.!°Foi entdo introduzida a meticilina, primeira penicilina semissintética que
nao era susceptivel a agdo das B-lactamases, ¢ apenas um ano depois, a primeira cepa
resistente, denominada Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), foi
isoladano Reino Unido. Desde entdo isolados MRSA tornaram-se uma das principais
causas de infecgdes hospitalares em todo mundo?.

A resisténcia a meticilina ¢ determinada pelo gene mecA, localizado em um
complexo genético modvel chamado Staphylococcal Cassette Chromosome mec
(SCCmec). Esse gene (mecA) codifica para modificagdes no receptor do B-lactamico,
estimulando a produ¢ao de uma proteina ligadora de penicilina (PBP 2a ou PBP 2°) com
baixa afinidade pelo antibiotico, resultando em resisténcia.>*??As PBP’s estio
envolvidas na sintese da parede celular e muitos antimicrobianos atuam nessas
proteinas, inativando a sintese completa da parede celular e consequentemente
ocasionando a morte da bactéria.>>**

Até o momento, foram descritos treze tipos de SCCmec para S. aureus, com base
na combinacao de dois complexos: o complexo ccr composto por trés genes (ccrA, ccrB
e ccrC) e o complexo mec que possui 6 classes (classe A, B, C1, C2, D e classe E).?>%

Uma propriedade fundamental de S. aureus ¢ sua habilidade de colonizar
pessoas saudaveis de forma assintomatica. As narinas anteriores sao consideradas o sitio
de colonizagdo primaria de S. aureus, sendo encontrados em aproximadamente 30% dos
individuos®®. Esses individuos apresentam um maior risco de desenvolver infecgdes pela
bactéria e sdo uma importante fonte de dissemina¢do do patdgeno, particularmente
devido a um aumento da prevaléncia de MRSA .?7?8

Nos anos de 2001 e 2002, prevaléncia de carreamento nasal de 32,4% de S.
aureus ¢ 0,8% de MRSA foram encontradas em individuos com idade acima de um ano,

em inquérito norte-americano de base populacional, National Health and Nutrition

Examination Survey (NHANES), utilizando uma amostra representativa da populagao



civil ndo institucionalizada dos Estados Unidos.?**° Resultados similares foram obtidos
em estudo também de base populacional realizado no Brasil, na cidade de Botucatu, SP,
com prevaléncia de 32,7% de S. aureus e 0,9% de MRSA 3!

Além das narinas, estudos revelam a presencga de S. aureus no trato respiratdrio
superior, como a faringe e as amigdalas. > Em estudos conduzidos por Partida et al*?, a
colonizacdo da garganta ocorreu com maior frequéncia do que a coloniza¢do das
narinas. Esse fato pode prejudicar o controle da disseminacdo de S. aureus, uma vez
que, a colonizagdo da garganta pode escapar da triagem de rotina.

Estudos demonstram através da tipagem de S. aureus de sitios infectados que na
maioria das vezes, o isolado clinico ¢ 0 mesmo observado previamente na cultura das
narinas, demonstrando que S. aureus na mucosa nasal serve de reservatdrio para
colonizacdo em outros sitios.>?

E reconhecido que pessoas que frequentemente usam agulhas, como para
administracdo de insulina ou uso de drogas apresentam taxas maiores que outros
individuos, variando de 24,1% a 76,4% e média de 56,4%.?°Estudos demonstram que a
taxa de colonizacao nasal por S. aureus ¢ maior em pacientes diabéticos do que em nao
diabéticos?®, e que o diabetes mellitus é um importante fator de risco para a colonizagio
e infecgdo por MRSA.

Infec¢des em individuos diabéticos sdo reconhecidas como causas frequentes de
morbidade e mortalidade.****Segundo a Federacao Internacional do Diabetes, no ano de
2017 a prevaléncia global de portadores de diabetes Melittus foi estimada em 374
milhdes de pessoas, equivalendo a 7,7% da populagdo mundial, com idades entre 18 e
99 anos. Ainda em 2017, aproximadamente 5 milhdes de mortes foram atribuidas ao
diabetes e suas complicagdes entre pessoas de 20 a 99 anos.*® No Brasil, segundo dados
do Ministério da Saude, estima-se que existam cerca de 11 milhdes de portadores de

diabetes, sendo que 7,5 milhdes ja sabem que tem a doenca.’’

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) acomete aproximadamente de 5-10% da
populagdo de diabéticos. Sua incidéncia varia de acordo com a geografia, sendo mais
prevalente em alguns paises europeus. No Brasil, a incidéncia ¢ de sete pacientes a cada
100.000 habitantes. Os sintomas do diabetes mellitus tipo 1 surgem geralmente na
infancia e adolescéncia com o ataque do sistema imunoldgico sobre as células beta do
pancreas, fazendo com que pouco ou nenhuma insulina seja liberada, tornando os

pacientes dependentes de insulinoterapia por toda a vida.>®37



Ja a Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) ocorre com maior frequencia em pessoas
obesas com mais de 40 anos de idade embora na atualidade esteja sendo verificada com
maior frequéncia em jovens, em virtude de maus habitos alimentares, sedentarismo e
stress. Neste tipo da doenca encontra-se a presenca de insulina, porém sua acdo ¢
dificultada pela obesidade, o que ¢ conhecido como resisténcia insulinica, uma das
causas de hiperglicemia. Por ser pouco sintomatico, o diabetes, na maioria das vezes,
permanece por muitos anos sem diagndstico e sem tratamento o que favorece a
ocorréncia de suas complicacdes. Pessoas com diabetes tipo 2, muitas vezes pode
gerenciar inicialmente sua condicao através de exercicios e dieta. No entanto, ao longo
do tempo a maioria das pessoas vai exigir drogas orais ou insulina®®>’

Pacientes diabéticos sdo mais susceptiveis as infecgdes persistentes,
principalmente infecgdes de pele como as causadas por S. aureus, devido ao aumento
dos niveis de glicose sanguinea e supressao da resposta imune. Além disso, ¢ muito
comum nesses pacientes, o surgimento de feridas de cicatrizagdo lenta devido a
presenca de neuropatias e diminuicdo do fluxo sanguineo nas extremidades do corpo.*®

Vérios estudos documentaram um risco aumentado de infec¢des de pele e

membranas mucosas de pacientes com diabetes®**

, embora estes estudos possam ser
criticados por causa da selecdo ndo controlada dos pacientes. Para evitar o viés de
selecdo e de confundimento, Muller et al*® realizaram um estudo de coorte prospectivo
com acompanhamento dos pacientes por um periodo de 12 meses, incluindo 705
pacientes adultos que tinham DM1 e 6.712 pacientes adultos que apresentavam DM?2
com 18.911 pacientes controle que tinham hipertensdo sem diabetes. Os resultados
mostraram que ambos os pacientes com DMI1 e aqueles com DM2 apresentavam maior
risco para infecgdes bacterianas de pele, sendo que pacientes com DM tinham um risco
maior de recorréncia. O maior risco no grupo DMI1 pode ser explicado por uma
frequéncia maior de carreadores de S. aureus encontrada em diabéticos insulino-
dependentes. Muller et al** também verificaram que pacientes com DM1 e DM2

apresentaram maior risco de infeccdo do trato respiratério inferior, infeccao do trato

urinario e de membranas mucosas.

Taxas de colonizacdo por S. aureus foram maiores em diabéticos tratados com
insulina do que os pacientes nio diabéticos em estudos de Smith et al** (54 vs 34%,
RR= 1.6, p<0,05), Tuazén et al®® (23 vs 4%, RR= 6.3, p<0,05) e Chandler e
Chandler**(53 vs 17%, RR= 3.2, p<0,05). Dados de outros estudos da prevaléncia de S.
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aureus ¢ MRSA em pacientes diabéticos podem ser verificados na Tabela 1 e Tabela 2,
respectivamente.

Tabela 1. Prevaléncia de colonizagao por S. aureus em pacientes com Diabetes melittus

(DM) em diferentes estudos.

Autores Local do estudo Ano Prevaléncia de S. aureus em
DM (%)
Lipsky et al*® Seattle (EUA) 1987 30,5
Boyko et al*’ Seattle (EUA) 1889 34,1
Ahluwalia et al*® india 2000 56,6
Grahamet al’’  New York (EUA) 2006 30,2
Tamer et al’>? Turquia 2006 35,3
Kutlu et al*3 Turquia 2012 41,9

Alizargar et al*’ Iran 2013 42,5

Fonte: Alizargar et al*’

Tabela 2. Prevaléncia de colonizagdo por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) em

pacientes com Diabetes melittus (DM) em diferentes estudos.

Autores Local do estudo Ano Prevaléncia de MRSA em
DM (%)
Hidron et al>* Atlanta (EUA) 2005 10,2
Duran et al> Turquia 2006 0
Grahamet al’’®  New York (EUA) 2006 2,4
Baykan et al>® Turquia 2009 3,8
Kutlu et al*? Turquia 2012 9,9

Alizargar et al*’ Iran 2013 24,7

Fonte: Alizargar et al*’

As caracteristicas associadas a colonizag@o por S. aureus nao sdo bem definidas.
Algumas evidéncias sugerem que hospitalizagdo recente pode aumentar a incidéncia de
colonizagio nasal por S aureus.*Outro fator potencialmente associado com
colonizagao por S. aureus ¢ o uso repetido de injegdes com agulhas para a terapia com

insulina. No entanto, alguns estudos sugerem que este ndo é o caso.*% 4357
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Estudo realizado por Alizargar et al*’encontrou somente a terapia com insulina
como fator de risco significativo para colonizacdo por MRSA (p < 0.05), sendo que de

191 pacientes com a terapia com insulina, 95 (49,7%) estavam colonizados com MRSA.

Berman et al®’

em estudo para determinagdo da taxa de colonizacdo por S.
aureus ¢ MRSA em usudrios de droga intravenosa (IV), ndo usuarios de droga IV,
individuos submetidos a didlise e diabéticos verificaram que esses grupos apresentaram
a mesma taxa de colonizacao por S. aureus encontrada em nao usudarios de droga IV e
estudantes de medicina. Entretanto, MRSA foram isolados de 40 (29,2%) de 137
usuarios de droga 1V, 7(5,6%) de 124 nao usuarios de drogas IV, 5(22,7%) de 22
pacientes em didlise, 6 (18,2%) de 33 diabéticos e 3 (5,2%) de 58 estudantes de

medicina. A diferenca na colonizacdo por MRSA entre usuarios de droga IV e nao

usudrios foi altamente significativa (p<0,01).

Pacientes diabéticos insulino-dependentes e pacientes em dialise também
exibiram taxas maiores de colonizacdo com MRSA do que ndo usudrios de droga IV.
Segundo os autores estes resultados sugerem que o uso de agulhas ndo ¢ um fator de
risco para aquisicao de S. aureus, e a alta taxa de MRSA entre usuérios de droga IV ja
era esperada por causa das altas taxas de infecgdes por MRSA, adquiridas na
comunidade, entre os usuarios de droga IV recebidos no hospital de estudo, enquanto
nos pacientes em didlise e nos diabéticos ¢ possivel que esses pacientes fossem tratados

com antibidticos mais frequentemente que a populacio geral.”’

Em um estudo realizado por Onanuga & Temedie et al’®, a multipla resisténcia
em isolados de narinas anteriores de pacientes diabéticos foi de 52,5% e, em estudo de
Kutlu et al’® realizado em 2012, essa prevaléncia foi de 40% em diabéticos
ambulatoriais. A alta resisténcia aos antimicrobianos em MRSA isolados de pacientes
diabéticos também foi verificada por Alizargar et al*’ em estudo realizado no Ird, com
taxa de resisténcia a eritromicina, ciprofloxacina, claritromicina de 81,9%, 71,3% e
65,5% e taxa de multiresiténcia de 59%. Duas amostras de Staphylococcus aureus
resistentes & vancomicina (VRSA) foram isoladas nesse estudo*’. Outro VRSA isolado
de paciente diabético também foi isolado no Ird em 2012°° e em 9 dos 13 isolados de
VRSA relatados desde 2002 nos Estados Unidos.®“®'Esses resultados evidenciam a
importancia de outros estudos para a pesquisa de resisténcia a vancomicina em S.

aureus isolados de diabéticos.
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2. Justificativa

Os fatores associados com maior colonizag¢do nasal e orofaringea por S. aureus
em pacientes diabéticos ndo sao claros, e em todos os estudos os individuos diabéticos
foram selecionados a partir de populagdes de pacientes que procuram cuidados médicos
em hospitais ou ambulatérios e provavelmente tinham diabetes mais graves, mais
relacionadas com complicagdes ou outras comorbidades que podem aumentar a
colonizagao por S. aureus. Além disso, nenhum estudo estabeleceu claramente quais os
fatores que podem estar associados com a colonizagdo por S. aureus ¢ MRSA em
individuos diabéticos. Assim, esse estudo propde uma maior investigagdo sobre a
epidemiologia de S. aureus ¢ MRSA em individuos diabéticos insulina-dependentes
encontrados na comunidade, para determinagdo da prevaléncia nasal e oral desses

microrganismos e os fatores de risco para colonizagao.
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3. Objetivos
3.1 Objetivos gerais

e Determinar a prevaléncia e fatores de risco para carreamento nasal e oral de
Staphylococcus aureus e MRSA em individuos diabéticos insulino-dependentes

da comunidade de Botucatu, SP.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar Staphylococcus aureus provenientes de mucosa nasal e oral
de individuos diabéticos insulino-dependentes.

e Determinar a suscetibilidade in vitro a meticilina (oxacilina) e caracterizar o
cassete cromossomico estafilococcicomec (SCCmec) nos isolados resistentes.

e Detectar os fatores de viruléncia relacionados a colonizagdo e patogénese em
pacientes diabéticos.

e Determinar o perfil de resisténcia de S. aureus a antimicrobianos.

e Determinar a relagdo clonal entre os isolados de S. aureus e MRSA.

e Identificar fatores demograficos e comportamentais associados ao carreamento

de S. aureus e MRSA.
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5. Apresentacao da tese
Os resultados e a discussdao dos dados obtidos encontram-se apresentados na forma de

artigos cientificos.

5.1 Artigo cientifico I: PREVALENCIA E FATORES DE RISCO PARA O
CARREAMENTO NASAL E OROFARINGEO DE Staphylococcus aureus EM
INDIVIDUOS DIABETICOS INSULINO-DEPENDENTES.

Artigo escrito segundo as normas do Periodico: Scientific Reports (Fator de impacto:

4,122).

5.2 Artigo cientifico II: DETERMINACAO DO PERFIL PATOGENICO DE
Staphylococcus — aureus RESISTENTES E  SENSIVEIS A  METICILINA
PROVENIENTES DA MUCOSA NASAL E OROFARINGEA DE INDIVIDUOS
DIABETICOS INSULINO-DEPENDENTES.

Artigo escrito segundo as normas do Periddico: Future Microbiology (Fator de impacto:

3,190).
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Resumo

Diabéticos insulino-dependentes sdo grupo de risco para infeccdes como as
causadas por Staphylococcus aureus. O estudo teve como objetivos determinar a
prevaléncia e fatores de risco de carreamento nasal e orofaringeo de S. aureus e MRSA
em diabéticos insulino-dependentes de Botucatu-SP, Brasil, bem como avaliar o perfil
de suscetibilidade, deteccdo do gene mecA, tipagem do SCCmec e tipagem molecular
através de PFGE e MLST a partir de swab nasal e orofaringeo de 312 individuos. A
prevaléncia de S. aureus e MRSA foi de 30,4% e 4,8%, respectivamente, com
prevaléncia de SCCmec tipo IV entre os isolados, embora alguns apresentassem
SCCmec tipo 1 e 1I. Foi possivel detectar clones entre os isolados de MRSA e MSSA
nessa populagdo, além da detecg¢@o de uma importante linhagem clonal (ST398) entre os
isolados resistentes e sensiveis. A idade e a doenca pulmonar foram associadas
negativamente ao carreamento de S. aureus, enquanto que ulcera de membros inferiores
foi fator de risco para o carreamento de S. aureus. Para MRSA apenas o sexo masculino
foi associado como fator de risco. Esses dados sugerem que existe alta disseminacao de
MRSA entre a populacdo de diabéticos insulino-dependentes estudada, além da

emergéncia de linhagens importantes entre esses individuos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA), S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA), diabetes mellitus, resisténcia, tipagem molecular,

PFGE, MLST.
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Abstract

Individuals with insulin-dependent diabetes are a risk group for infections
caused by Staphylococcus aureus. The objective of this study was to determine the
prevalence and risk factors for nasal and oropharyngeal carriage of S. aureus and
MRSA in insulin-dependent diabetic individuals from Botucatu, Sdo Paulo, Brazil.
Additionally, susceptibility profiling, detection of the mecA gene, SCCmec typing and
molecular typing by PFGE and MLST were performed in nasal and oropharyngeal
swabs of 312 subjects. The prevalence of S. aureus and MRSA was 30.4% and 4.8%,
respectively. SCCmec type IV was the predominant type among isolates, although some
carried SCCmec types 1 and II. MRSA and MSSA clones were detected among the
isolates of this population. In addition, an important clonal lineage (ST398) was
identified among resistant and susceptible isolates. Age and lung disease were
negatively associated with S. aureus carriage, while lower-extremity ulcers were a risk
factor for S. aureus carriage. For MRSA, only male gender was a risk factor. These data
suggest widespread dissemination of MRSA in the insulin-dependent diabetic
population studied, as well as the emergence of important lineages among these

individuals.

