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RESUMO

Os estafilococos coagulase-negativos (ECN) sdo integrantes da microbiota normal da pele
humana e os microrganismos mais frequentemente isolados de materiais clinicos. No ambiente
hospitalar sdo a maior causa de bacteremias, na maioria dos casos em pacientes mantidos em
unidades de tratamento intensivo. A patogenia das infeccbes causadas por estas bactérias é
complexa e multifatorial, sendo véarios os fatores de viruléncia envolvidos nas infec¢es. O
biofilme é o principal fator de viruléncia dos ECN, conferindo protecdo contra o sistema imune
do hospedeiro e a acdo dos antimicrobianos. As toxinas estafilococicas denominadas
superantigenos sdo classificadas antigenicamente em toxina 1 da sindrome do choque toxico
(TSST-1) e em enterotoxinas. Desencadeiam uma série de efeitos toxicos, pois funcionam como
potentes toxinas gastrointestinais e estimulam de forma inespecifica a proliferacdo de células T.
Os sistemas regulatérios estafilococicos, tais como o sistema agr, podem afetar a producdo das
toxinas e do biofilme agindo como indutores ou repressores de genes especificos para a producao
de fatores de viruléncia. Além dos fatores de viruléncia, 0 aumento da resisténcia antimicrobiana
nos ultimos anos tem fundamental significdncia nas infeccBes hospitalares. As amostras
resistentes a oxacilina deixam poucas alternativas para o tratamento das infecgdes causadas por
estes patdgenos. Uma das drogas de escolha tem sido a vancomicina, porém ja sao relatados
casos de susceptibilidade reduzida e de resisténcia a esta. Assim, este estudo objetivou
caracterizar as espécies de ECN provenientes de hemoculturas de pacientes do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu quanto a detecgdo e expressdo dos fatores de
viruléncia, ao sistema agr envolvido na regulagdo da viruléncia e a susceptibilidade aos

antimicrobianos.



ABSTRACT

Coagulase—negative staphylococci (CNS) are normal resident microbes of human skin, often
isolated from clinical specimens. They are the major cause of bacteremia in inpatients, especially
intensive care patients. Pathogenesis of infection caused by these organisms is complex and
multifactorial, with several virulence factors involved in infection processes. Biofilm is key for
CNS virulence, since it provides protection against the host’s immune system and the action of
antimicrobial agents. Staphylococcal toxins known as superantigens are antigenically classified
as toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1) and enterotoxins. They trigger a chain of toxic effects
by acting as potent gastrointestinal toxins and nonspecifically stimulating T cell proliferation.
Staphylococcal regulatory systems, such as agr, may affect toxin and biofilm production through
induction or repression of genes coding for virulence factor production specifically. In addition to
virulence factors, increasing resistance rates to antimicrobial agents is also highly significant in
nosocomial infections. Oxacillin—resistant strains leave few treatment alternatives for infection
caused by these pathogens. Vancomycin has shown to be one drug of choice, although decreased
susceptibility, as well as resistance, to vancomycin have been reported lately. Therefore, the aim
of this study has been to categorize CNS species in blood culture specimens from inpatients at the
UNESP Hospital das Clinicas in Botucatu, Brazil, as per detection and expression of virulence

factors, agr system involved in virulence regulation, and susceptibility to antimicrobial agents.



1. INTRODUCAO

O género Staphylococcus é 0 membro mais importante da Familia Staphylococcaceae,
que esta compreendida no Filo Firmicutes, Classe Bacilli e Ordem Bacilalles. O género
Saphylococcus abrange 49 espécies e 26 subespéecies, que Se caracterizam por serem €OCOS
gram—positivos que medem de 0,5 a 1,5um de didmetro e se apresentam isolados ou em arranjos
irregulares, lembrando cachos de uva. Sdo imdveis, ndo formadores de esporos, catalase—
positivos e anaerébios facultativos.*™

As especies do género Staphylococcus sdo classificadas em grupos, de acordo com a
capacidade de sintetizar a enzima coagulase. O grupo dos estafilococos coagulase—positivos tem
como representantes: S aureus, S schleiferi subsp. coagulans, S intermedius, S
pseudointermedius, S. delphini, S lutrae, S hyicus e S agnetis. J& 0 segundo grupo, conhecido
como estafilococos coagulase—negativos (ECN), é formado pelas demais espécies: S. arlettae, S.
auricularis, S. capitis subsp. capitis, S. capitis subsp. urealyticus, S. caprae, S carnosus subsp.
carnosus, S. carnosus subsp. utilis, S. caseolyticus, S. chromogenes, S. cohnii subsp. cohnii, S.
cohnii subsp. urealyticus, S. condimenti, S devriesal, S. epidermidis, S equorum subsp. equorum,
S equorum subsp. linens, S felis, S fleurettii, S gallinarum, S. haemolyticus, S. hominis subsp.
hominis, S. hominis subsp. novobiosepticus, S jettensis, S. kloosii, S lentus, S lugdunensis, S
lutrae, S massliensis, S microti, S muscae, S nepalenss, S pasteuri, S. petrasii subsp.
crocellyticus, S. petrasi subsp. petrass, S pettenkoferi, S piscifermentan, S. pulvereri, S. rostri,
S saccharolyticus, S saprophyticus subsp. bovis, S. saprophyticus subsp. carnaticus, S sciuri
subsp. lentus, S sciuri subsp. rodentium, S. sciuri subsp. sciuri, S simulans, S schleiferi subsp.
schleiferi, S. stepanovicci, S. succinus subsp. casel, S. succinus subsp. succinus, S vitulinus, S

warneri e S xylosus.

11



Os ECN sédo os microrganismos mais abundantes na microbiota normal humana, sendo
considerados colonizadores primarios da pele. Ocupam um nicho aerdbio na pele, provavelmente
utilizando a ureia presente no suor como fonte de nitrogénio.* S&o considerados microrganismos
oportunistas, pois podem se aproveitar de algumas situagdes, como rupturas da barreira cutanea
por trauma ou pela presenca de corpos estranhos, e com isso atingir outros tecidos, proliferar e
desenvolver comportamento patogénico. S0 0s microrganismos mais frequentemente isolados de
materiais clinicos, e nas ultimas décadas tém sido considerados importantes patogenos,
principalmente em infec¢cdes que acometem pacientes imunossuprimidos, prematuros e pacientes
com implantes de préteses.>®

No ambiente hospitalar os ECN s&o a maior causa de bacteremia, na maioria dos casos em
pacientes mantidos em unidades de tratamento intensivo.” A patogenia das infecgbes causadas
por estas bactérias € complexa e multifatorial, sendo varios os fatores de viruléncia envolvidos
nas infeccBes por Staphylococcus, como a producdo de biofilme e toxinas. Além disso, a
resisténcia aos antimicrobianos tem aumentado nos altimos anos, dificultando o tratamento das
infeccBes causadas por esses microrganismos.®

O biofilme, considerado o principal fator de viruléncia dos ECN, é definido como uma
interagdo complexa de microrganismos incorporados em uma matriz extracelular de
polissacarideo, proteinas e acido nucleico,’ que confere protecdo aos microrganismos envolvidos
do sistema imune do hospedeiro durante a infeccdo.'® O mecanismo exato da formagdo do
biofilme ainda é muito estudado, e sabe-se que quatro passos estdo envolvidos nesses processos: a
adesdo, a acumulagdo, a maturacdo e o desprendimento. Na constituicdo do biofilme
estafilocdcico, alguns genes estdo implicados na codificacdo das mais importantes substancias e

proteinas, em especial o operon ica, codificador de uma adesina polissacaridica. Esse operon
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contém os genes icaADBC, mais o icaR, que tem funcéo regulatoria e é transcrito no sentido oposto
ao operon ica. Com a ativacdo do operon ica, é sintetizado um polissacarideo de adesdo
intercelular (P1A), sustentando os contatos célula—célula por meio de um biofilme de multiplas
camadas. O gene icaA codifica a enzima transferase de N-acetilglicosamina, que é utilizada na
sintese do PIA. Quando ocorre apenas a transcricdo do gene icaA, a atividade enzimatica
induzida € baixa, mas se 0 gene icaD for expresso conjuntamente, ocorre incremento significativo
da transferase de N-acetilglicosamina, que atua formando oligbmeros com aproximadamente 20
residuos. O gene icaC quando expresso atua na sintese de oligbmeros mais longos com 130
residuos, que reagem com antissoros especificos para PIA e na exportacdo do PIA sintetizado. O
gene icaB tem funcdo de desacetilacdo com introducdo de carga positiva no PIA, sendo crucial
para a formacdo de biofilme e para funcdo biolégica. Assim, uma das funcdes mais importantes
do PIA ¢ a de contribuir para a formacdo do biofilme, o que leva a persisténcia das infeccdes e a
ndo eficécia da atividade dos antimicrobianos.>*!*2

Recentemente foi reconhecido que o PIA néo é essencial para a formacdo de biofilmes em
cepas de S epidermidis, sendo descritas cepas com capacidade de sintetizar biofilmes e nao
carreadoras dos genes ica, isoladas de infecgOes relacionadas ao biofilme. Nos casos de formagao
de biofilme independente de PIA, o polissacarideo pode ser substituido por proteinas adesivas,
como a proteina associada ao acumulo (Aap) e a proteina associada ao biofilme (Bhp em S
epidermidis e Bap em S aureus).™ Aap é uma proteina de 220 kDa que contém um N-terminal de
dominio A e um de dominio B, que € processada por proteases bacterianas e do hospedeiro, e que
tem por forma ativa uma proteina fibrilar, liberada das células em “tufos”. A acumulacdo de Aap
é mediada pela dimerizac&o Zn®*- dependente dos dominios B sobre as células vizinhas, enquanto

o dominio A é responsavel pela adesdo aos cornedcitos, implicando papel adicional na adesdo a
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pele.® Ja 0 Bhp é uma proteina de 284,4 kDa que induz a formacéo do biofilme e a acumulagéo na
auséncia do PIA. E uma proteina homologa a Bap, detectada em S aureus, e enquanto a Bap é
encontrada em ilhas de patogenicidade, a Bhp ndo esta associada a elementos méveis.® Ainda n4o
esta estabelecido o mecanismo pelo qual Bap e eventualmente Bhp contribuem para a formacéo
de biofilme.">*

Além do biofilme, encontram-se também nos ECN outros fatores de viruléncia, podendo
contribuir para a degradacdo do tecido e para uma resposta imune inflamatéria.’® As toxinas
estafilocdcicas denominadas superantigenos foram originalmente detectadas em S aureus e
abrangem as enterotoxinas estafilocdcicas e a toxina 1 da sindrome do choque téxico (TSST-1)."°
Podem desencadear uma série de efeitos tdxicos, pois funcionam como potentes toxinas
gastrintestinais e também como superantigenos, estimulando de forma inespecifica a proliferacao
de células T. Essa ativacdo inespecifica se da através da ligacéo direta a molécula da classe 11 do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC II) e a cadeia v do receptor de antigeno da
célula T (TCR), sem o processamento tipico de antigenos normais, resultando na estimulacao de
muitas células T e consequentemente em producdo excessiva de citocinas, tais como interleucina
| (IL-1), IL-2, interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-c.).*®

A purificacdo e a caracterizacdo das enterotoxinas estafilococicas tiveram inicio em
1959,'" e atualmente sdo 23 as enterotoxinas sorologicamente distintas e designadas pelas letras
EEA a EELV.Y"# Todas as enterotoxinas apresentam atividade superantigénica, mas apenas
algumas apresentam atividade emética (EEA a EEI, EER, EES e EET). O Comité Internacional
de Nomenclatura para Superantigenos Estafilococicos propde que se designem como
enterotoxinas estafilocdcicas—like (EEL) do tipo X as enterotoxinas que ndo apresentam

propriedades eméticas em modelos de animais primatas ou que ainda ndo foram testadas.?
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Muitos autores gquestionam o potencial de produgéo de toxinas por ECN, sugerindo erros
de identificacdo das espécies,®> como linhagens de S aureus produtoras de baixa (ou nenhuma)
quantidade de coagulase.?* No entanto, alguns relatos indicam a producdo de TSST-1 e de
enterotoxinas estafilocécicas também por ECN.?>?® Em estudo realizado em 2006 por Cunha et
al.,* foi investigada a presenca de genes toxigénicos em ECN isolados de alimentos. A técnica
de PCR detectou 10% de amostras positivas, sendo que destas 25% apresentaram o0 gene sec-1 e
75% apresentaram o gene sea. Em outro estudo, de 2007, Cunha et al. detectaram 0s genes
responsaveis pela producao de enterotoxinas em amostras de Staphylococcus isoladas de recém-
nascidos.?® Das amostras estudadas, 46,6% dos S aureus e 40% dos ECN foram positivos para a
presenca de genes de enterotoxinas estafilococicas. Nos estudos realizados em 2011 por Calsolari
et al. em amostras de ECN isoladas de recém nascidos,? a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase transcriptase reversa (RT-PCR) detectou a expressdo do gene sea em 3 das 14
amostras que foram positivas para esse gene pela técnica de PCR, enquanto o gene sec foi
detectado em 33 amostras e sua expressao detectada em 3 amostras.

Tanto a producdo de toxinas como a formacao do biofilme sdo mecanismos utilizados por
estafilococos durante os processos da infeccdo. Permitem evitar as defesas do hospedeiro, a
adesdo as células e aos tecidos, o crescimento e dispersdo no hospedeiro e a degradacdo das
celulas e tecidos, tanto para nutricdo quanto para protecdo. Todas essas fases da infeccdo séo
coordenadas por um sistema complexo que envolve a comunicacdo entre as células bacterianas e
a densidade desses microrganismos em determinado espaco.** Quorum sensing é o mecanismo
pelo qual a bactéria consegue “perceber” a densidade celular do meio em que se encontra atraves
da comunicagdo entre as células presentes, permitindo uma reacdo fenotipica de acordo com a

fase de crescimento bacteriana. Nos estafilococos a atividade quorum sensing é importante
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porque certas proteinas, tais como os fatores de viruléncia, s6 devem ser expressas em
determinada fase de crescimento.*

Um dos sistemas com atividade quorum sensing que coordena a maioria dos fatores de
viruléncia em estafilococos é o sistema agr (accessory gene regulator).*®* No lécus agr, dois
promotores com orientacdes opostas, P2 e P3, produzem dois transcritos, respectivamente RNAII
e RNAIIL. O RNAIII é formado por 510 nucleotideos responsaveis pela transcri¢cdo de genes de
muitos fatores de viruléncia, como toxinas extracelulares, enzimas e proteinas de superficie
celular presentes em S. aureus.®* O RNAII é formado por quatro genes, agrA, agrB, agrC e agrD,
arranjados em um operon (agr), e trabalhando juntos para induzir a sintese do RNAIIIL. Os
produtos dos genes agrB e agrD, respectivamente as proteinas AgrB e AgrD, se juntam formando
um polipeptideo autoindutor (AIP), que é liberado para o meio extracelular. A AgrC é uma
proteina transmembranica com receptores para AIP e quando o AIP se liga a proteina AgrC, este
fosforila a proteina AgrA ativando-a. A proteina AgrA fosforilada age como um indutor dos
promotores P2 e P3. A sintese do RNAIII é induzida quando a concentracdo do AIP, especifico
no meio, atinge determinados niveis que geralmente sdo detectados na passagem da fase
exponencial de crescimento para a fase estacionaria. O produto final da cascata do l6cus agr é o
RNAIII, um RNAm que funciona como indutor ou repressor dos genes acessorios.*?

A expressdo do sistema agr contribui para a patogénese estafilococica em
diferentes momentos da infecgdo. Considerando a curva de crescimento dos estafilococos,
observa-se que todas as exoproteinas sdo secretadas na fase pos-exponencial, excetuando-se a
enterotoxina A, que € produzida durante todas as fases de crescimento. Por outro lado, as
proteinas associadas a membrana e as adesinas sdo produzidas durante a fase exponencial e ndo

na fase pés-exponencial.*
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Sdo descritos quatro polimorfismos do I6cus agr em S. aureus (agr I, 11, 1l e IV) e trés
polimorfismos em S epidermidis (agr I, 11 e 111).%® Nesses grupos ha variacdo nos genes agrB,
agrC e AgrD, e consequentemente no AIP e na proteina AgrC, sendo a ligacdo da AIP com seu
receptor especifico para cada grupo alélico. Quando ocorre ligacdo de um AIP de um grupo
alélico ao receptor AgrC de um outro grupo, o AIP ndo produz fator intrinseco e ndo produz o
sinal atraves da proteina AgrC, funcionando portanto, como um antagonista. Um AIP so é
agonista para seu proprio grupo alélico, de forma que bactérias de grupo agr diferentes interferem
na regulacdo de proteinas acessérias uma com a outra.** Segundo Novick et al.,* essas variantes
dentro do locus agr podem ter sido selecionadas durante a evolugdo, representando um
determinante fundamental na divergéncia das cepas, que estd intimamente associada com a
especiacdo estafilococica. Além disso, os alelos alternativos e a capacidade de estimular
diferentes grupos agr podem representar adaptacdes a diferentes microambientes em locais
especializados de infeccdes.*’