Keywords: methicillin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA), methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA), diabetes mellitus, resistance, molecular

typing, PFGE, MLST
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Introducio

O diabetes mellitus ¢ uma doenca cronica progressiva caracterizada por elevados
niveis de glicose sanguinea e estd entre as doengas mais prevalentes nas sociedades
modernas, na maioria das vezes com tratamento inadequado ou ausente.!Estima-se que
mais de 370 milhdes de pessoas no mundo sejam portadoras de diabetes, com mais de 5

milhdes de mortes atribuidas a doenca e suas complica¢des em 2017.%

Sabe-se que individuos diabéticos sdo mais susceptiveis a infec¢oes devido ao
aumento dos niveis de glicose sanguinea e a supressdo da resposta imune, bem como de
presenca de neuropatia e reducdo do fluxo sanguineo nas extremidades o que gera
frequentemente feridas de cicatrizagao lenta aumentando o risco de amputacdes e

morte.*

S. aureus estdo entre os principais patogenos causadores de infeccdes em
individuos diabéticos, sendo que as infecgcdes causadas por S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) estdo associadas a uma maior taxa de mortalidade em comparacao

com infecg¢des por S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA).®

Estudos sugerem que a colonizagao nasal por S. aureus e MRSA aumenta o risco
de desenvolvimento de infecgdes, e que o uso de insulina ¢ fator de risco para
coloniza¢do por MRSA em individuos diabéticos’, porém pouco se sabe sobre o papel

da colonizagao da garganta nessa populacao.

Considerando o seu impacto sobre a saide de individuos diabéticos, um maior
entendimento sobre epidemiologia e fatores de risco atribuidos a colonizag¢do por S.

aureus € MRSA se faz necessaria.

O objetivo do estudo foi determinar a prevaléncia e fatores de risco para
colonizagdo nasal e orofaringea por S. aureus ¢ MRSA em individuos diabéticos
insulino-dependentes, bem como o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos
isolados, deteccdo do gene mecA, tipagem do SCCmec, determinagdo do perfil clonal e

tipagem molecular por MLST.
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Resultados

Prevaléncia de carreamento de S. aureus e MRSA

Dos 312 individuos incluidos no estudo, 95 eram colonizados com S. aureus,
sendo 15 deles colonizados com MRSA em pelo menos um dos sitios de coleta. A
prevaléncia global de S. aureus foi de 30,4% (IC95% = 25,6%-35,8%) e a de MRSA foi
de 4,8% (IC95% = 2,9%-7,8%). Quanto ao sitio de coleta de S. aureus, obteve-se
isolamento exclusivamente nasal em 44 (14,1%), exclusivamente orofaringeo em 34
(10,9%) e ambos os sitios em 17 (5,4%) individuos. A analise de MRSA demonstrou
que dos 15 individuos colonizados, sete eram exclusivamente nasais e seis
exclusivamente orofaringeos. Interessante mencionar que um dos individuos estudados

apresentou MSSA na mucosa oral e MRSA na mucosa nasal (Figura 1).

Mucosanasal ‘
N” total de 41 mdl“;t‘:::s
individuos =312 *;If;;;i;z i
- T N ; Mucosa nasalforal
95 individuos i
: / 17 individuos
colomzados | - o "
5 qurens =30 4% ‘ *»;I\TIEE:;HAS;D ’3"; ‘
YIRS = 4,85 =
N de MRSA
s n=13
Mucosa oral
34 individuos

HE qurens=109% o N* total de
RS A=1,0% | I"'IIIR?A S anrens =112
y —6

Nota. Fluxograma do numero total de individuos colonizados com S. aureus e individuos colonizados
com MSSA e MRSA de acordo com sitio de coleta. MSSA= methicillin-susceptible S. aureus. MRSA =

methicillin-resistant S. aureus. * Prevaléncia global de S. aureus. ** Prevaléncia de MRSA.

Figura 1. Fluxograma do numero total de individuos colonizados por S. aureus e
analise do nimero de individuos colonizados por MSSA e MRSA de acordo com sitio

de coleta.

Determinacao da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

Todos os 112 isolados identificados como S. aureus foram submetidos aos testes

de suscetibilidade antimicrobiana in vitro previamente descritos.
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Em relagdo a oxacilina e cefoxitina, o método de disco-difusao revelou 11
amostras resistentes, das quais sete foram resistentes a ambas as drogas e quatro apenas
a cefoxitina (halo < 21). E importante salientar que quatro isolados sensiveis a ambas as

drogas, apresentaram resisténcia pelo método genotipico.

Dentre todas as amostras, apenas uma apresentou resisténcia ao
sulfametoxazol/trimetoprim e nao foram encontrados casos de resisténcia a
quinupristina/dalfopristina e linezolida. Além disso, o resultado encontrado para a CIM
da vancomicina foi CIM 50 de 0,50 pg/mL e CIM90de 1,0pg/mL, com todos isolados

sensiveis (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade dos isolados de MSSA e MRSA frente aos

antimicrobianos.
S. aureus Gene Oxacilina Cefoxitina Linezolida Q/D S/T Vané(l)l\nil*cma
(112) mecA R S R S R S R S R S
(ug/mL)
MSSA (97) O 0 97 0 97 0 97 0 97 1 96 0,19-1,5
MRSA (15) 15 7 8 11 4 0 15 0 15 0 15 0,38-1,5

Total (112) 15 7 105 11 101 0 112 0 112 1 111 0,19-1,5

Nota. Isolados identificados como MSSA e MRSA a partir da presenca do gene mecA. R=resistente.
S=sensivel. Q/D=quinupristina/dalfopristina. ~S/T=Sulfametoxazol/trimetoprim. CIM=Concentragio
Inibitéria Minima. *Faixa de variacdo de sensibilidade a vancomicina obtida nos isoladosmecA

negativos (MSSA) e mecA positivos (MRSA).

Detecciio do gene mecA e caracterizacio do SCCmec

Dentre os 112 isolados de S. aureus, 15 carreavam o gene mecA de resisténcia a
meticilina. Houve prevaléncia do SCCmec do tipo IV entre os isolados (10), porém
também foram encontrados trés isolados carreando o SCCmec do tipo I e dois isolados
carreando o SCCmec do tipo II. Com excegdo de dois individuos carreando isolados de
MRSA (SCCmec tipo II e 1V), todos relataram nao ter tido acesso ao ambiente

hospitalar no ultimo ano.
Fatores de risco para carreamento de S. aureus e MRSA

As Tabelas 2 e 3 mostram os resultados da andlise univariada e multivariada
(modelo de regressdo logistica) realizada para determinacdo dos fatores de risco para

carreamento de S. aureus e MRSA.
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Quanto ao estudo dos fatores de risco para carreamento de S. aureus, a analise
univariada demonstrou associacdo negativa com idade (mediana 61 anos, p=0,04),
doenca cardiaca (p=0,03) e doenga pulmonar (p=0,02); e associacdo positiva apenas
com a presenca de ulcera em membros inferiores (p= 0,02). No entanto, na analise
multivariada, os unicos fatores independentes associados negativamente a colonizagao
por S. aureus em individuos diabéticos insulino-dependentes foram a idade (OR=0,98,
C195%=0,93-0,99, p= 0,02) e doenga pulmonar (OR=0,31, CI195%=0,10-0,92, p=0,03);
e obteve-se associagdo positiva apenas com ulcera em membros inferiores (OR=2,44,

CI95%=1,11-5,34, p=0,03).

Tabela 2. Analise uni e multivariada (modelo de regressao logistica) para preditores de

carreamento de S. aureus em individuos diabéticos.

Regressao logistica

Tt S. aureus Negativos Analise univariada (it )
95 (%) 217 (%)
OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
Sexo masculino 42 (44,2) 98 (45,2) 0,96 (0,59-1,56) 0,88
Idade (mediana, quartis) 61 (49-70) 65 (56-71) - 0,04 0,98 (0,93-0,99) 0,02
Tempo de diagnostico em anos

(mediana, quartis) 14(9-20) 16,5(8-25) - 0,84

Uso de insulina em anos 8 (4-14) 73-11) ) 022

(mediana, quartis)
Diabetes do tipo Il 78 (82,1) 184 (84,8) 0,82 (0,43-1,56) 0,35
Doenca Cardiaca 16 (17,4) 61 (29,0) 0,51 (0,28-0,95) 0,03

Doenca Pulmonar 4 4,3) 29 (13,8) 0,28 (0,10-0,83) 0,02 0,31(0,10-0,92) 0,03
Doenga Renal 23 (25,0) 59 (28,1) 0,85(0,49-1,49) 0,58
Doenca Hepatica 9(9,8) 18 (8,6) 1,16 (0,50 -2,68) 0,73

Doenca do SNC 19 (20,7) 31(14,8)  1,50(0,80-2,82) 0,20
Neoplasias 11 (11,8) 28(13,1) 0,89 (0,42-1,87) 0,75

Trauma 8 (8,7) 23(11,0)  0,77(0,33-1,80) 0,55
Tatuagem 4 (4,3) 12(5,7)  0,75(0,23-2,39) 0,78

Ulcera MMII 15 (16,3) 16(7,6) 2,36 (1,11-5,01) 0,02 2,44 (1,11-534) 0,03
Amputagio 2 (2,2) 8(3.8) 0,56 (0,18 -2,70) 0,73

indice de comorbidade de
Charlson > 1

Internag@o no ultimo ano 11 (12,0) 37 (17,6) 0,63 (0,31 -1,31) 0,21
Cirurgia no ultimo ano 10 (10,9) 22 (10,5) 1,04 (0,47-2,30) 0,91

Uso de antimicrobiano no ultimo
ano

3(2-4) 3(2-4) - 0,84

21 (22.8) 57(27,3) 0,79 (0,44 - 1,40) 0,42

Nota. Todos os valores estdo em ntimero (%) exceto quando especificado. Dados com associacdo
significativa estdo em negrito. OR= Odds ratio. IC=Intervalo de confianga. SNC= Sistema Nervoso

Central. MMII= membros inferiores
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Nota. Estratificacdo da idade a cada 10 anos dos individuos incluidos no estudo.
Figura 2. Comparagao entre a idade dos individuos diabéticos insulino-dependentes

colonizados com S. aureus e nao colonizados (negativo).

O estudo dos fatores de risco para carreamento de MRSA (Tabela 3) revelou
associacdo positiva apenas para o sexo masculino nas duas andlises realizadas,

univariada e multivariada (OR=3,64, C195%=1,12-11,78, p=0,03).
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Tabela 3. Analise uni e multivariada (modelo de regressao logistica) para preditores de

carreamento de MRSA em individuos diabéticos.

MRSA Negativos Analise univariada UGHGTEEO LA G

(multivariada)
Fator 15 (%) 297 (%)
OR (IC 95%) P OR (IC 95%) r
Sexo masculino 11 (73,3) 129 (43,3) 3,58 (1,11 -11,51) 0,02 3,64 (1,12 -11,78) 0,03
Idade (mediana, quartis) 58 (46 - 73) 63 (54-71) - 0,27

Tempo de diagnostico em anos

(mediana, quartisy 13 10719) 15 (9 - 24) - 0,56

Uso diﬁiﬁﬁ:ﬁ:ﬁ; 8(3-15) 7(3-12) - 0,94

Diabetes do tipo II 11 (73,3) 251 (84,5) 0,50 (0,15-1,65) 0,27

Doenga Cardiaca 3(20,0) 74 (25,8) 0,72 (0,20 -2,62) 0,77

Doenga Pulmonar 0 33 (11,5) - 0,39

Doenga Renal 4 (26,7) 78 (27.2) 0,97 (0,30 - 3,15) 1,00

Doenga Hepatica 1(6,7) 26 (9,1) 0,72 (0,09 - 5,67) 1,00

Doenga do SNC 1(6,7) 49 (17,1) 0,35 (0,04 -2,70) 0,48

Neoplasias 2(13,3) 37 (12,7) 1,06 (0,30 -4,87) 1,00

Trauma 0 31 (10,8) - 0,38

Tatuagem 1(6,7) 15(5,2) 1,29 (0,16 - 10,52) 0,57

Ulcera MMIT 3 (20,0) 28 (9,8) 2,31(0,61-8,69) 0,19

Amputagdo 1(6,7) 9(3,1) 2,21 (0,26 - 18,65) 0,40

Indice de corrécilr:rll(;i(lilezdi: 302-4) 3(2-4) ) 0.41

Internag@o no ultimo ano 2 (13,3) 46 (16,0) 0,81 (0,18 -3,69) 1,00

Cirurgia no ultimo ano 3(20,0) 29 (10,1) 2,22 (0,59 - 8,34) 0,20

Uso de antimicrobianono ¢ 7 74(259)  1,04(032-337) 1,00
ultimo ano

Nota. Todos os valores estdo em numero (%) exceto quando especificado. Dados com associagdo
significativa estdo em negrito. OR= Odds ratio. IC=Intervalo de confianga. SNC= Sistema Nervoso

Central. MMII= membros inferiores

Determinacao do perfil clonal dos isolados de S. aureus e MRSA por PFGE (Pulsed
Field Gel Electrophoresis)

Foram analisados 112 isolados de S. aureus pela técnica de PFGE. Quarenta e
cinco deles foram repetidamente ndo-tipados com a enzima Smal, dentre eles, um
isolado de MRSA, no entanto, foi possivel obter a tipagem molecular de todos os 45

isolados utilizando a enzima Apal.

Na andlise do perfil clonal foi realizado um dendrograma para isolados de S.

aureus sensiveis (MSSA) e um dendrograma para os isolados resistentes (MRSA) com
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cada uma das enzimas (Smal e Apal), sendo possivel identificar a presenca de clusters

com similaridade > 80% em ambos os grupos.

A Figura 2 demonstra o dendrograma dos isolados de MRSA dos perfis PFGE-
Smale PFGE-Apal, com perfil de sensibilidade in vitro a oxacilina e cefoxitina,
presenga do gene mecA e tipagem do SCCmec. A andlise do isolados PFGE+Smal
revelou a presenga de dois clusters (A e B). O cluster A com 5 isolados, quatro deles
apresentando 100% de similaridade (5540, 555N, 659N e 665N), sendo todos isolados
de individuos diferentes, que fazem acompanhamento do diabetes em diferentes
Unidades Basicas de Saude (UBS) ou atendimento em consultdrio médico particular, e
todos carreando o SCCmec tipo IV. Também foi possivel verificar um cluster (B) de 3
amostras, onde duas delas tiveram 100% de similaridade (720 e 615N). O isolado de
MRSA tipado com a enzima A4pal estd demonstrado na Figura 2 (b). Nenhum dos

isolados agrupou com os clones internacionais usados como controle.

a PFGE Smal
g ] B Isolados mech SCCmee  Oxa Cef Atendimento medico
ne T ] 1 i 1 1080 + I R R TUBS-Via Jardim
— | 552N + I S R Particular
65617 + I S R Particular
e 665 + v R R Ambulatdric Unesp
I:‘ 55517 + TV R R UBS-Via Jardim A
— 5540 + IV R R Paticular
6390 + IV S R Tarticular
720 + I R R Daticler
) 615N + I S E UES - Jardim acropotte B
6370 + I 3 R TEBS - Jardim aeroporto
ssaT——— 756H + I R R Particular
— e e e L + oI § 5 Paioular
— L B R § LB B R o e + I S 8 Paticular
— I i DEREN + W s s
— ! In ] R + I
|l rn W ERMedNTAPY + T
P i) | WOTC 10442 + 1
— | | | | “ ‘ HAR24 (EMRSA 16)%+ I
— ) 1 ] 110 OSPC WR49* + W -
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Nota. a. Isolados que agruparam com > 80% de similaridade (clusters A e B) através da digestdo com a
enzima de restri¢do Smal. b. Padrdo de bandas da amostra 735N digerida com a enzima de restri¢do Apal.
N=mucosa nasal. O=mucosa orofaringea. * Clones internacionais usados como controle. S= sensivel.
R=resistente. Atendimento médico = servicos de atengdo primaria de acompanhamento do diabetes.

UBS= Unidades Basicas de Saude.

Figura 3. Dendrograma gerado pela andlise Dice/UPGMA, Otimizacdo: 1% e
Tolerancia: 1,2% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Smal e PFGE-Apal de

isolados de MRSA provenientes de individuos diabéticos insulino-dependentes.
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Em relagdo aos isolados MSSA, obteve-se dois clusters (A e C) de quatro
amostras e dois clusters (B e D) de trés amostras (Figura 3). No cluster A, observa-se a
presenga de dois isolados provenientes da mucosa nasal e orofaringea do mesmo
individuo, evidenciando o fato de o individuo ser colonizado em sitios diferentes pelo
mesmo isolado. Da mesma forma, no cluster B nota-se dois isolados provenientes da
mucosa nasal e orofaringea do mesmo individuo agrupando com um isolado nasal de
outro. Ja no cluster C, os quatro isolados sdo provenientes de individuos sem relagdo
entre si € no cluster D, nota-se que todos os isolados sdo provenientes da mucosa
orofaringea de individuos diferentes. Esses achados sugerem que pode haver alta

disseminagdo de S. aureus na comunidade.

Interessante notar que dos 17 individuos colonizados em ambos os sitios de
coleta (nasal/orofaringea), 26,7% (4) estavam colonizados com o mesmo isolado na
mucosa nasal e orofaringea, porém 33,4% (5) tinham cepas diferentes de S. aureus no
nariz e na garganta. Destaca-se ainda que dois pacientes colonizados
concomitantemente com S. aureus no nariz € garganta tiveram suas cepas tipadas apos
digestdo com enzimas de restri¢ao diferentes, 6910 e 747N foram tipadas apos digestao
com a enzima de restricdo Smal, enquanto 691N e 7470 somente foram tipadas apos

digestdo com a enzimadpal, confirmando serem cepas de S. aureus distintas.

Quanto a analise dos isolados tipaveis pela enzima de restrigdo Apal, obteve-se
trés clusters majoritarios (A, C e D) e trés clusters menores de 3 isolados (B, E e F). No
cluster A, com 14 isolados agrupados com 85,6% de similaridade, notou-se a presenca
de dois isolados provenientes da mucosa nasal e orofaringea do mesmo individuo e o
restante proveniente de individuos diferentes. O mesmo foi observado no cluster C e D,
sendo que no cluster D, os isolados agruparam com uma amostra previamente
identificada em outro estudo como ST398 (amostra 76N). Esses achados estdao

demonstrados na Figura 4.
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Nota. Isolados em negrito sd3o provenientes do mesmo individuo e apresentam o mesmo perfil em ambos os sitios de
coleta (nasal/orofaringeo). *Isolados provenientes do mesmo individuo, porém, apresentando perfis distintos. ** Os
isolados identificados como 691N e 7470 obtidos dos mesmos individuos dos isolados 6910 e 747N,

respectivamente, ndo foram tipados apos digestdo com a enzima Smal. N= mucosa nasal. O= mucosa orofaringea.

Figura 4. Dendrograma gerado pela andlise Dice/UPGMA, Otimizac¢dao: 1% e
Tolerancia: 1,2% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Smal de isolados de

MSSA provenientes de individuos diabéticos insulino-dependentes.
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Nota. Isolados em negrito sd3o provenientes do mesmo individuo e apresentam o mesmo perfil em ambos os sitios de
coleta (nasal/orofaringeo). * Isolados provenientes do mesmo individuo, porém, apresentando perfis distintos. ** Os
isolados identificados como 6910 e 747N obtidos dos mesmos individuos dos isolados 691N e 7470,
respectivamente, foram tipados com a enzima Smal. Amostra 76N previamente isolada e identificada como S. aureus
ST398 de paciente da mesma cidade e isolada em outro estudo, encontra-se grifada no dendrograma. N= mucosa

nasal. O= mucosa orofaringea.

Figura 5. Dendrograma gerado pela andlise Dice/UPGMA, Otimizacdo: 1% e
Tolerancia: 1,2% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-4Apal de isolados de

MSSA provenientes de individuos diabéticos insulino-dependentes.
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Tipagem molecular de S. aureus e MRSA pela técnica de Multilocus Sequence

Typing (MLST)

A partir dos clusters formados pela técnica de PFGE foram selecionadas nove
amostras de S. aureus (quatro MSSA e cinco MRSA) para a tipagem molecular pela
técnica de MLST. Quanto a anélise por MLST dos isolados de MRSA, obteve-se uma
prevaléncia do sequence types ST 5 em trés dos quatro isolados analisados € um ST 8.
Além desses, também foi identificado um isolado caracterizado como ST 398 na

amostra tipada com 4Apal no PFGE (Figura 5).
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Nota.a. Isolados resistentes que agruparam com > 80% de similaridade (clusters A e B) através da
digestdo com a enzima de restricdo Smal (I). b. Padrdo de bandas da amostra 735N tipavel com a enzima
de restricdo Apal. N=mucosa nasal. O=mucosa orofaringea. * Clones internacionais usados como
controle. arcC= gene carbamato quinase. aroE=gene desidrogenase do chiquimato. glpF=glicerol
quinase. gmk=guanilato quinase. pta=fosfato acetiltransferase. #pi=triose-fosfato isomerase. ygil.=acetil

coenzima A. ST= sequence types.

Figura 6. Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA, Otimizac¢dao: 1% e
Tolerancia: 1,2% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Smal e PFGE-Apal de
isolados de MRSA e os sequence types (ST) obtidos pela técnica de MLST.

A partir dos clusters formados pela técnica de PFGE dos MSSA nio-tipaveis
com a enzima de restricdo Smal e digeridos com a enzima de restricdo Apal foram

selecionadas quatro linhagens para a tipagem por MLST. Dentre eles, foi possivel
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observar uma prevaléncia de ST 398 (3) entre os isolados, porém uma amostra
apresentou divergéncia no alelo do gene arcC e ainda ndo foi possivel a obtengdo do seu
sequence type (ST), pois sera enviada para o curador do banco de dados do MLST

(http://www.mlst.net) para identificacdo de novo ST (Figura 6).

PFGE Apal
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Nota.Agrupamento dos isolados digeridos com a enzima 4pal e que foram analisados pela técnica de MLST. Todos,
com excecdo do isolado 735N, foram sensiveis a meticilina (MSSA). N=mucosa nasal. O=mucosa orofaringea.
arcC= gene carbamato quinase. aroE=gene desidrogenase do chiquimato. glpF=glicerol quinase. gmk=guanilato
quinase. pta=fosfato acetiltransferase. fpi=triose-fosfato isomerase. ygil=acetil coenzima A. ST= sequence types. A

amostra 76N foi identificada como ST398 em estudo prévio realizado no mesmo laboratorio.

Figura 7. Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA, Otimizagdo: 1% e Tolerancia:
1,2% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Apal de isolados de S. aureus e MRSA e
os sequence types (ST) obtidos pela técnica de MLST.

Discussao

Atualmente a resisténcia bacteriana encontra-se em posi¢ao de destaque como
uma grande ameaga global. Sabe-se que Staphylococcus aureus tem grande evidéncia
nesse cenario por ser capaz de causar infec¢des que variam desde superficiais até
infecgdes sist€émicas graves, potencialmente fatais, além da facilidade em adquirir
resisténcia as multiplas drogas. Antigamente, o patdogeno apresentava-se concentrado
em ambientes hospitalares, porém hoje nota-se um aumento, principalmente de isolados
resistentes (MRSA) de origem comunitdria que sdo geneticamente distintos das cepas

hospitalares tradicionais 31°,

Estudos sugerem que infecgdes estafilococicas sejam precedidas pelo processo

2,11-15

de colonizagdo e que pelo menos um terco dos adultos higidos colonizados

apresentam risco de desenvolver infecgdes invasivas subsequentes.®’
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Individuos diabéticos sao considerados grupos de risco para infecgdes de pele
como as causadas por S. aureus, além de serem mais propensos a desenvolver infec¢des
sistémicas graves'®. Estudos tem demonstrado que a prevaléncia de colonizagdo nasal de
S. aureus (27%-56,6%) e MRSA (1%-7,3%) varia de acordo com a localizacdo
geografica e que o uso de insulina ¢ fator de risco para o carreamento nasal de MRSA

em diabéticos’.

A prevaléncia de colonizacdo por S. aureus em individuos diabéticos insulino-
dependentes foi de 30,4% e de MRSA foi 4,8%. Nossos resultados diferem dos
encontrados por Kutlu et al.!®, que analisaram 304 individuos e encontraram uma
prevaléncia de 41,9% de S. aureus e 9,9% de MRSA entre os diabéticos. Alizargar et
al.’, também obtiveram uma prevaléncia maior de S. aureus (42,5%) e MRSA (24,7%).
A prevaléncia menor encontrada nesse estudo em comparagdo aos estudos
internacionais pode ser devido ao viés de coletas em pacientes diabéticos atendidos em
hospitais. Em nosso estudo as coletas foram realizadas em pacientes atendidos fora do
hospital, em Unidades Bésicas de Saude (UBS) ou atendimento particular. Em inquérito

1'7 estudando individuos

de base populacional realizado no mesmo municipio, Pires et a
da comunidade encontraram resultado similar, com prevaléncia global de 32,7% de S.

aureus, porém para MRSA, nossos achados foram superiores (4,6% vs 0,9%).

Em estudo recente conduzidos por Lin et al.? foi encontrada prevaléncia de S.
aureus ¢ MRSA menor que a do presente estudo (16,4% e 2,8%, respectivamente). Os
autores sugerem que a presenga de diferentes microrganismos na microbiota desses
individuos gera uma competicdo pelo mesmo sitio, podendo explicar a variagdao
encontrada em estudos de prevaléncia. Nenhum dos estudos incluiram a mucosa oral

como potencial sitio de colonizagao.

E importante ressaltar que 10,9% (34) dos individuos foram colonizados
exclusivamente na mucosa oral, seis dos quais eram colonizados por MRSA. Esse fato
reforca os achados de Partida et al.'®, de que individuos colonizados na mucosa oral
podem prejudicar medidas de controle de disseminagdo de patdgenos, uma vez que a

garganta ndo entra na triagem de rotina.

Os isolados de MRSA foram identificados por métodos fenotipicos por meio da
técnica de disco difusdo e através da técnica de PCR para a detec¢do do gene mecA

considerada padrdao ouro para detec¢ao de isolados resistentes a meticilina. Segundo
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recomendacdes do CLSI', o disco de cefoxitina tem sido utilizado para detec¢do de
resisténcia a meticilina por apresentar maior sensibilidade para identificacdo de isolados
carreadores do gene mecA'. Os resultados do presente estudo confirmam a maior
sensibilidade do disco de cefoxitina frente a oxacilina, uma vez que apenas sete dos 15
isolados apresentaram resisténcia ao disco de oxacilina, enquanto 11 foram resistentes a
cefoxitina. Porém foram encontrados quatro isolados que carreavam o gene mecA e ndo

apresentavam resisténcia fenotipica a cefoxitina e oxacilina.

O agente mais comum isolado de infec¢des em individuos diabéticos ¢ o S.
aureus com alta prevaléncia de MRSAZ’. Em estudo recente, Chaudhry et al’,
trabalhando com isolados clinicos observaram que dentre S. aureus, 84% eram MRSA e
20% eram resistentes a vancomicina. Em nosso estudo, encontramos menor prevaléncia
de MRSA e nenhum isolado apresentou resisténcia a vancomicina, embora um dos
isolados de MRSA tenha apresentado CIM de 1,5pug/mL, apresentando potencial risco
terapéutico’!?*. Outros dois isolados de MSSA apresentaram CIM de 1,5 pg/mL para

vancomicina.

Em nosso estudo, a andlise dos fatores de risco revelou associacdo positiva
apenas com Uulcera de membros inferiores o que € consistente como varios achados da
literatura, onde o0 mesmo isolado colonizando as narinas foi encontrado em ulceras e

feridas do pé**°.

A idade apresentou associacdo negativa para colonizagdo com S. aureus, com
odds ratio de 0,98, indicando uma diminuicao de 2% no risco de colonizagdo por S.
aureus a cada ano adicional na idade. Dados similares foram encontrados por Pereira-
Franchi et al.?® Doenga pulmonar também apresentou associagio negativa para
colonizagdo por S. aureus, fato que pode estar associado a colonizagdao do trato
respiratorio por outros microrganismos que podem estar competindo com S. aureus.
Mueller et al?’, também encontraram associagio negativa com a idade, porém diferente

dos nossos achados, encontraram que doenca pulmonar era fator de risco para

colonizagdo por S. aureus.

A andlise multivariada revelou que o sexo masculino é fator de risco para
colonizacdo por MRSA. Esses dados contrastam com os dados encontrados por Pereira-
Franchi et al. ® onde nenhuma associagio de fator de risco para colonizagdo com

MRSA foi observada.
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Quanto a clonalidade dos isolados, foi possivel notar um clone de MRSA
importante nos individuos diabéticos insulino-dependentes da comunidade estudada.
Dos 15 individuos diabéticos com MRSA, cinco apresentaram isolados pertencentes ao
mesmo cluster (A), todos apresentando o SCCmec do tipo IV. Importante ressaltar que
os isolados 6390 e 659N presentes nesse cluster possuem o ST5 demonstrando sua
possivel origem comum. Houve ainda um cluster menor (B) com trés isolados também
de trés individuos diferentes, sendo 1 de origem nasal (615N-ST5-SCCmec 1) e 2 de
origem oral, sendo que um deles (720) apresentou o ST8 e a presenca do SCCmec do
tipo IV. Esse fato volta a reforcar a importancia da colonizagdo da garganta, uma vez
que essa pode ser uma via de transmissao entre a populacdo do estudo. Outros estudos
realizados com individuos da mesma cidade e regido também encontraram isolados de
MRSA ST5-SCCmec Tipo IV e ST8-SCCmec Tipo 1V, sugerindo que essas linhagens

sdo prevalentes na regido!’> 2% 3031, 32,33, 34,

Estudos sugerem que a diversidade clonal entre isolados de S. aureus ¢ muito
frequente, principalmente em se tratando de isolados sensiveis a meticilina (MSSA).%8
Em nosso estudo entre os isolados de MSSA houve a formagdo de apenas quatro
clusters, porém varios isolados agrupando entre si, sendo possivel identificar cinco

individuos com S. aureus diferentes no nariz e na garganta.

Foi possivel observar um elevado ntmero de isolados demonstrando
similaridade com a linhagem clonal ST398. Isolados pertencentes a essas linhagens nao
sdo digeridas pela enzima Smal, resultado de um sistema de restricdo/metilagdo do
DNA ainda desconhecido no género Staphylococcus spp. No entanto, ¢ possivel digerir
essas amostras utilizando a enzima Apal>>®. Foi possivel identificar quarenta e cinco
isolados ndo tipaveis pela técnica de PFGE convencional (restricdo com Smal) que
agruparam apoés a digestdo com a enzima de restri¢do Apal em 3 clusters majoritérios e
4 clusters com menor nimero de amostras. Entre os 45 isolados, quatro foram tipados

pela técnica de MLST como ST398. Esse fato também foi observado por Souza et al.>

A linhagem ST398 tem sido relacionada a infec¢do e colonizagdo em seres
humanos e animais de companhia, como cao, cavalo e suinos em muitos paises ao redor
do mundo'® sendo denominada livestock-associated S. aureus. ST398 foi descrito pela

primeira vez tanto em MSSA quanto MRSA em criadores de suinos na Franga 3°-°
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desde entdo, essa linhagem se disseminou rapidamente para outros animais € tem sido
cada vez mais relacionada a infecgdes nao s6 em trabalhadores rurais como em pessoas

e animais sem fatores de risco'® ¥,

Essa linhagem de S. aureus mesmo sensivel a
oxacilina esta associada com infecgdes graves, conforme relatado por Bonesso et al.
(2016)* em estudo com pacientes com pneumonia associada a ventilacdo mecanica, em

que a maioria evoluiu para o6bito.

Nossos achados evidenciam prevaléncia de SCCmec do Tipo IV entre os
isolados, o que condiz com os achados de outros estudos de prevaléncia em individuos

ndo diabéticos do Estado de Sdo Paulo®

, porém também foram encontrados os
SCCmec do tipo I e II, que sdo comumente encontrados em circulagdo no interior de
servicos de saude. A presenga de SCCmec do tipo II também foi relatada por Pereira-

Franchi et al®®.

O presente trabalho traz dados importantes acerca da epidemiologia de
Staphylococcus aureus ¢ MRSA na populagdao de diabéticos insulino-dependentes. A
prevaléncia encontrada ¢ menor do que a relatada na literatura internacional,
provavelmente por se tratar de individuos advindos da comunidade, que na sua maioria
nao tinham acesso frequente ao hospital e no geral, apresentavam boa saude, apesar de
serem individuos que frequentemente procuram a atencdo primaria para controle do
diabetes. Para a populacao estudada ha uma maior prevaléncia de colonizagdo por
MRSA e ¢ de extrema importancia a triagem da coloniza¢do da garganta, visto que

foram encontrados individuos colonizados apenas nesse sitio.