Segundo Otto,® foram descritas regies de homologia do l6cus agr de S aureus em
outras espécies de estafilococos, e as proteinas codificadas pelo l6cus agr nas diferentes espécies
sdo muito semelhantes, com valores de identidade de aminodcidos no intervalo de 50%. A
comparagao do sistema agr de S epidermidis com S aureus apresenta semelhancas na estrutura e
sequéncias dos genes, com tamanho aproximado de 3,5kb e 68% de similaridade, podendo
desempenhar um papel similar.®” Em S lugdunensis a identidade é de 63%, com uma organizagio
gendmica semelhante.®® J4 no estudo realizado em 2002 por Dufour et al., compararam-se as
sequéncias de nucleotideos na regido do lécus agr em vaérias espécies de Saphylococcus,
detectando-se inimeras variantes de sequéncias que confirmam a variabilidade da regido mesmo

entre subpopulaces de uma Gnica espécie.*’
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Além dos fatores de viruléncia descritos, ¢ de fundamental significancia nas infeccGes
hospitalares o aumento da resisténcia antimicrobiana nos ultimos anos. A oxacilina é uma
penicilina semissintética utilizada no Brasil como teste de sensibilidade e tratamento das
infeccdes causadas por ECN, e segundo alguns autores 66-95% dos isolados clinicos de ECN séo
resistentes a oxacilina.*** A resisténcia dos estafilococos a oxacilina é determinada pelo gene
mecA, que codifica a proteina ligadora de penicilina suplementar (PBP2a), apresentando assim
baixa afinidade as penicilinas semissintéticas.** Esse gene é carreado em um elemento genético
movel especifico identificado como cassete cromossémico estafilococico mec (staphylococcal
cassette chromosome, SCCmec) que € composto pelo complexo do gene mec, pelo complexo do
gene ccr e pela regido J. O complexo mec é composto do gene mecA e de seus genes regulatérios
mecl e mecRI, e o complexo do gene ccr € responsavel pela integracédo e excisdo do SCCmec no
cromossomo. Ja a regido J ndo é essencial ao cassete cromossdmico, mas pode carrear genes que
codificam resisténcia a agentes antimicrobianos ndo B-lactdmicos e metais pesados.*®

Até o momento foram descritos onze tipos de SCCmec (www.SCCmec.org), que sdo
definidos pela combinacdo dos tipos de complexo do gene ccr e a classe do complexo do gene
mec, sendo os subtipos definidos por polimorfismos da regido J em uma mesma combinagédo dos
complexos mec e ccr.* Os tipos de SCCmec I, 11 e 111 sdo os mais detectados em estafilococos
isolados de ambiente hospitalar, e os demais tipos sdo mais frequentemente isolados de amostras
de origem comunitaria. O SCCmec Il é o que apresenta maior tamanho, podendo carrear genes
de resisténcia a varios antimicrobianos, e as bactérias que carreiam esse elemento podendo causar
sérias infeccdes.*® J& o tipo 1V tem um menor tamanho e custo metabélico, tornando este um

elemento seletivamente favorecido para a transferéncia entre Staphylococcus. Além disso, esse
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tipo de SCCmec ndo impde um custo adaptativo ao seu hospedeiro, podendo se disseminar na
auséncia de pressdo seletiva de antibioticos.*’

Em estudos realizados em um hospital de Porto Alegre, RS, foi descrita a distribuicdo dos
SCCmec em ECN resistentes & oxacilina isolados de hemoculturas. O SCCmec Il foi o mais
frequente, sendo isolado em S epidermidis, S hominis, S capitis e S. sciuri. O segundo mais
detectado foi 0 SCCmec I, nas espécies S. epidermidis, S. haemolyticus e S capitis. JA 0 SCCmec
IV foi caracterizado apenas em S epidermidise o tipo Il em S. haemolyticus.*®

O aumento de amostras resistentes a oxacilina deixa poucas alternativas para o tratamento
das infec¢Bes causadas por estes patdégenos. Uma das drogas de escolha tem sido a vancomicina,
porém ja sdo relatados casos de susceptibilidade reduzida e de resisténcia a esta. A vancomicina
foi introduzida na clinica em 1958. A utilizacdo desta droga aumentou nos Gltimos 20 anos, em
decorréncia do aumento na prevaléncia de S aureus e ECN resistentes & oxacilina.*® Entretanto,
tém sido objeto de grande interesse cientifico por todo o mundo a emergéncia, em 1988, de
enterococos resistentes a vancomicina e o potencial de transferéncia dessa resisténcia para outras
bactérias.

Estudos tém mostrado que o gene vanA, mediador da resisténcia a vancomicina, pode ser
transferido de enterococos para uma variedade de bactérias gram—positivas incluindo S. aureus.®
Em seu estudo de 2003 numa UTI neonatal, Center et al. detectaram 3,9% de ECN com
susceptibilidade reduzida & vancomicina, sendo que 75% foram identificados como S warneri.>*
No estudo realizado em 1990 por Veach et al.,>* foram isoladas linhagens de S haemolyticus
resistentes a vancomicina de pacientes submetidos a terapia prolongada com esse antimicrobiano.
As linhagens de S haemolyticus isoladas dos pacientes que estavam em tratamento com

vancomicina mostraram diminuicdo da susceptibilidade a essa droga em comparagdo com as
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linhagens isoladas antes da antibioticoterapia. No Brasil, foi relatado em 2005 por Palazzo et al. o
isolamento de 4 amostras de ECN de individuos saudaveis com altos valores de concentragao
inibitéria minima para a vancomicina (16 pg/mL, 32 pg/mL e >256 pg/mL), sendo trés dessas
amostras mecA positivas.™

Embora na maioria dos estudos realizados os estafilococos resistentes a vancomicina
(VRS) também apresentem resisténcia a oxacilina, alguns trabalhos relatam que os VRS podem
apresentar diferentes padrbes de resisténcia, ndo sendo obrigatoriamente resistentes a oxacilina,
visto serem diferentes os mecanismos de resisténcia a essas drogas. A susceptibilidade reduzida a
vancomicina pode envolver alteracfes metabolicas com espessamento da parede bacteriana,
devido a aceleracdo da sintese de peptidoglicano. Estdo assim disponiveis mais sitios D-alanil-D-
alanina para a ligacdo da vancomicina, que acaba se esgotando, ndo inibe a sintese do
peptidoglicano, e leva ao espessamento da parede.” ** No estudo de Palazzo et al.,>® o0 gene van
ndo foi 0 mecanismo responsavel pela resisténcia de suas amostras, pois ndo foram detectados os
genes vanA, vanB e vanC, sugerindo que a espessura da parede bacteriana pode ter contribuido
para a resisténcia a vancomicina.

Além da resisténcia a oxacilina e dos casos de resisténcia e susceptibilidade reduzida a
vancomicina, tem sido relatada resisténcia de S. epidermidis a varios outros antibidticos, como a
rifampicina, as fluoroquinolonas, a gentamicina, a tetraciclina, o cloranfenicol, a eritromicina, a
clindamicina e as sulfonamidas. J& a resisténcia a estreptograminas, linezolida e tigeciclina ocorre
raramente nessas bactérias. Os genes de resisténcia a esses antimicrobianos sdo mediados por
plasmideos e encontram-se com maior frequéncia em cepas resistentes a meticilina, sendo

comum sua ocorréncia em cepas hospitalares que sofrem maior pressio seletiva.
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Com o crescimento das infeccBes causadas por ECN, é de extrema importancia a
determinag@o dos fatores de viruléncia e da susceptibilidade aos antimicrobianos para melhor
conhecimento do potencial patogénico desses microrganismos. Assim, este estudo objetivou
caracterizar as espécies de ECN provenientes de hemoculturas de pacientes do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu quanto a deteccdo e expressao dos fatores de
viruléncia, o sistema agr envolvido na regulacdo da viruléncia e a susceptibilidade aos

antimicrobianos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar as espécies de ECN provenientes de hemoculturas de pacientes do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu quanto a deteccao e expressdo dos fatores de

viruléncia, ao sistema agr envolvido na regulacdo da viruléncia e a susceptibilidade aos

antimicrobianos.