Os isolados analisados apresentavam baixa taxa de resisténcia as drogas testadas
visto que somente uma foi resistente ao sulfametoxazol-trimetroprim, porém a
prevaléncia de MRSA foi maior que a encontrada em estudo de base populacional
realizado no mesmo municipio com individuos saudaveis'®. Foi possivel detectar clones
entre os isolados de MSSA e MRSA nessa populagdo, além da detec¢do de uma
importante linhagem clonal (ST398) entre os isolados. Esses dados sugerem que existe
alta disseminacdo de MRSA entre a populacdo de diabéticos insulino-dependentes
estudada, além da emergéncia de linhagens importantes de S. aureus entre esses

individuos.

As limitagdes do estudo foram o baixo nimero de MRSA encontrado, o que

pode dificultar a analise estatistica dos fatores de risco para carreamento de MRSA ¢ o



39

fato de os individuos ndao serem totalmente comunitarios, pois necessitam fazer o

controle do diabetes em servigos de atenc¢do primaria.

Materiais e métodos
Delineamento do estudo

O estudo foi realizado por meio de um delineamento transversal no municipio de
Botucatu-SP-Brasil, que, atualmente conta com uma populagdo estimada de 144.820

individuos.*®

O calculo amostral foi efetuado com base no niimero de diabéticos insulino-
dependentes cadastrados na secretaria da saude do municipio para recebimento de
aparelhos glicosimetro, totalizando 1631 individuos. Utilizando o calculo para
proporgdes, obteve-se um “n” sugerido de 312 individuos. A férmula utilizada para o

calculo amostral esta disposta no Anexo I.

Os individuos foram selecionados aleatoriamente do banco de dados da
secretaria da saude. Quando possivel, os mesmos foram recrutados em visitas
domiciliares, porém muitas coletas foram realizadas por meio de eventos promovidos
nas Unidades Basicas de Saude, consultorio médico ¢ na sede da Associagdo
Botucatuense de Apoio ao Diabético (ABAD). A caracterizagdo da populagdo incluida
no estudo pode ser visualizada no anexo II. Aos que aceitaram participar, foi aplicado
questionario (Anexo III), incluindo dados demogréaficos (género e idade), tipo de
diabetes (I ou II), tempo de diagndstico (anos), tempo de uso de insulina (anos), dados
clinicos (comorbidades), presenca de ulceras ou amputagdes, tatuagem, internagcdes ou
procedimentos médicos no ultimo ano; quadros infecciosos e uso de antimicrobianos no
ultimo ano. Importante ressaltar que todas as informagdes foram obtidas por meio de
entrevista com o proprio paciente e/ou responsavel, e que foram observados os
parametros éticos de pesquisa mediante a assinatura de um termo de consentimento livre

e esclarecido (Anexo 1V).
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Coleta dos espécimes microbiolégicos

Foram coletadas amostras das mucosas nasal e orofaringea de 312 individuos
diabéticos insulino-dependentes residentes no municipio de Botucatu, SP, Brasil, no
periodo de outubro de 2015 a julho de 2018 por meio de swabs estéreis com meio de
transporte. Os espécimes foram obtidos das narinas anteriores e orofaringe, utilizando

um swab para cada sitio.

A técnica de coleta nasal consistiu na umidificagdo do swab com solugao
fisiologica 0,9% (técnica estéril) e introdu¢do em ambas as narinas e rotacdo da haste
pressionando gentilmente a extremidade contra a mucosa. O procedimento para coleta
de orofaringe consistiu na umidificagdo do swab, comprimindo o mesmo de forma

suave sobre toda superficie da garganta, evitando o contato do coletor com a lingua.

Os swabs foram transportados em meio de Stuart para o Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias da Unesp, para realizacdo de semeadura em placas contendo agar Baird
Parker, meio seletivo para Staphylococcus. Apds incubagdo a 37°C por 48 horas as
amostras foram submetidas ao procedimento de identificagdo dos microrganismos

isolados.

Identificaciao de Staphylococcus aureus

Os microrganismos foram submetidos a coloragdo 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 diferenciagdo de S. aureus de outras
espécies de Staphylococcus coagulase positiva.*o#

Apoés a extracdo do DNA com Kit Illustra (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK), a confirmagdo genotipica para os isolados de S. aureus foi

realizada por meio da deteccdo do gene que codifica 0 RNAr16S*? e o fragmento de

DNA SA442 especifico de S. aureus®.

Teste de susceptibilidade antimicrobiana
O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado para todos os isolados

obtidos por meio da técnica de disco difusdo a partir de discos impregnados conforme
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critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)Y. As
drogas utilizadas foram: Oxacilina (1pg), Cefoxitina (30png), Linezolida (30ug),
Quinupristina/Dalfopristina (15pg), Sulfametoxazol/Trimetoprim (25 pg). A atividade
do antimicrobiano foi avaliada pelo diametro do halo de inibigdo através de

interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo CLSI."

Determinaciao da Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

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

Os resultados da CIM foram denominados sensivel, intermediario ou resistente
de acordo com as defini¢des pré-estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI)."

Deteccao do gene mecA de resisténcia a meticilina

As reacdes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas conforme os
parAmetros descritos por Murakami et al.** Em todas as reagdes realizadas foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo (S. aureus

ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

Determinacao do tipo de SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec)

A determinacdao 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 Milheirigo et al.*®

Como controle para a tipagem do SCCmec foram utilizadas as cepas COL para
SCCmec tipo I; N315 para SCCmec tipo 1A; PER34 para o SCCmec tipo II; AN546
para o SCCmec tipo III; HU25 para o SCCmec tipo IIIA ¢ MW2 para o SCCmec tipo
IV.

Visualiza¢do dos produtos amplificados
A eficiéncia das amplificagdes foi confirmada pela eletroforese em gel de

agarose 2% preparado em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5M. Como padrao foi
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utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi corado com Sybr®

safe e posteriormente fotografado sob transiluminagao ultravioleta.

PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

Todos os isolados de S. aureus que foram tipados por meio do Pulsed-Field Gel
Eletroforesis (PFGE) seguiram 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 solugdo 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 vortex, foram
adicionados 5ul de lisostafina (1mg/ml em 20mM de acetato de sodio [pH 4,5]) e 300ul
de agarose lowmelt.

As amostras foram distribuidas nos moldes para plugues, apds a solidificacao
foram colocadas em placa de 24 pogos com 2 ml de solucdo EC (6mM Tris-HCI, 1M
NaCl, 100mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sédio, 0,5% laurilsarcosil
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, Canadd). A eletroforese foi executada em aparelho
CHEF-DR III 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 condig¢des: 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 tampao de corrida. Foi utilizado
Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) como marcador molecular. O gel
foi corado com GelRed (10.000X em agua, Biotium, EUA) por 1 hora, e fotografado
sob transilumina¢ao UV.

A andlise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics
(versao 7.6; Applied Maths, Bélgica). A criagdo do dendrograma foi realizada pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com
tolerancia da posicdo das bandas e a otimizagdo ajustada para 1,2% e 1%
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice >80% foi escolhido para

determinagao dos clusters.



43

Quarenta e cinco isolados, dos quais um era MRSA, ndo puderam ser tipados

utilizando a enzima Smal e, portanto, foram digeridos com a enzima de restri¢do Apal.

MLST — Multilocus Sequence Typing

1.*8%através da

O MLST foi realizado segundo protocolo descrito por Enright et a
amplificacdo e sequenciamento dos sete housekeeping genes arcC, aroE, glpF, gmk,pta, tpi
e yqiL. A purificagdo foi realizada pelo Kit HiYield™ Gel/PCR Fragments Extraction ¢ a
reacdo de sequenciamento ¢ descrita a seguir. A andlise e comparagao das sequéncias foram
realizadas por banco de dados via internet (http://www.mlst.net) (2004). As reagdes de
sequenciamento foram realizadas em sequenciador ABI3500 de 8 capilares (de 50cm)
usando como polimero o POP7 (Applied Biosystems). A visualizagdo das sequéncias
(eletroforograma) foi realizada pelo programa BioNumerics (versao 7.6; Applied Maths,

Bélgica).

Analise estatistica

Para analise univariada foi utilizado o software EPI-INFO para Windows, versao
7.2.6 (O Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA). Para comparagao
entre variaveis dicotdmicas, foram utilizados testes ndo paramétricos de proporcio, X> e
Teste Exato de Fisher. Varidveis numéricas foram comparadas usando o teste U de

Mann-Whitney.

A analise multivariada foi realizada com software SPSS versao 20.0 (© SPSS,
inc.) utilizando modelo de regressdo logistica. Desfechos de interesse foram a presenca
global de S. aureus ou a presengca de MRSA independente do sitio de coleta. Para
selecao de varidveis dos modelos foram utilizadas estratégias por recuos (steptwise
backwards). Os critérios para entrada e permanéncia das varidveis nos modelos foi

p<0,1. O critério final para significancia estatistica foi p<0,05.
Questoes éticas

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu, Brasil (n® do parecer: 1.107.685). O parecer pode ser visualizado

no Anexo V.



44

Referéncias

10.

11.

. WHO guideline: Global report on diabetes. Geneva: WHO.88 p (2016).

Lin, S.Y., Lin, N.Y., Huang, Y.Y., Hsieh, C.C., Huang, Y.C. Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus nasal carriage and infection among patients with
diabetic foot ulcer. J. Microbiol Imun Inf.xx,1-8 (2018).

Cho, N.H., et al. IDF Diabetes Atlas: Global estimates of diabetes prevalence for
2017 and projections for 2045. Diab Resear Clin Prat.138, 271-281 (2018).
Trivedi, U., et al. Prevalence of Multiple Antibiotic Resistant Infections in
Diabetic versus Nondiabetic Wounds. J Pathog.2014, 1-6 (2014).

Enoch, S., et al. Randomized clinical trial and economic analysis of four-layer
compression bandaging for venous ulcers. Brit J of Surg. 90 (7), 794-798
(2003).

Chaudhry, W.N., et al. Clinico-microbiological study and antibiotic resistance
profile of mecA and ESBL gene prevalence in patients with diabetic foot
infections. Experim and Therap Med.11, 1031-1038 (2016).

Alizargar, J., Sharif, M., Sharif, A. Risk factors of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus colonization in diabetic outpatients. A prospective cohort
study. Int J Microbiol Res.4, 147-151 (2013).

Hewagama, S., et al. The Epidemiology of Staphylococcus aureus and Panton-
Valentine Leucocidin (pvl) in Central Australia, 2006-2010. BMC Infect
Dis.Available at:http://dx.doi.org/10.1186/s12879-016-1698-5 (2016).

Park, S.Y., et al. Sequence type 72 community-associated methicillin- resistant
Staphylococcus aureus emerged as a predominant clone of nasal colonization in
newly admitted patients.J Hosp Infect. 93,386-389 (2016).

Camoez, M., et al. Prevalence and Molecular Characterization of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus ST398 resistant to tetracycline at a Spanish
hospital over 12 years. Plos One. 8(9), 1-6 (2013).

Kalmeijer, M.D., et al. Surgical site infections in orthopedic surgery: the effect
of mupirocin nasal ointment in a double-blind, randomized, placebo-controlled

study. Clin Infect Dis.35,353-358 (2002).



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

45

Eiff, C., Becker, K., Machka, K., Stammer, H., Peters, G. Nasal carriage as a
source of Staphylococcus aureus bacteremia. Study group. N Engl J
Med.344,11-16 (2001).

Stanaway, S., Johnson, D., Moulik, P., Gill, G. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) isolation from diabetic foot ulcers correlates
with nasal MRSA carriage. Diabetes Res Clin Pract.75, 47-50 (2007).

Haleem, A., et al. Concordance of nasal and diabetic foot ulcer staphylococcal
colonization. Diagn Microbiol Infect Dis.79, 85-89 (2014).

Shah, B.R., Hux, J.E. Quantifying the risk of infectious diseases for people with
diabetes. Diabetes Care.26, 510-513 (2003).

Kutlu, S.S., et al. Prevalenceand risk factors for methicillin-resistant
Staphylococcus aureus colonization in a diabetic outpatient population: a
prospective cohort study. Am J. Infect Control.40, 365-368 (2012).

Pires, F.V., Cunha, M.L.R.S., Abrado, L.M., Martins, P.Y., Camargo, C.H.,
Fortaleza, C.M.C.B. Nasal carriage of Staphylococcus aureus in Botucatu,
Brazil: a population-based survey. PLoS One.9, 925-37 (2014).

Partida, A.H., Espunes, T.S., Martinez, J.B. Characterization and persistence of
Staphylococcus aureusstrains isolated from the anterior nares and throats of
healthy carriers in a Mexican community. J. Clin. Microbiol.48(5),1701-1705
(2010).

CLSI. Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance Standards for
Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard— 26th Edition
(M100S). CLSI, 2016.

Vandendriessche, S., et al. Previous healthcare exposure is the main antecedent
for methicillin-resistant Staphylococcus aureus carriage on hospital admission in
Belgium. Eur J Clin Microbiol Infect Dis.2283-2292 (2012).

Soriano, A., et al. Influence of vancomycin minimum inhibitory concentration
on the treatment of methicillin-resistant Staphylococcus aureus bacteremia. Clin
Infect Dis.46,193-200 (2008).

Howden, B.P., et al. Treatment outcomes for serious infections caused by

methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus with reduced vancomycin

susceptibility. Clin Infect Dis.38, 521-528 (2004).



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

46

Yeg, Y.C., et al. Impactof vancomycin MIC creep on patients with methicillin-
resistant Staphylococcus aureus bacteremia. J Microbiol Immunol Inf.45, 214-
220 (2012).

Richard, J.L., Sotto, A., Lavigne, J.P. New insights in diabetic foot infection.
World J Diabetes.2, 24-32 (2011).

Taha, A.B. Relationship and susceptibility profile of Staphylococcus aureus
infection diabetic foot ulcers with Staphylococcus aureus nasal carriage. Foot
(Edinb).23,11-6 (2013).

Pereira-Franchi, E.P., Barreira, M.R.N., da Costa, N.S.L.M., Fortaleza,
C.M.C.B., Cunha, M.L.R.S. Prevalence of and risk factor associated with the
presence of Staphylococcus aureus in the chronic wounds of patients treated in
primary health care settings in Brazil. Ver Soc Bras Med Trop.50(6), 833-838
(2017).

Muller, L.M.A.J, et al. Increased risk of common infections in patients with type
1 and type 2 diabetes mellitus. Clin Infect Dis. 41,281-288 (2005).

Robinson, D.A., Enright, M.C. Evolutionary models of the emergence of
methicillin-resistantStaphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chem.47(12),
3926-3934 (2003).

Silveira, M. Prevaléncia e fatores de risco para carreamento de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina emidososinstitucionalizadosnacidade de Bauru-SP.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-GraduagdoemDoencasTropicais,
2013.

Witzel, C.L., Fortaleza, C.M., de Souza, C.S., Riboli, D.F., Cunha, M.L.R.S.
Nasopharyngeal carriage of Staphylococcus aureus among imprisoned males
from Brazil without exposure to healthcare: risk factors and molecular
characterization. Ann Clin Microbiol Antimicrob.13, 1-6 (2014).

Lastoria, L.C. Colonizacdo por Staphylococcus aureusempessoasvivendo com
HIV/AIDS acompanhadasem um servi¢o ambulatorial de referénciaemBotucatu
(SP): prevaléncia, resisténcia a meticilina e epidemiologia molecular.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-GraduagdoemDoencasTropicais,
2016.

Abrado, L.M. Carreamento nasal/oral de Staphylococcus
aureusempopulagdesindigenas do  norte e  sudeste do  brasil:

resisténciaantimicrobiana, viruléncia, fatores de risco e epidemiologia



33.

34.

35

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

47

molecular. Tese (Doutorado). Programa de Pos-GraduagaoemDoengasTropicais,
2017.

Souza, C.S.M. Determina¢do da relagdo clonal e viruléncia de Staphylococcus
aureusisolados de pacientesvivendo com HIV/AIDS e seusfamiliares. Tese
(Doutorado). Programa de Pos-GraduagaoemDoengasTropicais, 2018.
Pereira-Franchi, et al. Molecular epidemiology of MRSA in the Brazilian
primary health care system. Trop Med & Intern Heal.doi:10.1111/tmi.13192
(2018).

.Bens, C.C.P.M., Voss, A., Klaassen, C.H.W. Presence of a novel DNA

methylation enzyme in methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates
associated with pig farming leads to uninterpretable results in standard pulsed-
field gel electrophoresis analysis. J Clin Microbiol.44(5),1875-1876 (2006).
Witte, W., Strommenger, B., Stanek, C., Cuny, C. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus ST398 in humans and animals, Central Europe. Emerg
Infect Dis.13(2), 255-258 (2007).

Chung, M., et al. Molecular typing of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus by pulsed-field gel electrophoresis: comparison of results obtained in a
multilaboratory effort using identical protocols and MRSA strains. Microb Drug
Resist.6, 189-198(2000).

Bonesso, M.F., et al. Key role of a-toxin in fatal pneumonia caused by sequence
type 398. Amer J Respirat and Critl Care Med.193, 217-220 (2016).

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica [homepage]. Panorama do
municipio de Botucatu, SP [Accessed November 10, 2018]. Available at:
https://cidades.ibge.gov.br/brasil/sp/botucatu/panorama.

Konemann, E.W., Allen, S.D., Dowell, V.R., Sommer, H.M. Introducao a
microbiologiamédica. In: Diagnodsticomicrobioldgico: texto e Atlas colorido. 5th
ed. Rio de Janeiro: Medsi. (2001).

Cunha, M.L.R.S., Sinzato, Y.K., Silveira, L.V. Comparison of methods for the
identification of coagulase-negative Staphylococci. Mem Inst Oswaldo
Cruz.99(8),855-860 (2004).

Mason, W.J., et al. Multiplex PCR protocol for the diagnosis of staphylococcal
infection. J Clin Microbiol. 39(9). 3332-3338 (2001).

Martineau, F., Picard, F.J., Roy, P.H., Ouellette, M., Bergeron, M.G. Species-

specific and ubiquitous-DNA-based assays for rapid identification of



44,

45

46.

47.

48.

48

Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol.36(3). 618-23 (1998).
Murakami, K., Minamide, W., Wada, K., Nakamura, E., Teraoka, H., Watanabe,
S. Identification of methicillin-resistant strains of Staphylococci by polymerase

chain reaction. J Clin Microbiol.29(10), 2240-2244 (1991).

. Oliveira, D.C., de Lencastre, H. Multiplex PCR strategy for rapid identification

of structural types and variants of the mec element in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Antimicrob Ag Chem.46(7), 2155-2161 (2002).
Milheirigo, C., Oliveira, D.C., de Lencastre, H. Update to the multiplex PCR
strategy for assignment of mec element types in Staphylococcus aureus.
Antimicrob Ag Chem.51(9), 3374-3377 (2007).

McDougal, L.K., et al. Pulsed-field gel electrophoresis typing of oxacillin-
resistant Staphylococcus aureus isolates from the United States: establishing a
national database. J Clin Microbiol.41(11), 5113-5120 (2003).

Enright, M.C., Day, N.P., Davies, C.E., Peacock, S.J., Spratt, B.G. Multilocus
sequence typing for characterization of methicillin-resistant and methicillin-
susceptible clones of Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol.38(3), 1008-1015
(2000).



49

5.2 Artigo 11

DETERMINACAO DO PERFIL PATOGENICO DE Staphylococcus aureus
RESISTENTES E SENSIVEIS A METICILINA PROVENIENTES DA MUCOSA
NASAL E OROFARINGEA DE INDIVIDUOS DIABETICOS INSULINO-
DEPENDENTES.

Nathalia Bibiana Teixeira*'-?, Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza', Matheus
Cristovam de Souza?, Thais Aline Monteiro Pereira?, Bibiana Prada de Camargo

Colenci®, Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha'*?

'Departamento de Doengas Tropicais, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP-
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

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

SDepartamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP-
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

* Autor correspondente:

Nathalia Bibiana Teixeira

Fone: +55 14 3880 0428

E-mail: na tx0402@yahoo.com.br




50

Resumo

Introducio: Portadores de diabetes mellitus, em especial, os insulino-dependentes, sao
grupos de risco para infecgdes estafilococicas. A patogenicidade de Staphylococcus
aureus esta relacionada a presenca de fatores de viruléncia que favorecem sua
permanéncia no hospedeiro e podem aumentar a gravidade das infeccdes. Objetivo:
analisar o potencial patogénico de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina (MSSA
e MRSA) isolados de individuos diabéticos, através da deteccdo dos genes
codificadores das enterotoxinas (sea, seb e sec-1), toxina da sindrome do choque toxico
(tst), leucocidina de Panton-Valentine (pv/), hemolisinas alfa e delta (hla e hld), toxinas
esfoliativas (efa, etb) e biofilme (operon icaADBC). Materiais e métodos: Foram
estudados 112 isolados de S. aureus obtidos da mucosa nasal e orofaringea de 312
individuos diabéticos insulino-dependentes de Botucatu-SP, Brasil. A detec¢ao do gene
mecA e dos genes de viruléncia foi realizada pela técnica de PCR. Resultados: Dos 112
isolados de S. aureus, 15 eram MRSA (gene mecA +). A analise dos fatores de
viruléncia demonstrou que tanto MSSA quanto MRSA apresentaram alta prevaléncia de
isolados carreando genes do biofilme, das hemolisinas alfa e delta e da enterotoxina A.
Nao foram encontrados isolados carreando os genes da esfoliatina B e pv/. Conclusio:
A analise do perfil de viruléncia revelou elevado potencial patogénico de MRSA e
MSSA carreados pelos diabéticos. Uma vez que esses individuos sdo mais suscetiveis as
infeccdes persistentes, a colonizagdo com cepas potencialmente patogé€nicas pode
contribuir para disseminagdo e dificuldade no tratamento de infec¢des na populagdo

estudada.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, diabéticos insulino-dependentes, MRSA,

MSSA, patogenicidade



51

Abstract

Introduction: Individuals with diabetes mellitus, especially insulin-dependent patients,
are at-risk groups for staphylococcal infections. The pathogenicity of Staphylococcus
aureus 1s related to the presence of virulence factors that favor its permanence in the
host and can increase the severity of the infections. Objective: To analyze the
pathogenic potential of methicillin-sensitive and methicillin-resistant S. aureus (MSSA
and MRSA) isolated from diabetic individuals by detecting enterotoxin (sea, seb and
sec-1), toxic shock syndrome toxin 1 (zst), exfoliatins (eta e etb), leukocidin of Panton-
Valentine (pv/), alfa-hemolysins and delta-hemolysins (#/la and hld), and biofilm
(operon icaADBC). Materials and methods: 112 isolates of S. aureus obtained from
the nasal and oropharyngeal mucosa of 312 insulin-dependent diabetic individuals from
Botucatu/SP, Brazil were studied. Detection of the mecA gene and virulence genes was
performed by the PCR technique. Results: Of the 112S. aureus isolates, 15 were MRSA
(mecA +). The analysis of the virulence factors showed that both MSSA and MRSA had
a high prevalence of isolates carrying biofilm genes, alpha and delta hemolysin and
enterotoxin A genes. No isolates were found carrying the exfoliatin B gene and pvl.
Conclusion: The analysis of the virulence profile revealed a high pathogenic potential
of MRSA and MSSA carried by diabetics. Since these individuals are more susceptible
to persistent infections, colonization with potentially pathogenic strains may contribute

to dissemination and difficulty in treating infections in the population studied.

Key words: Staphylococcus aureus, insulin-dependent diabetics, MRSA, MSSA,
pathogenicity
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Introducio

O diabetesmelittus ¢ uma doenca cronica de grande impacto mundial
destacando-se como importante causa de morbidade e mortalidade'. Individuos com
comprometimento do sistema imunoldgico, como os diabéticos, apresentam risco
aumentado para infec¢des, incluindo as estafilococicas, devido a hiperglicemia e
acidose®?. Além disso, diabéticos frequentemente apresentam neuropatias e diminuigio
do fluxo sanguineo nas extremidades, acarretando em feridas de cicatrizacdo lenta que

podem ser facilmente colonizadas e/ou infectadas por Staphylococcus aureus™*.

Estudos relatam que a prevaléncia de colonizagdo nasal por S. aureus ¢ mais
elevada em portadores de diabetes do que em individuos ndo diabéticos e que a
colonizacdo por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) aumenta o risco de
infeccdes™® e esta significativamente associada a morbidade e mortalidade nesses

individuos’®°.

A patogénese de S. aureus ¢ determinada pelos numerosos fatores de viruléncia
produzidos pela bactéria. Destacam-se as toxinas com atividade de superantigenos como
as enterotoxinas estafilococicas, a toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSST-1) e as
toxinas esfoliativas que levam a uma ativacdo inespecifica de células T com producao
exacerbada de citocinas; e as citotoxinas (alfa-hemolisina, delta-hemolisina e
leucocidina de Panton-Valentine) com capacidade de lisar células do hospedeiro e

evadir da resposta imune ',

Outro fator de viruléncia importante ¢ a capacidade de formag¢ao de biofilme por
esses micro-organismos, permitindo a adesdo a superficies bidticas e abioticas,
colonizagdo persistente e evasdo do sistema imunologico do hospedeiro. Estudos
sugerem que a presenca de biofilme estafilocdcico atua como uma barreira a migragao

12-15, além

celular, impedindo a fagocitose e estimulando um estado inflamatério crénico
disso, bactérias que formam biofilme podem tornar-se até 1000 vezes mais tolerantes a

acdo de agentes antimicrobianos'®.

A colonizagdo com isolados de S. aureus virulentos, sejam eles sensiveis ou
resistentes a meticilina, aumentam o risco de infec¢des graves. Considerando que
individuos diabéticos, principalmente os que fazem uso didrio de insulina sdo grupos de

risco para colonizagdo pelo patdogeno, o objetivo do presente estudo foi analisar o
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potencial patogénico de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina (MSSA e MRSA)

1solados desses individuos.
Materiais e métodos
Coleta dos espécimes microbiologicos

Foram coletadas amostras das mucosas nasal e oral de 312 individuos diabéticos
insulino-dependentes residentes no municipio de Botucatu, SP, Brasil, através de
swabsestéreis com meio de transporte. Os espécimes foram obtidos das narinas

anteriores e orofaringe, utilizando um swab para cada sitio.

A técnica de coleta nasal consistiu na umidificagdo do swab com solugao
fisiologica 0,9% (técnica estéril) e introdu¢do em ambas as narinas e rotagdo da haste
pressionando gentilmente a extremidade contra a mucosa. O procedimento para coleta
de orofaringe consistiu na umidificagdo do swab, comprimindo o mesmo de forma

suave sobre toda superficie da garganta, evitando o contato do coletor com a lingua.

Os swabs foram transportados em meio de Stuart para o Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias da Unesp, para realizacdo de semeadura em placas contendo agar Baird
Parker, meio seletivo para Staphylococcus. Apds incubacdo a 37°C por 48 horas as
amostras foram submetidas ao procedimento de identificagdo dos microrganismos

isolados.
Identificaciao de Staphylococcus aureus

Os microrganismos foram submetidos a coloragdo 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 diferenciagdo de S. aureus de outras
espécies de Staphylococcus coagulase positiva.'®!

Apoés a extracdo do DNA com Kit Illustra (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK), a confirmagdo genotipica para os isolados de S. aureus foi

realizada através da detecco do gene que codifica o RNAr16S%° e o fragmento de DNA

SA442 especifico de S. aureus®'. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Oligonucleotideos para a identificagdo genotipica de Staphylococcus aureus

Primer Sequéncia de nucleotideos arig(l)i(tlil;g:io
16S RNAr 1 5" — CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG - 3’

16S RNAr 2 5’ —CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG - 3’ Plpb
SA442 1 5" — AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG -3’

SA442 2 5’ = CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA -3’ 241pb

120. 121

Fonte: Mason et al*’; Martineau et a
Deteccao do gene mecA de resisténcia a meticilina

As reacdes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas conforme os
pardmetros descritos por Murakami et al.>’Em todas as reacdes realizadas foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo (S. aureus
ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923). A Tabela 2 mostra a sequéncia dos

primers utilizados para amplificacdo do gene mecA e o tamanho do produto gerado.

Tabela 2. Oligonucleotideos para a deteccdo do gene mecA

Primer Sequéncia de nucleotideos Produto amplificado
mecAl 5’ — AAAATCGATGGTAAAGGTTGG -3’ 533 pb
mecA?2 5" — AGTTCTGCAGTACCGGATTTG -3’ 533 pb

Fonte: Murakami et al??

Determinacao do tipo de SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec)

A determinacdao 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.>*Os primers utilizados estio descritos na Tabela 3.

Como controle para a tipagem do SCCmec foram utilizadas as cepas COL para
SCCmec tipo I; N315 para SCCmec tipo 1A; PER34 para o SCCmec tipo 1I; AN546
para o SCCmec tipo III; HU25 para o SCCmec tipo IIIA ¢ MW2 para o SCCmec tipo
IV.
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Tabela 3. Oligonucleotideos para a tipagem de SCCmec

Produto
Primer Sequéncia de nucleotideos’ SCCmec/Regido J
amplificado
des F2 5’ — CATCCTATGATAGCTTGGTC -3’ LI, IVe VI, -
des R1 5’ = CTAAATCATAGCCATGACCG -3’ regido J3 P
mecA P4 5’ - TCCAGATTACAACTTCACCAGG -3’ Controle interno 162 5
mecA P7 5’ —CCACTTCATATCTTGTAACG -3’ positivo P
cif2 F2 5" - TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG -3’ )
I, regido J1 495 pb
cif2 R2 5" = ATTTACCACAAGGACTACCAGC - 3’
mecl P2 5’ — ATCAAGACTTGCATTCAGGC -3’ M elll, 209 5
mecl P3 5’ - GCGGTTTCAATTCACTTGTC -3’ complexo mec P
rif5 F10 5" - TTCTTAAGTACACGCTGAATCG - 3’
111, regido J3 414 pb
rif5 R13 5’ — GTCACAGTAATTCCATCAATGC -3’
ccrCF2 5’ - GTACTCGTTACAATGTTTGG - 3’
V, complexoccr 449 pb
ccrCR2 5’ — ATAATGGCTTCATGCTTACC -3’
kdp F1 5’ — AATCATCTGCCATTGGTGATGC -3’ )
II, regido J1 284 pb
kdp R1 5’ - CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG -3’
SCCmec V J1 F 5’ - TTCTCCATTCTTGTTCATCC - 3’
V, regido J1 377 pb
SCCmec V J1 R 5’ — AGAGACTACTGACTTAAGTGG - 3’
ccrB2 F2 5’ = AGTTTCTCAGAATTCGAACG -3’ M and IV, -
ccrB2 R2 5’ — CCGATATAGAAWGGGTTAGC -3’ complexoccr P
SCCmec 111 J1 F 5’ — CATTTGTGAAACACAGTACG -3’
111, regido J1 243 pb
SCCmec 111 J1 R 5’ = GTTATTGAGACTCCTAAAGC -3’

Fonte: Oliveira e Lencastre 2*; Milheirico et al*.

Detecgao dos genes envolvidos na formacao de biofilme

As reagdes de PCR para a deteccao dos genes codificadores do biofilme e o
primers utilizados (Tabela 4) foram realizadas conforme os parametros descritos por
Arciola et al.?> e Rohde et al. 2007%. Em todas as rea¢des realizadas foram utilizadas
linhagens de referéncia internacional com controle positivo e negativo, S. epidermidis

ATCC 35985 (produtora de biofilme) e S. epidermidis ATCC 12228.
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para deteccdo dos genes

envolvidos na formag¢do de biofilme.

Primer Sequéncia de nucleotideos (5' - 3") Amplicon
icaAl TGG CTG TAT TAA GCG AAG TC 669 pb
icaA2 CCT CTG TCT GGG CTT GACC 669 pb
icaD1 ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 198 pb
icaD2 CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGC AA 198 pb
icaB1 CTG ATC AAG AAT TTA AAT CAC AAA 302 pb
icaB2 AAA GTC CCA TAA GCCTGT TT 302 pb
icaCl TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT 400pb
icaC2 TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG 400pb

Fonte: Arciola et al?® ¢ Rohde et al. 20072

Pesquisa de genes das toxinas estafilococicas

As reacoes de PCR para os genes das hemolisinas alfa e delta (4la e hld), assim
como os primers utilizados, foram realizadas de acordo com Marconi et al?’. As reagdes
de amplificacdo dos genes das enterotoxinas (sea, seb e sec-1), e para o gene da toxina

128 e Johnson et

da sindrome do choque toxico (zst) foram realizadas segundo Cunha et a
al.? As reagdes para o gene leucocidina Panton-Valentine (pvl) e genes das toxinas
esfoliativas (eta, etb), conforme descrito por Tristan et al** e Koning et al*!. A Tabela 5
demonstra a sequéncia de primers utilizados, o tamanho do amplicon e as cepas

utilizadas como controles.
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Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados para a deteccdo de genes de hemolisinas e

toxinas.
Fator de Produto
Gene Iniciador Sequéncia (5°-3%) Controle
viruléncia amplificado
SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA ATCC
Enterotoxina A sea 120pb
SEA-2 GAACCTTCCATCAAAAACA 13565
SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG ATCC
Enterotoxina B seb 478pb
SEB-2 GACGGTACTCTATAAGTGCC 14458
SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT ATCC
Enterotoxina C Sec-1 257pb
SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC 19095
Tox. 1 da Sind. TSST-1 ATGGCAGCATCAGCTTGATA
) tst 350pb N315
Choque Toxico TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT
Toxina Esfoliativa ETA-1 CTAGTGCATTTGTTATTCAA
eta 119pb N5
A ETA-2 TGCATTGACACCATAGTACT
Toxina Esfoliativa ETB-1 ACGGCTATATACATTCAATT
eth 200pb M
B ETB-2 TCCATCGATAATATACCTAA
Hemolisina 7l HLA-1 CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 2050b N315
a
alfa HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT P
Hemolisina HLD-1 ATGGCAGCAGATATCATTTC
hid 357pb N315
delta HLD-2 CGTGAGCTTGGGAGAGAC
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGA
Leucocidina de LUK-PV1 ATCC
LukPV TCCA 433 pb
Panton Valentine 49775

LUK-PV2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

Visualizacdo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificagdes foi confirmada pela eletroforese da reacdo em gel

de agarose 2% preparado em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1,0X. Como padrao foi

utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi corado com Sybr®

Safe e posteriormente fotografado sob transiluminago ultravioleta.

PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

Todos os isolados de S. aureus foram tipados através do Pulsed-Field Gel

Eletroforesis (PFGE) utilizando o protocolo modificado de McDougal et a

1'32

As amostras foram colocadas em caldo BHI para o crescimento durante 24
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horas. Em um microtubo, foram adicionados 400ul da amostra e centrifugada a 12.000
rpm por 50 segundos. Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados 300ul
de solu¢dao 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 vortex, foram adicionados Spl
de lisostafina (Img/ml em 20mM de acetato de sodio [pH 4,5]) e 300ul de agarose
lowmelt.

As amostras foram distribuidas nos moldes para plugues, apds a solidificacao
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 sédio, 0,5% laurilsarcosil
sodico) e incubadas & 37°C por no minimo 4 horas. O EC foi retirado e os plugues
lavados com 2 ml de TE quatro vezes a temperatura ambiente com intervalos de meia
hora.

Para a restricdo do DNA genomico foi utilizada a enzima Smal (Fast Digest
Smal, Fermentas Life Science, Canadd). A eletroforese foi executada em aparelho
CHEF-DR III System (BioRad Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1% preparado
com TBE 0,5M (Pulsed Field Certified Agarose, BioRadLaboratories, EUA) sob as
seguintes condi¢des: 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 tampao de corrida. Foi utilizado
Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) como marcador molecular. O gel
foi corado com GelRed (10.000X em agua, Biotium, EUA) por 1 hora, e fotografado
sob transilumina¢ao UV.

A analise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics
(versdo 7.6; AppliedMaths, 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 ajustada para 1,2% e 1%
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice>80% foi escolhido para
determinagdo dos clusters.

Quarenta e cinco isolados, dos quais um era MRSA, ndo puderam ser tipados
utilizando a enzima Smal, no entanto, a tipagem foi possivel através da digestdo com a

enzima Apal.

MLST — Multilocus Sequence Typing
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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 6: carbamatoquinase (arcC) desidrogenase, do

chiquimato (aroE), glicerol quinase (glpF), guanilatoquinase (gmk), acetiltransferase

fosfato (pta), triosefosfatoisomerase (¢pi), € acetil coenzima A acetiltransferase (yqil).

A purificagdo foi realizada pelo Kit HiYield™ Gel/PCR Fragments Extraction e

a reacdo de sequenciamento ¢ descrita abaixo. A andlise e comparacao das sequéncias

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

Tabela 6. Sequéncia de primers utilizados na PCR

Gene Iniciador Sequéncia (5°-3’) produto
Amplificado

Carbamato quinase arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 570 pb
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

Desidrogenase do aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 536 pb

chiquimato aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC

Glicerol quinase glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 534 pb
glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

Guanilato quinase gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC 488 pb
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA

Fosfato pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 575 pb

acetiltransferase pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

Triose-fosfato tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA

isomerase tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC 4750

Acetil coenzima A yqiL-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC 598 pb

acetil transferase yqiL-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Reacio de sequenciamento

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

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

(eletroforograma) foi realizada pelo programa BioNumerics (versao 7.6; Applied Maths,

Bélgica).

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software EPI-INFO para

Windows, versao 7.2.6 (© Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA).
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Para comparacao entre variaveis dicotomicas, foram utilizados testes ndo paramétricos

de propor¢io, X2 e Teste Exato de Fisher.

Questoes éticas

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu, Brasil (n® do parecer: 1.107.685).
Resultados

Foram incluidos no estudo 112 isolados obtidos a partir de swab nasal e
orofaringeo de 312 individuos. Destes, 15 (13,4%) eram carreadores do gene mecA,
sendo, portanto, MRSA, o restante dos 97 (86,6%) isolados foram sensiveis a meticilina
(MSSA). Analisando separadamente os isolados de MRSA, obteve-se nove isolados
(60%) provenientes da mucosa nasal e 6 (40%) provenientes da mucosa orofaringea.
Quanto aos MSSA, 52 isolados (53,6%) eram provenientes da mucosa nasal e 45
(46,4%) da mucosa orofaringea. Dezesseis individuos apresentaram S. aureus em ambos
os sitios de coleta (nasal/oral) e um dos individuos apresentou MRSA na mucosa nasal e

MSSA na mucosa orofaringea.

Em relacdo a pesquisa de genes das toxinas com atividade de superantigenos
observou-se que 53,6% (60) carreavam o gene sea, 11,6% (13) foram positivos para o
gene seb e 16,1% (18) carreavam o gene sec-1 das enterotoxinas. Vale ressaltar que
66,1% (74) dos isolados foram positivos para pelo menos um dos genes codificadores
das enterotoxinas testadas, embora apenas um isolado tenha carreado os trés genes
simultaneamente. A frequéncia de isolados carreando o gene para toxina 1 da sindrome
do choque toxico (zsf) foi de 11,6% (13) enquanto que apenas 1,8% (2) dos isolados
foram positivos para o gene da esfoliatina A (eta). Nenhum dos isolados carreava o

gene da esfoliatina B (etb).

Quanto as hemolisinas, a andlise revelou que 90,1% (101) dos isolados foram
positivos para hla e 89,2% (100) carreavam o gene hld. Pdde-se observar que 96,4%
(108) carreavam pelo menos um dos genes das hemolisinas testadas. Nenhum isolado

carreava o gene da Leucocidina de Panton Valentine (pvi).
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Em relagdo aos genes relacionados com a producao de biofilme, notou-se que
apenas 6,2% (7) dos isolados carreavam o operon icaADBC completo, porém 93,7%
(105) carreavam os genes icaA e icaD simultaneamente. Analisando os genes
separadamente, observou-se que 93,7% (105) dos isolados eram positivos para o gene
icaA, 96,4% (108) carreavam o gene icaD, 21,4% (24) carreavam o gene icaB e 26,8%
(30) carreavam o gene icaC do biofilme. Vale lembrar que os genes icaA e icaD sao

essenciais para formacao e funcionamento do biofilme por isolados de S. aureus.

A prevaléncia dos fatores de viruléncia entre os isolados de MSSA e MRSA ¢
demonstrada na Figura 1 sem diferenca significativa para nenhum dos genes
pesquisados. A comparagdo entre a presenga dos fatores de viruléncia nos isolados de S.
aureus provenientes da mucosa nasal e orofaringea revelou diferenca significativa

apenas para o gene da enterotoxina C (sec-1) com p=0,01 (Figura 2).
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Nota. Genes pesquisados quanto a viruléncia dos isolados de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA) e S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA). Genes codificadores das enterotoxinas estafilococicas (sea, seb e sec-1). Gene da
toxina 1 da sindrome do choque toxico (#sf). Gene codificador da esfoliatina A (eta). Genes das citotoxinas, alfa
hemolisina (kla) e delta hemolisina (4/d). Genes relacionados a produgdo de biofilme (operon icaADBC).O eixo y

esta expresso em porcentagem e o rotulo de dados estd em niimero absoluto de isolados.

Figural. Pesquisa dos genes de viruléncia em isolados de MSSA e MRSA provenientes

de individuos diabéticos insulino-dependentes.
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icaADBC). *Diferenga significativa p=0,01.0 eixo y estd expresso em porcentagem e o rotulo de dados estd em

nimero absoluto de isolados.

Figura 2. Comparacao entre os genes de viruléncia dos isolados encontrados na mucosa

nasal e orofaringea de individuos diabéticos insulino-dependentes.

Quanto a analise do perfil clonal, entre os isolados de MRSA foi obtido um
cluster com cinco isolados (A), sendo que quatro desses apresentaram 100% de
similaridade (659N, 665N, 555N, 5540) e um cluster com trés isolados (B), com 100%
de similaridade entre dois deles (720 e 615N). Todos os isolados do cluster A ¢ B de
MRSA apresentaram os genes icaA e icaD para formagao de biofilme e o gene hld
codificador da hemolisina delta. Também foram detectados os genes sea em trés
isolados, o gene seb em um isolado, o gene sec-I em dois isolados € o gene da
hemolisina alfa (#/a) em sete isolados. Um dos isolados de MRS A, nao foi tipado com a
enzima Smal sendo posteriormente tipado com Apal. Esse isolado carreava o gene icaA
e icaD do biofilme, o gene da enterotoxina A (sea) € o gene das hemolisinas alfa (4la) e

delta (hld) (Tabela 7).

Importante ressaltar que dois isolados de cada cluster foram selecionados para
caracterizacdo através da técnica de MLST sendo possivel observar uma prevaléncia de
Sequence Types (ST) ST 5 em dois isolados do cluster A e em um isolado do cluster B
seguido de um isolado tipado como ST 8. Além destes, o isolado 735N tipado apds
restricdo com a enzima Apal pela técnica de PFGE, também foi caracterizado por
MLST como ST398, pertencente a uma importante linhagem clonal associada a

disseminagao entre seres humanos e animais (Tabela 7).
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Tabela 7. Perfil de viruléncia dos Clusters A e B de MRSA tipados por PFGE e MLST.

PFGE  S. aureus mecA ST Cipcomd; Genes de viruléncia
659N + v 5 icaA, icaD, sea, seb, hld
665N + 1Y - icaA, icaD, sea,hla, hid

ClusterA 555N+ v - icaA, icaD, hla,hld
5540 + 1A - icaA,icaD,hla, hid
6390 + v S icaA, icaD, sec-1,hla,hld
720 + v 8 icaADC, sec-1, hla, hld
ClusterB 615N + I 5 icaD, tst, hla, hld
6370 + | - icaADC, sea, hla, hld
735N* + v 398 icaAD, sea, hla, hld

Nota.PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis, MLST: Multilocus Sequence Typing, ST:Sequence Types. Isolados
de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) baseados na deteccdo do gene mecA agrupados por PFGE com >
80% de similaridade. Cluster A=Todos os isolados apresentando SCCmec tipicamente comunitario (Tipo IV), dois
deles tipados por MLST como STS.Cluster B=Presenga de SCCmec tipo I e IV entre isolados tipados como STS e
ST8, respectivamente. *Isolado tipado apos restrigdo com Apal pela técnica de PFGE apresentando ST398. N=
mucosa nasal. O= mucosa orofaringea. icaA/icaD=genes codificando para formagdo de biofilme. sea= gene da

enterotoxina A. sec-1= gene da enterotoxina C. ila= gene da hemolisina alfa. #/d= gene da hemolisina delta.

Ja as amostras de MSSA apresentaram maior diversidade entre os isolados,
sendo encontrados 4 clusters com baixo numero de amostras (A, B, C e D). Os clusters
também apresentaram um importante arsenal de genes de viruléncia, com destaque para
o cluster A com dois isolados com o operon ica completo (icaADBC), genes das
enterotoxinas A e¢ B e das hemolisinas alfa e delta, € o cluster B com um isolado
apresentando o operon ica completo, gene da enterotoxina A (sea), gene da toxina 1 da

sindrome do choque téxico (st) e os genes hla e hld das hemolisinas (Tabela 8).
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Tabela 8. Perfil de viruléncia dos Clusters majoritarios de MSSA tipados por PFGE.

PFGE MSSA Genes de viruléncia
679N icaADB, seb, hla, hld
Cluster A 6800 icaADB, hla,hld
248N icaADBC,sea, seb, hla, hld
2480 icaADBC, sea,seb, hla, hld
682N icaADB, sea, hla, hid
Cluster B 6820 icaADB, sea, hla, hld
65N icaADBC. sea, tst, hla, hild
646N icaADB, seb,hla, hid
ClusterC 647.0 icaAD, sea, seb, hla, hld
311N icaAD, seb, hla,hld
633N icaAD,sec-1, hla, hid
260 icaAD, sea, hla, hid
Cluster D 6360 icaAD, sea, hla, hid
4210 icaADB, hld

Nota.PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis. Perfil de viruléncia dos isolados de S. aureus sensiveis a meticilina
(MSSA) tipados por PFGE + Smal com > 80% de similaridade. N= mucosa nasal, O= mucosa orofaringea.
icaAlicaD/icaBl/icaC=genes codificando para formagdo de biofilme, sea= gene da enterotoxina A, seb= gene da

enterotoxina B, sec-1= gene da enterotoxina C, hla= gene da hemolisina alfa, hld= gene da hemolisina delta.

Ainda com relagdo as amostras de MSSA, foi possivel agrupar os 45 isolados
tipados apos restricdo com a enzima Apal pela técnica de PFGE, em trés clusters
majoritarios (A, C e D) e trés clusters com menor nimero de amostras (B, E, F). Com
exce¢do de dois isolados, todos apresentaram os genes icaA e icaD do biofilme, e os
genes hla e hld das hemolisinas. Além desses, dois isolados do cluster A apresentam o
operon ica (icaADBC) completo e o gene /ld da hemolisina delta. Embora com menor
frequéncia, também foram encontrados isolados carreando os genes sea (17), seb (1) e

sec-1 (4) das enterotoxinas e o gene st (1) da toxina 1 da sindrome do choque téxico.
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Posteriormente foram selecionados desses clusters quatro isolados para
caracterizacdo por MLST, sendo possivel obter trés isolados tipados como ST398. Um
isolado possuiu alteracdo em uma das bases do gene arcC e, portanto, ainda ndo foi
possivel obter seu sequence type do banco de dados do MLST, pois sera enviada para o
curador do banco de dados do MLST (http://www.mlst.net) para identificagdo de novo

ST (Tabela 9).

Tabela 9. Caracteristicas dos isolados com perfil PFGE+A4pal tipados pela técnica de
MLST

Genes housekeeping

MSSA
arcC aroE glpF gmk pta tpi yqiL

ST Genes de viruléncia

6950 3 35 19 2 20 26 39 398 jcaAD, hla, hid

715N 3 35 19 2 20 26 39 398 jcaAD, sea, hla, hid
7620 3 35 19 2 20 26 39 398 icaAD, sea, seb, hla, hid
7000 26 35 19 2 20 26 39 - icaADC, hla

Nota.Isolados que foram caracterizados através da técnica de MLST. N=mucosa nasal. O=mucosa orofaringea.
arcC= gene carbamato quinase, aroE=gene desidrogenase do chiquimato, glpF=glicerol quinase, gmk=guanilato
quinase, pta=fosfato acetiltransferase, tpi=triose-fosfato isomerase, yqiL=acetil coenzima A. ST= sequence types.
icaAlicaD=genes codificando para formacgdo de biofilme, sea/seb= genes codificadores das enterotoxinas A e B,

hla= gene da hemolisina alfa, hld= gene da hemolisina delta.

Discussao

A patogenicidade de S. aureus estd relacionada a numerosos fatores de
viruléncia expressos pela bactéria, os quais possibilitam a adesao a superficies bioticas e
abidticas, disseminagdo, danos celulares e evasdo do sistema imunolégico do

hospedeiro 343°

Quanto a distribuicao dos fatores de viruléncia, no geral pudemos observar uma
maior prevaléncia de genes associados a formacdo do biofilme, com predominancia
dos genes icaA (93,7%) e icaD (96,4%). Ambos sdo fatores essenciais para o processo
de adesdo intracelular, e, portanto, exercem papel fundamental na formacao da
multicamada do biofilme, sendo esse fator de extrema importancia para colonizacdo e
persisténcia do microrganismo, permitindo a evasdo do sistema imune e protecao
contra agdo de antimicrobianos.’®’’ Estudos prévios encontraram alta prevaléncia

desses genes em S. aureus e relatam a presenca concomitante dos genes icaA e icaD e
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a produgdo fenotipica do biofilme**3° Na formacio do biofilme, para formar as
camadas bacterianas, as células vao se ligando umas as outras através do PIA
(polissacarideo de adesdo intercelular), uma molécula polissacaridica que favorece a
adesdo entre as células. O PIA ¢ sintetizado a partir de UDP-N-acetilglicosamina por
uma enzima N-acetilglicosaminatransferase, a qual ¢ codificada pelos 16cus de adesao
intercelular (ica), em particular pelo icad. A expressdo Unica deste gene induz uma
baixa atividade enzimatica produzindo baixa quantidade do polissacarideo. Entretanto,
a expressao simultanea do icaA e do icaD promovem um aumento significativo da N-
acetilglicosaminatransferase, que atua formando oligdbmeros com 10-20 residuos
aproximadamente de B-1,6-N-acetilglicosamina.***'Foi demonstrado que icaD sozinho
ndo induz atividade enzimatica de transferase, enquanto que o icaA isolado induz
pouca atividade. Entretanto, quando icaA e icaD sdao expressos conjuntamente, a
atividade enzimatica da transferase ¢ aumentada, formando maior quantidade de PIA.
Outra possibilidade proposta ¢ que a proteina transcrita por icaA, uma proteina
transmembrana que contém aproximadamente 412 aminoacidos, necessita de icaD

para obter uma conformacio ativa.*?