3.2. Objetivos Especificos

>

Y V V VvV

Y

Isolamento e identificacdo fenotipica de 300 amostras de ECN provenientes de
hemoculturas de pacientes internados no HC da FMB no periodo de 1990 a 2009;
Identificacdo fenotipica e genotipica dos ECN incluidos no estudo;

Deteccdo dos genes de superantigenos: sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e tst.

Deteccdo dos genes relacionados ao biofilme: icaA, icaB, icaC, icaD, bhp e aap.
Determinacédo da expressdo de mRNA nas amostras de ECN positivas para 0s genes de
superantigenos e genes relacionados ao biofilme pela técnica de RT-PCR;
Sequenciamento dos genes de superantigenos positivos pela técnica de RT-PCR;
Deteccdo do locus agr nas amostras positivas para a expressdo dos genes de
superantigenos e genes relacionados ao biofilme;

Deteccdo do gene mecA e tipagem do SCCmec;

Determinacdo da concentracdo inibitéria minima para oxacilina, vancomicina,
daptomicina, linezolida, quinupristina/dalfopristina e tigeciclina por E-test;

Deteccdo da susceptibilidade reduzida & vancomicina pela técnica de triagem.
Caracterizacdo do perfil clonal das amostras que expressarem 0s genes de superantigenos

e/ou biofilme pela técnica PFGE.
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4. APRESENTACAO DA TESE

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

cientificos.

4.1. Artigo Cientifico I: Expressdo de superantigenos e do sistema agr em Saphylococcus

epidermidis

4.2. Artigo Cientifico I1: Estafilococos coagulase-negativa: estudo de 20 anos do perfil de

resisténcia aos antimicrobianos em isolados de hemocultuta de um hospital universitario

4.3. Artigo Cientifico I1l: Deteccdo do sistema agr e resisténcia aos antimicrobianos em S.

epidermidis produtores de biofilme
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RESUMO
Introducéo

Os estafilococos coagulase—negativos (ECN) sdo integrantes da microbiota normal
humana e considerados microrganismos oportunistas, sendo os mais isolados de materiais
clinicos e a principal etiologia das bacteremias hospitalares. As infeccdes causadas por ECN sdo
complexas, podendo envolver a producdo de toxinas, como 0s superantigenos, que contribuem
para a degradacdo do tecido e para uma resposta imune inflamatéria. Um dos sistemas com
atividade quorum sensing que coordena a expressao da maioria dos fatores de viruléncia em S
aureus € o sistema agr (accessory gene regulator); pouco se conhece entretanto sobre a presenca
do sistema agr e a expressao de superantigenos em espécies de ECN. Dessa forma o trabalho
objetivou a deteccdo dos genes sea, seb, sec-1, sed, see, seg, seh, sai, tt, a expressao desses
superantigenos e a pesquisa do l6cus agr em ECN isolados de hemoculturas.
Resultados

Entre as 300 amostras de ECN estudadas, a deteccdo dos genes revelou a presenca do
gene sea em 57,3% das amostras, 23,3% seb, 35,0% sec-1, 2,3% sed, 2,7% see, 62,7% seg,
13,0% seh, 66,7% sal e 5,0% tst. Foi comprovada a expressdo em S epidermidis do gene seaem
uma amostra, do gene sec-1 em duas, dos genes seg e sei concomitantemente e do gene sei em
outra. A comparacdo da sequéncia dos genes expressos em S epidermidis revelou 98 a 100% de
identidade com os genes de enterotoxinas de S. aureus. O grupo agrl foi detectado em S
epidermidis que expressaram 0S genes sea, seg e s& e 0 grupo agrll nas amostras que
expressaram 0 gene sec-1. A expressdo dos grupos agr sO foi observada nas amostras que

expressaram o gene sec-1.
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Conclusoes

Os resultados apresentaram alta frequéncia de genes de enterotoxinas em ECN e
confirmaram a capacidade da producgéo dessas toxinas em amostras clinicas com alta similaridade
as enterotoxinas produzidas por S. aureus. O grupo agrll pode estar relacionado a producgédo da
enterotoxina C em S epidermidis, determinando maior viruléncia dessas cepas isoladas de

hemoculturas, que podem agravar a sepse causada por esses microrganismos.

PALAVRAS-CHAVES: Estafilococos coagulase—negativos, enterotoxinas estafilococicas,

sistema agr.
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ABSTRACT
Introduction

Coagulase—negative staphylococci (CNS) are normal resident microbes of human skin,
recognized as opportunistic organisms. They are the most frequently isolated organisms from
clinical materials, and the main cause of nosocomial bacteremia. CNS infections are complex,
and may involve production of toxins, such as superantigens, which contribute for tissue decay
and inflammatory immune response. Systems with quorum sensing activity coordinating
expression of most S. aureus virulence factors include agr (accessory gene regulator); however,
little is known about agr presence and superantigen expression in CNSs. Therefore, the aim of
this study has been to detect sea, seb, sec-1, sed, see, seg, seh, sei, and tst genes and the
expression of such superantigens, as well as to investigate the presence of the agr locus in CNS
specimens from blood culture.
Results

Gene detection has shown the seagene to be present in57.3% ofspecimens, sebin 23.3%, sec-
1in 35.0%, sed in 2.3%, seein 2.7%, seg in 62.7%, seh in 13.0%, sei in 66.7%, and tst in 5.0% of
specimens. Expression of the sea gene was shown in one S epidermidis specimen, sec-1 in two,
seg and sa concomitantly and sai in another one. Comparison of expressed gene sequence for S.
epidermidis has shown 98-100% identity with S aureus enterotoxin genes. The agrl group was
detected in S epidermidis expressing sea, seg and sa genes, whereas the agrll group was
detected in specimens expressing sec-1 gene. Expression of agr groups was solely seen in

specimens expressing sec-1 gene.
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Conclusion

Results show enterotoxin genes to be highly frequent in CNSs from clinical specimens,
and confirm CNS ability to produce such toxins showing high similarity to S aureus-produced
enterotoxins. The agrll group may be associated with enterotoxin C production by S
epidermidis, increasing the virulence of these strains from blood culture specimens, which results
in higher severity of sepsis caused by these organisms.

KEY WORDS: Coagulase—negative staphylococci, staphylococcal enterotoxins, agr systems.
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INTRODUCAO

Os estafilococos coagulase—negativos (ECN) pertencem ao género Staphylococcus,
representando a maioria das espécies e caracterizando-se pela incapacidade de produzir a enzima
coagulase. Sdo integrantes da microbiota normal humana, considerados microrganismos
oportunistas, pois podem aproveitar-se de algumas situaces, como rupturas da barreira cutanea
por trauma ou pela presenca de corpos estranhos, e com isso atingir outros tecidos, proliferar e
desenvolver comportamento patogénico [1]. S&o os microrganismos mais isolados de materiais
clinicos e nas ultimas décadas tém sido considerados importantes patogenos, principalmente em
infeccbes que acometem imunossuprimidos, prematuros e pacientes com implantes de proteses
[2,3]. Sdo a maior causa de bacteremia no ambiente hospitalar, e a patogenia relacionada a essas
infeccbes é complexa, podendo envolver varios fatores de viruléncia, como a producdo de
toxinas.

As toxinas estafilocécicas podem contribuir para a degradacdo do tecido e para uma
resposta imune inflamatdria [4]. As enterotoxinas estafilocdcicas e a toxina 1 da sindrome do
choque toxico (TSST-1), com acdo de superantigenos, podem desencadear uma série de efeitos
toxicos, estimulando de forma inespecifica a proliferacdo de células T. Essa ativagdo inespecifica
se da através da ligacdo direta & molécula da classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC 1II) e a cadeia vp do receptor de antigeno da célula T (TCR), sem o
processamento tipico de antigenos normais, resultando em uma estimulagcdo de muitas células T e
consequentemente uma producdo excessiva de citocinas, tais como a interleucina I (IL-1), IL-2,
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) [5].

A producéo de toxinas por estafilococos durante os processos da infec¢do envolvem fases

que sdo coordenadas por um sistema complexo de comunicacéo entre as células bacterianas. Esse
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mecanismo, denominado quorum sensing, permite a deteccdo da densidade celular entre as
bactérias, determinando uma reacgédo fenotipica de acordo com a fase de crescimento em que a
cultura se encontra [6,7]. Um dos sistemas com atividade quorum sensing que coordena a maioria
dos fatores de viruléncia em Staphylococcus € o sistema agr (accessory gene regulator)[8]. O
funcionamento do l6cus agr depende de dois promotores com orientagcdes opostas, P2 e P3, que
produzem dois transcritos, RNAII e RNAIII, respectivamente. O RNAIII € responsavel pela
transcricdo de genes de muitos fatores de viruléncia, como toxinas extracelulares, enzimas e
proteinas de superficie celular [9]. O sistema agr é formado por quatro genes (agrA, agrB, agrCe
agrD) arranjados em um operon. Os produtos desses genes, as proteinas agrA, agrB, agrC e agrD,
trabalham em conjunto para o funcionamento desse sistema. A proteina agrB e agrD se juntam
formando um polipeptideo autoindutor (AIP), que é liberado para 0 meio extracelular. Quando os
niveis de AIP do meio externo sdo detectados pela proteina AgrC, que é transmembranica, esta
fosforila a proteina agrA, que age como indutor dos promotores P2 e P3. O produto final da
cascata do locus agr € o RNAIII, um RNAm que funciona como indutor ou repressor dos genes
de toxinas [7].

S&o descritos trés polimorfismos do l6cus agr em S epidermidis (agr I, 11 e I11) [10].
Nesses grupos ha variacdo nos genes agrB, agrC e AgrD, e consequentemente no AIP e na
proteina AgrC, sendo a ligagdo do AIP com seu receptor especifico para cada grupo alélico.
Quando ocorre ligacdo de um AIP de um grupo alélico no receptor AgrC de um outro grupo, o
AIP ndo produz fator intrinseco e ndo produz o sinal através da proteina AgrC, funcionando
portanto, como um antagonista. Um AIP sd é agonista para seu préprio grupo alélico, de forma
que bactérias de grupo agr diferentes interferem na regulacéo de proteinas acessérias uma com a

outra [7].
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Com o crescimento das infeccBes causadas por ECN, é de extrema importancia o estudo
dos fatores de viruléncia para melhor conhecimento do potencial toxigénico desses
microrganismos. Assim, este estudo teve como objetivo caracterizar as espécies de ECN
provenientes de hemoculturas de pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu quanto a deteccdo e expressdao dos superantigenos e ao sistema agr envolvido na

producdo desses fatores de viruléncia.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram estudadas 300 amostras de ECN provenientes de hemoculturas isoladas de
pacientes internados no Hospital das Clinicas de Botucatu — Universidade Estadual Paulista
(UNESP). As amostras estudadas foram do periodo de 1990 a 2009 e estavam mantidas na
Colecdo de Cultura do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias
de Botucatu - UNESP. O critério de selecdo das amostras por espécies considerou uma
prevaléncia média de 35% de ocorréncia, com uma margem de erro de 5% e intervalo de
confianca de 95%.

O isolamento das linhagens foi realizado conforme as normas descritas por Koneman et
al. [11]. As amostras foram isoladas em Agar sangue e realizou-se a coloracdo de Gram, para
observacdo da morfologia das colonias, e a prova de catalase para confirmacdo do género
Saphylococcus. Logo apds, as amostras de estafilococos foram submetidas a prova de coagulase
para a diferenciacdo entre os grupos de estafilococos coagulase—positivos e coagulase—negativos.
As amostras pertencentes ao grupo dos coagulase—negativos foram submetidas a provas

bioquimicas propostas por Cunha et al. [12] para identificacdo fenotipica das espécies. A
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identificacdo genotipica foi realizada usando primers de sequéncias conservadas adjacentes aos
genes 16S e 23S pela técnica ITS-PCR (internal transcribed spacer —polymerase chain reaction)
descrita por Barry et al. [13] e Couto et al. [14], usando os primers G1 e L1 descritos na Tabela 1.
A eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor 3% e
corado com Saber Safe. Para controle dos resultados, foram utilizadas as seguintes linhagens de
referéncia internacional: S. auricularis (ATCC 33753), S capitis subsp. capitis (ATCC 27843),
S. capitis subsp. urealyticus (ATCC 49325), S. caprae (ATCC 35538), S. cohnii (ATCC 49330),
S. cohnii subsp. cohnii (ATCC 29974), S. epidermidis (ATCC 12228), S. epidermidis (ATCC
35983), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis (ATCC 27844), S. hominis subsp.
novobiosepticus (ATCC 700237), S. lentus (ATCC 700403), S. lugdunensis (ATCC 700328), S
saprophyticus (ATCC 15305), S schleiferi subsp. schleiferi (ATCC 43808), S sciuri subsp.
sciuri (ATCC 29062), S ssimulans (ATCC 27851), S xylosus (ATCC 29979) e S. warneri (ATCC

10209).

Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o Kit Illustra (GE Healthcare) que consistiu na
digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20
mg/mL). Adicionaram-se a seguir 500 uL da solucéo de extracdo a mistura, que foi centrifugada
a 10.000 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x
g por 1 minuto. O liquido coletado foi descartado, e novamente se adicionaram 500 uL de
solucdo de extracdo a coluna. Apos a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, adicionaram-

se 500 uL da solucéo de lavagem a coluna, que foi submetida a centrifugagédo a 20.000 x g por 3
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minutos. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e utilizaram-se para a eluicao

200 pL de 4dgua Milli Q aquecida a 70°C.

Deteccao de genes de enterotoxinas e TSST-1

As reacdes de PCR para a deteccdo dos genes das enterotoxinas e da TSST-1 foram
realizadas conforme os parametros descritos por Johnson et al. [15] e Cunha et al. [16]. As
reacOes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL em volumes totais de
25 uL contendo 10 pmol de cada primer (Tabelal), 2,5 U de Taq DNA polimerase, 200 uM de
desoxirribonucleotideos trifosfatados, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl, e 3 uL
de DNA. A incubacdo foi realizada em termociclador PTC-100 MJ Research empregando
seguintes parametros: um primeiro ciclo a 94°C por quatro minutos, desnaturacéo a 94°C por 2
minutos, anelamento dos primers a 55°C e extensdo a 72°C por um minuto e 30 segundos.
Posteriormente procedeu-se a um segundo ciclo de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento dos primers a 53°C e extensdo a 72°C por um minuto e 30 segundos. No terceiro
ciclo a temperatura de anelamento foi reduzida para 51°C, e seguiu-se com mais 37 ciclos com
estes (ltimos parametros. Apds completar os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por sete
minutos antes de resfriar a 4°C. A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese
em gel de agarose 2% e corado com Saber Safe.

Linhagens de S. aureus toxigénicas de referéncia internacional foram utilizadas como
controle positivo, incluindo ATCC 51650 (tst), ATCC 13565 (sea), ATCC 14458 (seb), ATCC
19095 (sec), ATCC 23235 (sed), ATCC 27664 (see, seg e sei) e ATCC 51811 (seh). Para

controle negativo foi utilizada a linhagem S xylosus ATCC 29971.
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Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi efetuada utilizando o kit Illustra RNAspin Mini (GE Healthcare),
e consistiu na digestéo inicial das células de estafilococos com tampéo TE (10mM de Tris, 1mM
EDTA [pH 8,0]) contendo 2 mg/mL de lisozima. Adicionaram-se a seguir 350 puL de Buffer RA1
¢ 3,5 uL de B-mercaptoetanol. A amostra foi filtrada em filtros RNAspin Mini Filter units e em
seguida adicionaram-se 350 uL de etanol 70%. Nesta etapa, a amostra foi transferida para os
filtros RNAspin Mini Column para ajustar as condi¢cdes de ligacdo no filtro, e logo em seguida
adicionaram-se 350 uL. de MDB (membrane desalting buffer) para ocorrer a ligacdo do RNAm
na membrana do filtro. Na sequéncia realizaram-se duas etapas de lavagem com 600 pL e 250 puL
de Buffer RA3 e em seguida o RNAm foi eluido em 45 uL de H,O RNA-free acrescido de 5 pL
de RNA guard.

Logo em seguida realizou-se o tratamento do RNAmM com DNase para eliminar qualquer
contaminacdo com DNA. O tratamento de 8§ uL. de RNAm se iniciou adicionando 2 pL de DNase
Buffer e 2 uL de DNAse e incubando a 37°C por 60 minutos. Logo a seguir adicionaram-se 2 pL

de Stop DNase, incubando-se a 65°C por 10 minutos.