Outro dado importante foi a prevaléncia de genes das hemolisinas alfa (90,1%) e
delta (89,2%), sem diferenga estatistica de prevaléncia entre isolados sensiveis e
resistentes. As hemolisinas estdo entre os principais fatores de viruléncia na patogénese
de S. aureus, tendo papel na disseminagao do microrganismo por promover a lise de
hemacias, leucécitos e fibroblastos através da formacdo de poros nas membranas das
células alvo.**** Em estudo recente, Bonesso et al** confirmaram o papel crucial da
alfa hemolisina em infecgdes pulmonares associadas a ventilagdo mecanica causadas
por S. aureus produtores dessa citotoxina, ndo somente em MRSA, mas também em
MSSA. Esse dado refor¢a a ideia de que isolados de MSSA carreando fatores de
viruléncia podem causar infecgdes tao graves e de dificil tratamento, como as causadas

por MRSA.

Nossos resultados estdo de acordo com os encontrados por Djahmi et al*6. Os
autores relatam uma alta prevaléncia de hla em S. aureus isolados de pacientes
ambulatoriais com ulceras de membros inferiores, porém relatam que esse gene foi
significativamente mais encontrado em isolados de MSSA (100%) que em MRSA

(16,4%). Segundo Dunyach-Remyet al*’ as infeccdes do pé diabético apresentam grau
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de gravidade similar entre MRSA e MSSA, exceto quando a a-hemolisina esta presente,

aumentando a patogenicidade de isolados de MSSA.

Em contraste com outros estudos conduzidos na mesma regido, ndo foi
encontrado nenhum isolado carreando o gene da Leucocidina de Panton Valentine
(pvD*¥3°. A PVL é uma leucotoxina bicomponente formadora de poros com a
habilidade de lisar leucocitos e ¢ codificada pelos genes [ukS-PV e lukF-PV. Sua
apresentacdo clinica em humanos ¢ a infeccdo severa de pele e tecidos moles e/ou
pneumonia necrotizante’!. Souza et al’?, trabalhando com isolados de S. aureus de
diferentes origens, notaram a presenca de isolados positivos para pvl apenas em

pacientes dermatologicos com infeccdo primdria ou secundaria.

Em relagdo aos genes das enterotoxinas, foi encontrado maior prevaléncia do
gene codificador da enterotoxina A (53,6%) nos S. aureus isolados no estudo. Os genes
seb e sec-1 foram menos frequentes, com 11,6% (13) e 16,1% (18) de positividade,
respectivamente. Nossos achados estio de acordo com Lim et al’’, que também
relataram alta prevaléncia do gene sea entre os isolados de MSSA e MRSA. Estudos
sugerem que o gene sea ¢ significativamente mais prevalente em S. aureus isolados de
ulceras profundas e que podem representar um biomarcador para diferenciar
colonizacgdo e infeccio em pacientes diabéticos com ulcera de membros inferiores?.
Houve uma menor positividade para o gene codificador da toxina 1 da sindrome do

choque toxico, com apenas 11,6% (13) dos isolados carreando o gene f#st.

Segundo estudos publicados anteriormente, a prevaléncia dos genes eta e etb
varia de 0,5% a 3% entre isolados de MSSA, sendo que em isolados de MRSA, essa
prevaléncia gira em torno de 10%®*. No presente estudo apenas 1,8% (2) dos MSSA
carreavam o gene da esfoliatina A, sendo que nenhum deles apresentou o gene da
esfoliatina B, e nenhum MRSA dos 15 encontrados nesse estudo apresentou os genes
dessas toxinas. Esses achados contrastam também com o relato de Post et al** que
demostraram presenca importante dos genes eta (13%) e ethb (17%) em isolados clinicos

de S. aureus.

A presenca de genes com atividade de superantigeno em isolados de S. aureus
colonizando individuos diabéticos aumenta a possibilidade de disseminacao de cepas

virulentas, consequentemente aumentando a chance de infec¢des mais graves uma vez



68

que esses fatores induzem a ativacao de células T com secre¢do exacerbada de citocinas

que podem levar a quadros graves de sepse.?’

Quanto a tipagem molecular dos isolados de MRSA, nossos achados estao de

acordo com Pereira-Franchi et al.”

SCCmecTipo IV e ST8-SCCmec Tipo IV contendo os genes icaA, icaD, hla, hid e

que relatam a presenca de isolados contendo ST5-

genes das enterotoxinas (sea, seb e/ou sec-1) provenientes de individuos atendidos nas
Unidades Basicas de Saude (UBS) de Botucatu sugerindo uma possivel persisténcia
desses clones na comunidade. Diferente dos nossos achados, os autores relatam
associacdo entre ST5 e SCCmec II albergando os mesmos fatores de viruléncias citados
acima. Pires et al.’® também relataram a presenca de isolados de MRSA ST5-

SCCmecTipolV entre individuos saudéaveis da comunidade de Botucatu.

Embora ndo tenha havido diferenga significativa na presenca de genes de
viruléncia entre isolados de MRSA e MSSA, foi possivel observar a presenca de
isolados sensiveis virulentos colonizando individuos diabéticos da comunidade. A
presenca de isolados contendo ST398, revela a importancia desse grupo. A linhagem
ST398 ¢ tipicamente relacionada a animais rurais tanto em isolados resistentes (MRSA)
quanto sensiveis (MSSA) porém apenas os MSSA ST398 sdao relacionados a
disseminacdo entre seres humanos®”*%. Em estudo recente, Bonesso et al.** trabalhando
com isolados de pacientes que utilizavam ventilagdo mecanica hospitalizados na
unidade de terapia intensiva (UTI) do Hospital das Clinica da UNESP de Botucatu,
relatam que pacientes colonizados por esta linhagem desenvolveram pneumonia com
elevada taxa de mortalidade. Assim como em estudo de Bonesso et al.** todos os ST
398 identificados apresentaram o gene da citotoxina alfa (hla), além dos genes hld e

icaAD indicando alto potencial patogénico dessa linhagem.

O perfil de viruléncia de clones majoritarios de MRSA e MSSA isolados de
individuos diabéticos insulino-dependentes, demonstrado pela presenca de genes
codificadores das hemolisinas, genes relacionados a producdo de biofilme e genes
relativos as demais toxinas demonstram o elevado potencial patogénico de S. aureus
carreados pelos diabéticos, sugerindo que a colonizagdo com essas cepas resistentes e
virulentas pode implicar em maior persisténcia e disseminacdo, bem como a
possibilidade de evoluir para infecgdes mais graves e de maior dificuldade de
tratamento. Medidas de controle como programas de educagdo continuada para

profissionais da satde e funcionarios das unidades basicas de Saude e a descolonizagao
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dos individuos podem ser uteis para reduzir a disseminacdo do patdogeno entre os

diabéticos.

Conclusao

O presente estudo revelou alta patogenicidade dos isolados de MSSA e
MRSA provenientes de individuos diabéticos, ressaltando a importancia do MSSA. A
viruléncia de microrganismos sensiveis tem papel fundamental na evolu¢do das
infeccdes e, portanto, devem ser analisados em conjunto com a resisténcia a
antimicrobianos. Isolados que agruparam pela técnica de PFGE e foram tipados por
MLST apresentaram semelhancas em seus perfis de viruléncia refor¢cando a ideia de
transmissdo de cepas virulentas entre a populagdo estudada. Muitos isolados que
agruparam pela técnica de PFGE apresentaram similaridade com a cepa ST398, que ¢
reconhecidamente virulenta. Uma vez que esses individuos t€ém maior predisposicao as
infecgdes, essa disseminacdo poderia resultar em alto risco do desenvolvimento de
infecgOes graves aliados a dificuldade de tratamento de infecgdes causadas por bactérias

resistentes.
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Conclusoes

A prevaléncia de colonizagdo por MRSA foi maior em individuos diabéticos
quando comparada a populacdo saudavel;

Foram encontrados isolados de S. aureus e MRSA colonizando exclusivamente
a garganta, fato que indica a importancia da inclusdo desse sitio de coleta em
estudos de prevaléncia de carreamento desse microrganismo;

Alguns isolados de MRS A apresentaram sensibilidade a oxacilina e cefoxitina;
Prevaléncia de SCCmec tipo IV entre os MRSA isolados de diabéticos;

Elevado potencial patogénico de MSSA e MRSA ressalta a importincia dos
MSSA em relagdo a gravidade das infecgoes.

Nenhum S. aureus apresentou resisténcia a vancomicina, linezolida e
quinupristina/dalfopristina.

Clusters de MRSA e MSSA entre isolados provenientes de individuos diferentes
sugere disseminagdo entre os diabéticos;

A maioria dos MRSA foi tipada como ST5-SCCmecTipo IV e ST8-SCCmec
Tipo IV.

Importante linhagem patogénica ST398 foi tipada entre MRSA e MSSA;

Alguns individuos eram colonizados na mucosa nasal e orofaringea com
diferentes cepas de S. aureus,

A idade e doenga pulmonar foram associados negativamente ao carreamento de
S. aureus em individuos diabéticos insulino-dependentes;

Apenas ulcera de membros inferiores foi associada como fator de risco para
colonizagao por S. aureus;

O sexo masculino foi associado como fator de risco para carreamento de MRSA.
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Anexo I

Calculo amostral

No municipio de Botucatu, a Secretaria Municipal da Satde (SMS) possui 1.631
diabéticos insulina-dependentes cadastrados para recebimento de aparelhos

glicosimetros. Esta foi a populagdo de base para nosso estudo.
Foi selecionada amostra representativa, baseada nos seguintes parametros:

e Populagdo total: 1.631.
e Estimativa de carreamento de S. aureus (p): 50% (valor sugerido para
proporcao desconhecida).
e Margem de erro (d): 5%.
e Efeito de desenho (DEFF): 1.
A partir desses valores, utilizando a formula n = [DEFF*Np(1-p)]/[(d2/Z21-0/2*(N-

1)+p*(1-p)], obtivemos amostra sugerida de 312 sujeitos.
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Tabela 3. Caracterizacao da populacao de diabéticos insulino-dependentes incluidas no estudo.
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Individuo

Sexo

Idade

Renda
familiar
(SM)

Comorbidades

Ulcera
de
MMIL

antimicrobiano*

Atendimento
médico

Colonizacao

5
10
16

19

22

26

29
35
49

52

65

66
69
72

76

80

87

M
F

=

70
82
73

67

42

83

64
61
74

71

78

66
69
27

43

66

76

1
3
1

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca,
pulmonar e
Neoplasias solidas

Doenga hepatica
Doenga cardiaca
Doenga renal

Doenga renal

Doenga pulmonar

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca

Doenga SNC

Doenga de SNC e
neoplasia solida

UBS - CECAP
UBS - CSE
UBS - CSE
Ambulatorio
UNESP

UBS - CSE

Ambulatério
UNESP

UBS - CSE
UBS - CECAP

UBS - CSE
UBS - Vila
jardim
Ambulatério
UNESP

UBS - CECAP
UBS - CECAP

Particular

UBS - Santa
Maria

UBS - Jardim
Peabiru

UBS - Cohab I

Negativo
Negativo

S. aureus
Negativo

S. aureus
S. aureus

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
S. aureus

Negativo
Negativo
MRSA

Negativo

Negativo

Negativo



90
98
103

108
109

113

122

125
127

130
134
140
153

163
187

190

193

194

195
202

207

218

o]

M

<

£ £ "2 £

69
61
88

85
40

40

54

73
55

74
80
66
61

69
55

50

50

54

53
91

61

72

Doengca hepatica

Doenga cardiaca

Doenca hepatica

Doenga cardiaca

Doenga renal

Doenga do SNC

Doenga renal e
SNC

Doenga renal

Doenga cardiaca,
pulmonar e
hepatica

Doenga pulmonar e
renal

Doenca SNC

Doengca cardiaca

Doenga cardiaca e
renal

Particular
Particular

CSI

UBS - Vila
jardim
Particular
Ambulatério
UNESP

UBS -
Marajoara

UBS - CECAP

Particular
UBS - Vila
jardim

UBS - CECAP
UBS - Vila
jardim

UBS - Séao
Lucio

UBS - CSE

UBS - CSE

Ambulatério
UNESP

UBS - Jardim
Iolanda

Ambulatério
UNESP
Particular
UBS - CSE
UBS - Séao
Lucio

Particular

79

Negativo
Negativo

Negativo
MRSA

Negativo

S. aureus

Negativo

Negativo

S. aureus
Negativo
Negativo
Negativo
S. aureus

Negativo

Negativo

S. aureus

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo



228

236

244

248

252
253
255

272

275

283

289

290

293
299

305

306

311

312

327

329

<

Z’TJZ s

o]

70

75

65

49

64
47
25

64

62

62

47

93

78
67

36

34

70

40

82

53

Neoplasia sélida

Doenca pulmonar,
renal e SNC
Doenga cardiaca

Doenca pulmonar e
neoplasia solida

Doenga hepatica

Doenca pulmonar

Neoplasia solida

Doenga pulmonar

Doenga renal,
hepética e
neoplasia sélida

Doenga renal,
hepética

Doenga do SNC

UBS - Jardim
Peabiru

Particular

UBS - CECAP

UBS -
Marajoara
Particular

UBS - Real
Park

UBS - CSE
UBS - Jardim
Aeroporto
UBS - Rubido
Jr

UBS - Real
Park

UBS - Real
Park

UBS - Jardim
Peabiru

Particular
UBS - CSE

UBS - Jardim
Tolanda

UBS - CSE

UBS - CSE

Ambulatério
UNESP

UBS - CSE

UBS - Jardim
Aeroporto

80

Negativo

Negativo
Negativo
S. aureus

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

S. aureus

Negativo

Negativo

S. aureus

S. aureus
Negativo
Negativo

Negativo



332

341

343

356

364

368

389
393

397

406

407

410

412

421

445
449
456

461

465

482

"HZ’TJ"H’TJ

<

o]

46

61

60

53

67

51

70
59

20

71

70

65

58

69

78
62
75

54

69

60

Doenga hepatica

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca

Neoplasia sélida

Doenca pulmonar

Doenga renal

Doenga cardiaca e
renal

Doenga cardiaca e
renal

Doenga cardiaca

Neoplasia solida

Doenga cardiaca e
pulmonar

Doenga do SNC

UBS - CECAP

Ambulatério
UNESP

UBS - CECAP

Ambulatério
UNESP

UBS - Vila
jardim

UBS - Jardim
Iolanda
Particular
UBS - CSE

Ambulatério
UNESP

Ambulatério
UNESP

Ambulatério
UNESP

Ambulatério
UNESP

Particular

UBS - Jardim
Cristina

UBS - CECAP
Particular

Particular
UBS - Santa
Elisa
Particular

UBS - Vila
jardim

81

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
S. aureus

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
S. aureus
S. aureus

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo



498

504

506

508
518

521
534

535

539

543

544

551
552
553

554

555

556
557
558

559

560
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45

62

53

63
56

85
78

69

52

66

57

53
57
72

56

58

50
44
50

60

69

Doenga cardiaca e
neoplasia solida

Neoplasia sélida

Doenga cardiaca e
renal

Doenga cardiaca,
renal, SNC e
neoplasia sélida

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca e
renal

Doenga renal

Doenga cardiaca e
SNC

Doenga do SNC e
neoplasia sélida

Doenga renal e
neoplasia solida

Doenga renal

Doenga renal e
SNC

Doenga hepatica

Doenga cardiaca e
neoplasia solida

Ambulatério
UNESP

UBS - Real
Park

UBS - Vila
jardim
Particular
UBS - CSE
UBS - Vila
jardim
UBS - CSE

Ambulatério
UNESP

UBS - Vila
jardim
UBS - Real
Park
Particular
UBS - Sao
Lucio
Particular
UBS - Vila
jardim
Particular
UBS - Vila
jardim
Particular
Particular