Obtencéo do cDNA

Apo6s o tratamento com DNAse, a amostra de RNAm foi convertida a cDNA.
Adicionaram-se a amostra de RNAm tratada com DNase (12 pL), 1 uL de random primer a 75
ng/ulL, juntamente com 6 pL de agua nuclease—free e 1uL de dANTP (200 puM de
desoxirribonucleotideos trifosfatados). Em seguida, a mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos
para desnaturacdo do RNA e ligacdo do primer. Posteriormente adicionaram-se & mistura 4 uL do

tampdo para a transcriptase reversa (5X First-Strand Buffer), 1 uL de dietiltreitol (DTT) e 1 uL
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de SuperScript™ III (200 U/uL) e levou-se a mistura ao termociclador PTC-100 MJ Research.
Para obtencdo do cDNA, foram utilizados ciclos de 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 minutos e
70°C por 15 minutos, resfriando-se em seguida a 4°C. Para o controle interno da extracdo de
RNA foi realizada a pesquisa de RNA ribossomico 16S com os primers 16S1 e 16S2 (Tabela 1),
que corresponde a regibes do gene RNAr que sdo conservadas entre os estafilococos e
especificas do género. O cDNA obtido foi submetido a amplificacdo pela técnica de PCR e

eletroforese para visualizagdo dos produtos amplificados.

Deteccao do gene rpob

As amostras positivas na pesquisa do RNAm dos genes de superantigenos foram
submetidas a deteccdo do gene rpob que codifica a subunidade B da RNA polimerase para a
confirmacdo da espécie de ECN através do sequenciamento da regido amplificada. As reacfes
foram realizadas utilizando os primers rpob1418f e rpob3554r (Tabela 1) e consistiram em 25 uL
contendo 10 pmol de cada primer, 2,5 U de Tag DNA polimerase, 200 uM de
desoxirribonucleotideos trifosfatados, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl, e 3 uL
de DNA. A incubacéo foi realizada em termociclador PTC-100 MJ Research empregando-se 0s
seguintes parametros: um primeiro ciclo a 94°C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturacéo a 94°C por 45 segundos, anelamento dos primers a 52°C por um minuto e extenséo
a 72°C por um minuto e 30 segundos; o final dos 35 ciclos foi seguido de uma extensdo a 72°C
por dez minutos. A eficiéncia das amplificacbes foi monitorada pela eletroforese da reagdo em

gel de agarose 2% e corado com Saber Safe.

41



Determinacéo do grupo agr

Submeteram-se ao método de tipagem do grupo agr por reacdes de PCR, descrito por Li et
al. [10], as amostras de ECN positivas na pesquisa do RNAm dos genes de superantigenos pela
técnica de reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Foram realizadas reac6es
com os primers agrA, agrB e agrC (Tabela 1), consistindo em 25 uL contendo 10 pmol de cada
primer, 2,5 U de Tag DNA polimerase, 200 uM de desoxirribonucleotideos trifosfatados, 20 mM
de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl, e 3 uL de DNA. A incubacdo foi realizada em
termociclador PTC-100 MJ Research empregando-se 0s seguintes parametros: um primeiro ciclo
a 94°C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento dos primersa 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por um minuto; o final dos 35
ciclos foi seguido de uma extensdo a 72°C por sete minutos. A eficiéncia das amplificagGes foi
monitorada pela eletroforese da reacéo em gel de agarose 2% e corada com Saber Safe.

O primer agrA corresponde a uma regido conservada comum aos grupos agrl, agrll e
agrlll. O primer agrB amplifica uma regido hipervariavel com sequéncia comum aos grupos

agrll e agrlll e o primer agrC é especifico apenas para a regido correspondente ao grupo agrll.

Sequenciamento

Os amplicons de cada gene gque confirmaram a expressdo de toxinas pela técnica RT-PCR,
juntamente com o amplicom da regido rpob da respectiva espécie de ECN, foram submetidos a
purificacdo utilizando o kit GFX PCR e Gel Band Purification (GE Healthcare) para posterior
sequenciamento em sequenciador de DNA ABI (Applied Biosystems) Prism model 377. O

programa Mega 5.2 foi utilizado para alinhar as sequéncias de nucleotideos, que foram analisadas
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no GenBank usando a ferramenta Blast para comparar as sequéncias de enterotoxinas obtidas

nesse estudo com as sequéncias publicadas de S. aureus.

Analise por PFGE

As amostras de ECN positivas pela técnica de RT-PCR foram submetidas a analise do
perfil clonal pela técnica de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), segundo o protocolo
modificado de McDougal et al. [17]. As amostras foram cultivadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e incubadas a 37°C por 24h. Centrifugaram-se em microtubo, a 12.000 rpm por um
minuto, 200 uL da amostra de ECN. Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados
150 pL de solucdo TE (10 mM de Tris, 1 mM EDTA [pH 8,0]) com agitacdo em vortex até a
completa dissolucdo do pellet formado. As amostras foram mantidas em banho-maria por 10
minutos a 37°C. Foram acrescidas de 2,5 uL de lisostafina (1 mg/mL) por amostra e agitadas em
vortex. Apds a adicdo de lisostafina, acrescentaram-se 150 uL de agarose low melting, e as
amostras foram imediatamente adaptadas nos moldes para plugues até solidificarem, quando
entdo foram colocadas em 2 mL de solugdo EC (6 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 100 mM EDTA,
0,5% Brij-58, 0,2% desoxicolato de sbédio, 0,5% laurilsarcosila sodica) e incubadas a 37°C por
um minimo de 4 horas. O EC foi retirado e os plugues foram lavados quatro vezes com 2 mL de
TE a temperatura ambiente por meia hora. Para a restricdo do DNA gendmico utilizaram-se 2 pL
da enzima Smal (Fast Digest Smal, Fermentas Life Science, Canadad) para Saphylococcus. A
restricdo foi realizada em placa de 96 pogos adicionando-se primeiramente o tampao enzimatico
(45 pL de agua milli Q e 5 pL do tamp&o enzimatico por amostra) deixando a placa na geladeira
por 30 minutos. Em seguida, retirou-se o tampdo sem enzima e adicionou-se o tamp&o com a

enzima (43 uL de agua milliQ, 5 uL do tampéo enzimatico e 2 uL da enzima por amostra), deixando a
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placa na estufa a 37°C por 6 minutos segundo especificagdes do fabricante. A eletroforese foi
executada em aparelho CHEF-DR 111 System (BioRad Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1%
preparado com TBE 0,5 M (1 g em 100mL de 4gua milli Q) (Pulsed Field Certified Agarose,
BioRad Laboratories, EUA) sob as seguintes condi¢des: intervalos de tempo de pulso de 5 a 40
segundos por 21horas; em rampa linear; 6 V/cm; angulo de 120°; 14°C; 2,2 L de 0,5 M de TBE
como tampéo de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs)
como marcador molecular. Os géis foram corados com GelRed (400 mL de agua destilada e 30
uL de GelRed 10.000 X em agua, Biotium, EUA) por 1 hora, e fotografados sob transiluminacéo
UV. Para analise de similaridade foi utilizado o software BioNumerics (versdo 7.0; Applied
Maths, Bélgica), calculo dos coeficientes de correlacdo Dice e criacdo do dendrograma pelo
método UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages). A tolerancia da
posicdo das bandas e a otimizacdo foram ajustadas para 1.25 e 1% respectivamente. Um

coeficiente de similaridade de 80% foi escolhido para determinacéo dos clusters.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para a deteccdo de genes de enterotoxinas

estafilocdcicas, agr, RNAr 16S, sequencias 16S e 23S e gene rpoB.

Primer Sequencia de nucleotideos 5°a 3’ Pb Produto
seal TTGGAAACGGTTAAAACGAA
123 Enterotoxina A
sea? GAACCTTCCCATCAAAAACA
sebl TCGCATCAAACTGACAAACG )
478 Enterotoxina B
seb? GCAGGTACTCTATAAGTGCC
sec-11 GACATAAAAGCTAGGAATTT
257 Enterotoxina C
sec-12 AAATCGGATTAACATTATCC
sedl CTAGTTTGGTAATATCTCCT )
317 Enterotoxina D
sed? TAATGCTATATCTTATAGGG
seel CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGCCAC 482 )
Enterotoxina E
see? CTTACCGCCAAAGCTG
segl AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC )
642 Enterotoxina G
seg2 AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTAGTTC
sehl CAATCACATCATATGCGAAAGCAG )
375 Enterotoxina H
seh? CATCTACCCAAACATTAGCACC
seil CTCAAGGTGATATTGGTGTAGG )
) 576 Enterotoxina |
62 AAAAAACTTACAGGCAGTCCATCTC
tsstl ATGGCAGCATCAGCTTGATA
350 TSST-1
tsst2 TTTCCAATAACCACCCGTTT
agrAl GCTGCAACCAAGAAACAACC 1022 agrl, 11, 11
agrA2 CGTGTATTCATAATATGCTTCGATT
agrBl TATGCAAGCCAAGCACTTGT 453 agrlll
agrB2 GTGCGAAAGCCGATAACAAT
agrCl CCTTGGCTAGTACTACACCTTC 615 agrll
agrC2 GTGCTTGGCTTGCATAAACA
RNAr16S1 CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG 791 RNAT 165
r
RNAr16S2 CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG
Gl GAAGTCGTAACAAGG 16S
L1 CAAGGCATCCACCGT - 23S
rpoB1418f CAATTCATGGACCAAGC )
899  RNA polimerase B
rpoB1418f CCGTCCCAAGTCATGAAAC

Fonte: Johnson et al.[15], Jarraud et al.[18], Li et al. [10]Mason et al.[19], Couto et al. [14], Mellmann et al.[20].
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RESULTADOS

Identificacdo das Amostras

A identificacdo dos ECN pelo método bioquimico detectou 223 (74,3%) S. epidermidis,
27 (9,0%) S haemolyticus, 22 (7,3%) S. hominis, 14 (4,7%) S warneri, 9 (3,0%) S lugdunensise
5(1,7%) S. capitis. Ja a tecnica genotipica (ITS-PCR) identificou 223 (74,3%) S. epidermidis, 29
(9,7%) S haemolyticus, 23 (7,7%) S hominis, 11 (3,7%) S warneri, 9 (3,0%) S lugdunensise 5
(1,7%) S capitis. Houve concordéancia de 98% entre os dois métodos utilizados para a

identificacdo das espécies de ECN.

Deteccdo dos genes de superantigenos

Os genes das enterotoxinas estafilococicas e TSST-1 foram pesquisados nas 300
amostras de ECN em estudo, e 90,7% dos ECN foram positivos para pelo menos um gene
pesquisado. Entre todos 0s ECN, o gene sea foi detectado em 172 (57,3%) amostras, 0 seb em 70
(23,3%), 0 sec-1 em 105 (35,0%), 0 sed em 7 (2,3%), 0 seeem 8 (2,7%), 0 seg em 188 (62,7%), 0
seh em 39 (13,0 %), 0 sei em 200 (66,7%) e o tst em 15 (5,0%).

A distribuicdo dos genes das enterotoxinas estafilococicas e TSST-1 entre as espécies de
ECN estudadas esta apresentada na Tabela 2. Tambeém foi realizada a combinacéo entre os genes
de superantigenos, para determinacdo da presenca concomitante dos genes em amostras de ECN

(Figura 1).
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Tabela 2. Determinacao dos genes das enterotoxinas e TSST-1 entre as espécies de estafilococos

coagulase-negativa isoladas de hemocultura

S. epidermidis S, haemolyticus  S. hominis S.warneri  S.lugdunensis  S. capitis
Genes (N) (223) (29) (23) (11) 9) ()
N % N % N % N % N % N %
sea (172) 120 69,8 22 12,8 17 9,9 7 4,1 2 1,2 4 23
ssb (70) 45 64,3 11 15,7 10 143 4 57 0 0 0 0
sec-1  (105) 73 69,5 9 8,6 11 105 4 3,8 6 57 2 19
sed 7 5 71,4 1 14,3 0 0 1 143 0 0 0 0
see (8) 4 50,0 2 25,0 1 12,5 1 125 0 0 0 0
seg (188) 131 69,7 22 11,7 19 101 7 3,7 4 2,1 5 27
ssh (39) 24 61,5 7 17,9 5 12,8 1 2,6 2 51 0 0
sei (200) 144 72,0 18 9,0 20 10,0 7 3,5 7 3,5 4 20
tst (15) 11 73,3 1 6,7 1 6,7 0 0 1 6,7 1 67
N: niUmero de amostras

sea |72[

seb 50 70

sec-1 62 27 ‘ 105

sed | 7 3 2 7

see 7 2 2 0 8

seg 134 59 69 6 6 188

seh 28 11 13 0 0 24 39

sei 134 54 71 6 6 122 32 200

tst 5 0 10 0 0 2 2 9 15

sea seb | sec-1 | sed see seg seh sei st

Figura 1. CombinacGes entre os genes de enterotoxinas estafilocécicas

e TSST-1 detectados entre as

amostras de ECN isoladas de hemocultura. As lacunas sombreadas representam o numero total de genes

detectados entre os ECN.
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Deteccdo do RNAmM de genes de superantigenos em amostras de ECN

As amostras que eram positivas para os genes de superantigenos foram submetidas a
técnica de RT-PCR para deteccdo do RNAm. Cinco amostras de S. epidermidis foram positivas
para a deteccdo do RNAmM transcritos de genes de enterotoxinas, sendo uma positiva para sea,
duas para sec-1, uma para sei, e uma amostra que foi positiva para 0 RNAmM dos genes seg e sei

concomitantemente (Tabela 3).

Sequenciamento das amostras produtoras de enterotoxinas estafilocdcicas

Os fragmentos amplificados referentes aos RNAmM de enterotoxinas estafilococicas
detectados nas amostras de S epidermidis apresentaram identidade de 98% a 100% com
nucleotideos de genes de enterotoxinas de S. aureus ja publicadas no GenBank. A sequéncia do
gene sea apresentou 100% de identidade com a sequéncia do gene da enterotoxina A de S. aureus
e de S caprae; as sequéncias do gene sec-1 encontrados em S. epidermidis apresentaram 98% de
identidade com S. aureus; as sequéncias dos genes seg e sel apresentaram 99% de identidade com
S. aureus. Os genes rpob das cinco amostras que expressaram o RNAm foram amplificados e
sequenciados para a confirmacdo da espécie S. epidermidis e a andlise dessas sequéncias
comprovou o valor de identidade de 98% e 99% com sequéncias de S. epidermidis ja publicadas.

Todas as sequéncias obtidas foram submetidasao deposito no GenBank (Tabela 3).
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Tabela 3. Amostras de S epidermidis que expressaram RNAm para genes de enterotoxinas,

comparagdo da similaridade com sequéncias no GenBank e nimero de submissdo da sequéncia

no GenBank.
Amostra Gene Identidade N de submissédo
S. epidermidis % microrganismo no GenBank

H-1006/91 seg 99 S aureus [GenBank: AF064773.1] [ID: 1693592]

H-1006/91 sel 99 S aureus [GenBank: AY920268.1] [ID: 1693610]

H-1006/91 rpob 99 S epidermidis GenBank: KF113507.1] [1D:1694087]

H-802/93 sel 99 S aureus [GenBank: AB060537.1] [ID: 1693577]

H-802/93 rpob 99 S epidermidis [GenBank: KF113505.1] [1D:1694082]
100 S. aureus [GenBank: L22566.1]

H-295/96 sea [1D:1685866]
100 S caprae [GenBank:DQ641635.1]

H-295/96 rpob 99 S epidermidis [GenBank: KF113507.1] [ID: 1694083]

H-192/03 sec-1 98 S aureus [GenBank: X05815.1] [1D:1694080]

H-192/03 rpob 99 S epidermidis [GenBank: KF113505.1] [1D:1694088]

H-477/09 sec-1 98 S aureus [GenBank: GQ461752.1] [1D:1694078]

H-477/09 rpob 99 S epidermidis [GenBank: KF113505.1] [1D:1694089]

GenBank: National Center for Biotechnology Information; ID: Identidade.

Deteccdo do Sistema agr em amostras de S. epidermidis positivas para a pesquisa de RNAmM
de enterotoxinas
Os grupos agr 1, 1l e 11l foram pesquisados em todas amostras de S epidermidis, e a sua

expressdo foi pesquisada nas amostras produtoras de enterotoxinas (Figura 2). Dos 223 S
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epidermidisestudados, foram detectados em 143 (64,1%) o agr tipo I, em 53 ( 23,7%) o tipo I, e em
4 (1,8%) o tipo I11. Em 23 (10,3%) S. epidermidis ndo se detectou o lécus agr.

As amostras de S epidermidis positivas para expressdo dos gene sea, sec-1 e sai
apresentaram agr tipo l. J& as que expressaram 0 gene sec-1 apresentaram agr tipo Il. Das 5

amostras, apenas as 2 que apresentaram agr tipo Il expressaram este locus.

1022 pb
615 pb
453 pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose para pesquisa dos genes agrA (1022 pb), agrB (453 pb)
e agrC (615pb) em amostras de S. epidermidis pela técnica de PCR. 1, 4 e 7: amostras positivas
para agrA; 8: amostra positiva para agrB; 9: amostra positiva para agrC; 2,3,5 e 6: amostras

negativas; 10: marcador de peso molecular (100 bp).