Particular

Particular

UBS - Sao
Lucio

82

Negativo

S. aureus

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
S. aureus
Negativo

Negativo
MRSA

Negativo

MRSA

MRSA

Negativo
Negativo
S. aureus

Negativo

S. aureus



561
567

568

569

570

571

572

573

574

575

576
577
578

579

580

581

582

583

584

76
56

75

68

79

61

67

38

62

65

51
58
71

65

71

71

71

66

44

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca e
SNC

Doenga cardiaca,
pulmonar, renal

Doenga cardiaca,
renal e SNC

Doenga renal

Doenca pulmonar,
renal e hepatica

Doenga pulmonar

Doenca hepatica

Doenga cardiaca,
renal

Doenga renal,
hepatica

Doenga renal e
hepatica

Doenga cardiaca e
SNC

Doenga cardiaca,
renal e neoplasia
sélida

Doenga renal

UBS - CECAP
UBS - Vila
jardim

UBS - Vila
jardim
Ambulatério
UNESP
UBS - Vila
jardim
Particular
Particular

Particular

UBS - Vila
jardim
Ambulatorio
UNESP

UBS - Vila
jardim

UBS - CECAP
UBS - CECAP

Particular

UBS - CECAP

UBS - Vila
jardim
Particular
UBS - Vila
jardim
UBS - Vila
jardim
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Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
S. aureus

S. aureus
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

S. aureus
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590
591
592
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595
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598

599

600
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69

63

56

39

45

24
50
69
59

69

75
69

59

49

57

39

55

81

75

W = W W

Doenca pulmonar,
renal, neoplasia
solida

Doenga renal e
SNC

Doenga cardiaca,
hepatica

Doenga cardiaca,
renal, hepatica,
SNC

Doenga cardiaca
Doenca hepatica
Doenga pulmonar,
renal e neoplasia
solida

Doenga cardiaca
Doenga cardiaca

Doenca pulmonar e
SNC

Doenga cardiaca

Doenga renal e
neoplasia solida

Ambulatério
UNESP

Particular

UBS - CECAP

UBS - CECAP

UBS - CECAP

UBS - CSE
UBS - CSE
UBS - CSE
UBS - CSE

UBS - CSE

UBS - CSE
Particular

UBS - Jardim
Aeroporto

UBS - CSE

UBS - Jardim
Aeroporto

UBS - Jardim
Iolanda

Particular
UBS - Jardim
Aeroporto

Particular

84

S. aureus

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
S. aureus

Negativo
Negativo

S. aureus

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

S. aureus

Negativo
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605
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608
609
610
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612
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614

615

616
617
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63

62

42

48

53
69
63
67

59

63

66

74
72
58

61

67

66

66

Doenga cardiaca,
pulmonar, renal e
AIDS

Doenga cardiaca
Doenca pulmonar

Doenga pulmonar

Doenga do SNC

Doenga renal e
SNC

Doenga cardiaca,
pulmonar, renal,
hepética

Doenga renal

Doenga do SNC

Doenga renal e
SNC

Doenga renal e
hepatica

UBS - Jardim
Aeroporto

UBS - Jardim
Aeroporto

UBS - Jardim
Aeroporto

UBS - Santa
Elisa

Particular

UBS - Santa
Elisa

Particular

UBS - Santa
Elisa
UBS - Santa
Elisa

UBS - Jardim
Peabiru

Particular

UBS - Jardim
Aeroporto

Particular
Particular

Particular

UBS - Jardim
Peabiru

UBS - Jardim
Peabiru
Particular

UBS - Santa
Maria
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S. aureus

Negativo

S. aureus

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

S. aureus

S. aureus

Negativo

MRSA

Negativo
S. aureus

Negativo
Negativo
Negativo

S. aureus

Negativo



623

624

625

626

627

628

629
630

631

632

633

634

635

636

637
638

639

640

641

642
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13

57

71

46

64

67

81
62

80

61

50

60

4

66

57
70

73

54

80

78

Doenga cardiaca,
renal, SNC e
neoplasia solida

Doenga do SNC

Doenga do SNC

Doenga renal, SNC

Doenga do SNC

Doenga renal e
SNC

Doenga do SNC

Doenga do SNC

Doenga do SNC

Doenga renal

Doenga cardiaca,
hepatica

Doenga cardiaca,
SNC

Doenga do SNC

Ambulatério
UNESP

Particular

Particular

UBS - Santa
Maria

UBS - Rubido
Jr

UBS - Jardim
Peabiru

Particular
Particular

UBS - Jardim
Peabiru

UBS - Jardim
Peabiru

Particular

UBS - Jardim
Aeroporto

Particular

UBS - Jardim
Aeroporto

Particular

Particular
Particular

UBS - Jardim
Aeroporto

UBS - Jardim
Aeroporto

Particular
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Negativo

Negativo

S. aureus

Negativo

S. aureus

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
S. aureus

S. aureus
Negativo
S. aureus

MRSA
Negativo

MRSA

S. aureus

Negativo

S. aureus
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61
57

83

70
25

25
75

60

69

59

72
60
49
72
31
33

47

66

65

61
19
58
54
54
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Doenga cardiaca

Doenga renal e
SNC

Doenca pulmonar,
renal

Doenga do SNC

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca e
renal

Doenga cardiaca
Doenga do SNC
Doenca pulmonar

Doenga renal

Doenga cardiaca e
SNC

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca

+ o+ o+

+

Particular

Particular
Particular

UBS - CSE
UBS - CSE

UBS - CSE

Particular

UBS - Jardim
Iolanda

Particular

Particular
Particular

Particular
Particular
Particular
Particular
Particular

Particular
UBS - Rubido
Jr

Particular

Ambulatério
UNESP

Particular
Particular
Particular

Particular
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Negativo

S. aureus
Negativo
S. aureus
S. aureus
Negativo

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
S. aureus
Negativo
Negativo

MRSA

S. aureus

Negativo

Negativo

S. aureus
S. aureus
MRSA
Negativo

Negativo
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669

670

671

672

673
674
675

676

677

678

679

680
681

682
683

684

685
686

687

688
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66

59

63

59

63

59
59
60

52

62

66

54

42
62

62
39

75

70
70

22

72

Doenga cardiaca

Doenga renal e
neoplasia solida

Doenga cardiaca,
renal e neoplasia
solida

Doenga cardiaca e
renal

Doenga renal e
hepatica

Doenga cardiaca

Doenga pulmonar e
renal

Doenga renal

Doenga do SNC

Particular

Ambulatério
UNESP

UBS -
Marajoara

Particular

UBS -
Marajoara

Particular
Particular

Particular

UBS -
Marajoara
UBS -
Marajoara

UBS -
Marajoara

UBS -
Marajoara

Particular

Particular
Particular

Particular

Ambulatério
UNESP

Particular
UBS - CSE

Ambulatério
UNESP

UBS - Jardim
Cristina
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Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo

S. aureus

S. aureus

Negativo

S. aureus

S. aureus

Negativo
S. aureus

S. aureus
Negativo

Negativo

Negativo

S. aureus

S. aureus
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68
75
72
37
76

71

47
51
78

66

50
49
62
73
80

74

72

83

75
75
74
74

76
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Doenga cardiaca

Doenga do SNC

Doenga cardiaca

Doenca cardiaca,
pulmonar, renal,
hepatica e
neoplasia sélida
Doenca pulmonar

Doenga cardiaca

Doenga renal e
neoplasia sélida

Doenga renal

Doenga do SNC
Doenga do SNC
Doenga do SNC

Doenga do SNC

Doenga renal,
hepética, SNC e
neoplasia sélida
Doenga renal

Doenga cardiaca,
renal e neoplasia
solida

Neoplasia solida
Doenga renal

Doenga renal

Doenga cardiaca,
renal, SNC e

+ o+ 4+ o+

UBS - CSE
UBS - CSE
UBS - CSE
Particular

UBS - CSE

UBS - CSE

Particular
Particular

Particular

UBS - CSE

UBS - CSE
Particular
UBS - CSE
Particular

Particular

Particular

Particular

Particular

Particular
Particular
Particular

Particular

Particular
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S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus

Negativo

Negativo

S. aureus
S. aureus

Negativo
Negativo

Negativo
S. aureus
S. aureus
Negativo

Negativo
S. aureus
S. aureus
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
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725
726
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73

51
74

72

79

62
61
67

58

68
61
71

65
69

54

18

46

84
54
64

neoplasia solida

Doenga cardiaca,
pulmonar e renal

Doenga renal

Doenga cardiaca

Doengca hepatica e
SNC

Doenga do SNC
Doenga renal e
hepatica

Doenga cardiaca,
renal e hepatica

Doenga cardiaca,
renal e neoplasia
solida

Doengca hepatica e
SNC

CSI

Particular
UBS - Vila
jardim
UBS - Vila
jardim
Particular

UBS - CSE

UBS - Real
Park

UBS - CSE

Ambulatério
UNESP

UBS - CSE
Particular

Particular
Particular

Particular
Particular

Particular
Particular

Particular
Particular

Particular

90

Negativo
Negativo
Negativo
S. aureus
S. aureus

Negativo

S. aureus
Negativo
Negativo
S. aureus

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

S. aureus
Negativo

MRSA
S. aureus

S. aureus
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733 F 66 1 Doenga.carfh‘a cae - - - + + + - - Particular Negativo
neoplasia solida

734 M 67 1 AIDS ; ; - ; - ; ; ; éﬁg‘éﬁ‘tério Negativo
735 M 19 1 - - - - - - - - - Particular aureuAjMRS A
736 F 80 1 - - - + - - - - - Particular MRSA
737 F 66 1 - - - - - - - - - Particular Negativo
738 F 69 1 Neoplasia solida - - - - - - - - Particular Negativo
739 M 68 1 Doenga cardiaca - - - - - - - - Particular S. aureus
740 M 70 1 - - - - + - - + - Particular Negativo
741 M 55 3 Doenga pulmonar - - - - + + - - Particular S. aureus
742 M 29 3 - - - - - - - - - Particular Negativo
743 M 71 1 - - - - - - - - - Particular Negativo
744 M 39 5 - - - - - - - + - Particular Negativo
745 M 81 5 Doenga cardiaca - - - + + + + - Particular Negativo
746 M 61 5 - - - - - - - - - Particular Negativo
747 M 18 1 - - - - - - - - - Particular S. aureus
748 M 77 5 - - - - - + + - - Particular S. aureus
Doenga cardiaca,
749 M 70 5 renal e neoplasia - - - - - - - - Particular Negativo
solida
750 M 20 3 Doenga pulmonar - - - - - - - - Particular Negativo
Doenca pulmonar,
751 F 74 1 SNC e neoplasia + - + - + - - +  Particular S. aureus
solida
752 M 1 - - - - - - - - - Particular Negativo
753 M 78 1 Doenga renal - - + - - - + + l;;ii;iardim Negativo
754 F 31 1 Doenga renal e - - - - + - + - Particular Negativo

hepética
755 F 72 1 Doenga cardiaca e - - + - - - + +  Particular Negativo
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72
46
52
58
62
61

42

55

73

68

71

67

53

67

34

86

74

63

55

76
21
75

O e

renal

Doenga renal

Doenga cardiaca

Doenga cardiaca

Doenga renal

Doenga cardiaca,
renal, SNC e AIDS

Doenga renal

Doenga renal e
neoplasia sélida

Doenga cardiaca

+ o+ o+

Particular
Particular
Particular
Particular
Particular

Particular
UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

UBS - Rubido
Jr

Particular

UBS -
Marajoara

Particular
Particular

Particular

92

MRSA
MRSA
S. aureus
Negativo
Negativo

Negativo

S. aureus
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
S. aureus
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
S. aureus
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
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Nota. Os individuos sdo identificados com numeros por ordem de coleta. F = feminino; M = masculino; SM= Salario minimo, a renda familiar estd expressa em salarios
minimos. *Internagdo, Uso de antimicrobiano e cirurgia no ano que precedeu a coleta. Negativo: individuo ndo colonizado por S. aureus e/ou MRSA. SNC=Sistema nervoso
central; MMII= membros inferiores; DVP=Doeng¢a Vascular Periférica; UBS=Unidade Basica de Satide em que o individuo acompanha o diabetes. Particular = individuos

que fazem o acompanhamento da doenga em clinicas particulares.
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Anexo II1

Ficha de levantamento de dados

Nome:

Género: Idade:

Local de residéncia: Numero de moradores no domicilio:

Renda familiar:

Tipo de Diabetes: ( ) I () II Observacao:

Tempo de diagndstico do Diabetes: anos.
Tempo de uso de insulina: anos.

Usa hipoglicemiantes orais? Qual(is):

Co-morbidades/Charlson score

1-( )IAM ( H)Icc () Doenga vascular periférica
() Deméncia ( )DPOC ( ) Doenga do tecido conjuntivo
() ulcera péptica () Hepatopatia leve

() Doenga cerebrovascular () Diabetes

2- () Hemiplegia () Doenga renal moderada/severa

() Neoplasia maligna () Leucemia () Linfoma

() Diabetes com dano de 6rgao

3- () Doenca hepatica moderada/severa

6- () AIDS () Tumor solido metastatico

Score de Charlson:

Outras co-morbidades:

Tatuagens (S/N): H4é quanto tempo:




Internac¢des no ultimo ano:

95

Hospital Data Entrada Data Saida Motivo
Uso de antimicrobianos no ultimo ano
Antimicrobiano Data inicio Data fim Motivo

Cirurgias e procedimentos invasivos no ultimo ano

Procedimento

Data

Motivo

Outras informacoes de interesse:
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Anexo IV

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O sr (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa chamada “PREVALENCIA E
FATORES DE RISCO PARA CARREAMENTO NASAL E OROFARINGEO DE
Staphylococcus aureus EM DIABETICOS INSULINA-DEPENDENTES NO MUNIC{PIO DE
BOTUCATU, SP.” Leia atentamente o texto abaixo e faca qualquer pergunta que achar
necessario.

Viérias pessoas carregam no nariz ou na garganta uma bactéria chamada “estafilococo”.
Normalmente, essa bactéria ndo causa nenhum mal. Mas algumas tém um “estafilococo”
diferente, que ¢ resistente a varios antibidticos. Essas pessoas t€ém maior risco de adquirir
doencas de pele e outras. O objetivo da nossa pesquisa € saber quais pessoas carregam o
“estafilococo”, principalmente em sua forma resistente. Para isso, precisamos colher secre¢do
do seu nariz e garganta e realizar exames. A coleta da secregdo se faz colocando uma espécie
de “cotonete” em cada narina e na garganta. Na secrecdo colhida, serdo feitos exames para
identificar se o “estafilococo” esta presente e se ele ¢ da forma resistente. Caso vocé tenha o
“estafilococo” resistente isso ndo quer dizer que vocé esta doente. Apenas vocé tem maior risco
que os outros de ter doengas. Assim, participando da pesquisa, vocé ira colaborar com o
conhecimento sobre essa bactéria, e sua distribui¢do entre os portadores de diabetes
possibilitando medidas de prevengao e tratamento de doengas.

Precisaremos também que vocé responda a um questionario com informagdes pessoais,
que sera aplicado pelo pesquisador. Vocé levara cerca de 10 minutos para responder a esse
questionario.

E importante vocé saber que em nenhum momento sera divulgado seu nome ou
qualquer informagdo a respeito das perguntas que foram feitas que permitam sua identificacao
(garantimos total sigilo e anonimato das informagdes coletadas). Além disso, vocé podera retirar
sua participag¢do da pesquisa a qualquer momento e ndo sera penalizado de qualquer forma por
isso, bastando para isso falar com um dos pesquisadores. Quaisquer outras duvidas podem ser
esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de
Botucatu, localizado na Chacara Butignoli s/n, Rubido Junior - Botucatu - Sdo Paulo, CEP:
18618-970 (Proximo a FAMESP) fone: 14-3880 1608 ou 1609. O CEP sera responsavel por
guardar todas as informagdes e garantir a seguranca delas.O CEP também ira acompanhar o
desenvolvimento do estudo para ver se ele esta sendo feito de maneira correta.

Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficara com vocé e a
outra com os pesquisadores do projeto.

Declaro que li o texto acima e concordo em participar do projeto de pesquisa.

Ass.: Nome:

Assinatura da Pesquisadora:

Nathalia Bibiana Teixeira

Pesquisadora: Nathalia Bibiana Teixeira. Departamento de Microbiologia e Imunologia,
Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, tel. 14 — 3880-0429/ 14 - 99734-3674;
na_tx0402@yahoo.com.br. Orientadora:Dr.* Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha.
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, tel.
14 — 3880-0428; cunhamlr@ibb.unesp.br.

Botucatu, de de 2018.
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Anexo V

Parecer consubstanciado do Comite de Etica em Pesquisa (CEP)
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