Determinacéo do Perfil Clonal em amostras de S. epidermidis produtoras de enterotoxinas
A tipagem das amostras de S epidermidis que expressaram genes de enterotoxinas

revelou taxas de similaridades muito abaixo do valor de coeficiente estabelecido (80%) para

determinagéo de clusters, ndo sendo considerados S epidermidis com o mesmo perfil clonal

(Figura 3).
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Figura 3. Determinacdo do perfil clonal de amostras de S epidermidis produtoras de

enterotoxinas isoladas de hemoculturas.

DISCUSSAO

Os estafilococos coagulase—negativos sdo 0os microrganismos mais frequentemente isolados
de materiais clinicos e os principais causadores de bacteremias hospitalares, especialmente em
pacientes imunossuprimidos. Sua capacidade de colonizar a pele humana e disseminar-se no
organismo durante uma infeccdo decorre de sua capacidade de produzir fatores de viruléncia, tais
como as enterotoxinas estafilocdcicas. Neste trabalho, foram estudadas 300 amostras de ECN
isoladas de hemocultura provenientes de pacientes do Hospital das Clinicas de Botucatu em um
periodo de 20 anos para a pesquisa de genes de superantigenos estafilococicos e da expressdo
desses fatores de viruléncia, e para a detecgdo do locus agr.

Entre as espécies identificadas, S. epidermidis foi a mais frequentemente isolada,
representando 74,3% das amostras. As demais espécies, embora isoladas em menor frequéncia,
sdo de grande importéncia clinica, podendo causar sérias infec¢des. Alguns autores revelam que
S. epidermidis é isolado em 74 a 92% dos pacientes com infec¢Bes adquiridas no ambiente
hospitalar [21]. S epidermidis é o microrganismo mais isolado em infec¢bes, sendo 0 mais

frequente em infecgdes relacionadas a procedimentos invasivos, como o implante de cateteres
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periféricos e centrais [22]. Semelhantemente aos nossos dados, S haemolyticus € considerada a
segunda espécie de ECN mais frequentemente isolada em hemoculturas, podendo ser causa de
varias infeccbes como sepse, peritonites, otites, e infeccdes do trato urinario [23]. Tem-se
relatado S. hominis em casos de bacteremia [24], e S warneri, S. capitis e S. lugdunensis como
causa de sérias infec¢des, como a endocardite [25,26,27].

Detectaram-se 0s genes das enterotoxinas estafilocdcicas (sea a sei) e da toxina 1 da
sindrome do choque toxico (tst), sendo que 90,7% dos ECN apresentaram pelo menos um dos
genes pesquisados. A espécie S. epidermidis foi a que apresentou a maior porcentagem desses
genes, seguida de S. haemolyticus e S. hominis. A maior frequéncia de genes de superantigenos
em S epidermidis revela a importancia dessa espécie que pode estar implicada na etiologia de
infeccdes graves. Além de ser a principal colonizadora da microbiota humana, a pressao seletiva
dentro do ambiente hospitalar, com o uso de antimicrobianos e desinfetantes, pode favorecer a
persisténcia das cepas mais resistentes e virulentas. Em estudo anterior realizado neste mesmo
hospital, Cunha et al. [16] pesquisaram o0s genes das enterotoxinas A a D e TSST-1 em linhagens
de Staphylococcus spp. isoladas de amostras clinicas provenientes de recém nascidos, e a técnica
de PCR detectou 40% de ECN positivos para pelo menos um gene das enterotoxinas pesquisadas.
Posteriormente as mesmas amostras foram submetidas a detec¢do dos genes see, seg, sehe sal e
32,2% dos ECN foram positivos para pelo menos um dos genes [28].

Entre os genes das enterotoxinas classicas (sea a see) o gene sea foi 0 mais detectado, e
foi positivo na pesquisa do RNAmM em uma amostra de S epidermidis, apresentando 100% de
identidade com sequéncias do gene da enterotoxina A de S aureus [GenBank: L22566.1] e S.
caprae [GenBank:DQ641635.1]. Nos estudos realizados por Calsolari et al. [29], encontraram-se

genes das enterotoxinas classicas em 49 das 90 amostras de ECN estudadas, sendo 0 gene sea
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encontrado em 18,6% destas amostras. Neste trabalho esse gene foi encontrado
concomitantemente com 0s outros genes em alto nimero de combinagdes. O gene sea é carreado
em profago [30], podendo ser mais facilmente disseminado entre as linhagens de Staphylococcus.
Seu produto, a enterotoxina A, € a mais relacionada a intoxicagdes alimentares por ser toxica em
baixas concentracdes [31].

O gene sec-1 foi 0 segundo mais detectado entre as enterotoxinas classicas, positivo em
duas amostras de S. epidermidis pela técnica de RT-PCR, que confirmaram 98% de identidade
com os gene de S aureus [GenBank: GQ461752.1] e [GenBank: X05815.1] na analise do
sequenciamento. O gene sec é cromossdmico, esta localizado em ilhas de patogenicidade e
apresenta trés subtipos (sec-1, sec-2 e sec-3), classificados com base nas diferencas antigénicas e
no hospedeiro com o qual eles estdo associados. Alguns estudos sugerem que a heterogeneidade
da enterotoxina C esta relacionada a selecdo das sequéncias do gene sec, que facilitam a
sobrevida de estafilococos em seus respectivos hospedeiros [31, 32].

Os demais genes das enterotoxinas classicas, seb, sed e see foram detectados em menores
porcentagens, e nao foi comprovada a expressdo desses genes. O gene seb é cromossémico em
isolados clinicos de S aureus [33], e seu produto, a enterotoxina B, esté relacionada & intoxicacao
alimentar, e por causar efeitos toxicos em pequenas quantidades ja foi estudada nos Estados
Unidos durante a década de 1960 como possivel incapacitante em programa de guerra bioldgica,
causando febre, dificuldade respiratéria grave, cefaléia, e por vezes nduseas e vomitos quando
inalada [34]. O gene sed esté localizado no plasmidio plB485 [35] e a enterotoxina D € a segunda
mais relacionada a intoxicagdo alimentar [31], sendo esta enterotoxina, em pequena quantidade,
capaz de causar doenca principalmente em criancas e idosos [36,37]. O gene see também foi

detectado em baixa porcentagem, sendo pouco encontrado no trabalho realizado por Vasconcelos

53



et al. [28], que descreveram esse gene em 7,8% das amostras de ECN isoladas de materiais
clinicos proveniente de criangas internadas um UTI neonatal. O gene see esta localizado em
profago e alguns estudos comprovam que 0S genes see e sea estdo altamente relacionados,
apresentando sequéncias de 81% de homologia [31,38]. Embora 0s genes sea e see sejam
carreados em profagos e apresentem altas taxas de homologia entre as sequéncias, 0 gene sea foi
0 mais detectado no estudo entre as enterotoxinas estafilococicas classicas e foi comprovada a
sua expressdo em uma amostra, ao contrario do gene see que foi detectado apenas em cinco
amostras de ECN, e ndo houve expressao desse gene.

Neste estudo, os genes das enterotoxinas estafilocdcicas seg e sei foram o0s mais
detectados, estando presentes em 62,7% e 66,7% dos ECN. Esses genes foram altamente
correlacionados e coexistentes em grande numero entre as combinacdes realizadas com outros
genes. Vasconcelos et al. [28] detectaram 0s genes seg e sei em porcentagem menor (12,2% e
22,2%) nas amostras de ECN, mas descreveram a presenca concomitante desses genes. Segundo
Jarraud et al. [39], os genes seg e sai coexistem em um mesmo elemento genético (cluster egc),
arranjados em uma orientacdo em tandem e sdo co-expressados, juntamente com 0s genes sem,
sen e seo. Em um estudo realizado por Varshney et al. [40] os genes seg e sei apresentaram
prevaléncia de 44% e 46% em amostras de S aureus isolados de hemoculturas, e o cluster egc
completo foi detectado em 10% destas amostras. Os RNAm dos genes seg e sai foram detectados
concomitantemente em uma amostra de S epidermidis e do RNAm do gene sai isolado em outra
amostra de S epidermidis. O sequenciamento desses genes revelou 99% de identidade com 0s
genes de S aureus ([GenBank: AF064773.1], [GenBank: AY920268.1] e [GenBank:

AB060537.1])

54



Os genes seh e tst foram detectados respectivamente em 13% e 5% das amostras, porém
ndo foram expressos. Segundo alguns autores, o produto do gene seh, a enterotoxina H, é capaz
de causar intoxicagdo alimentar e sintomas similares aos da TSST-1, toxina codificada pelo gene
tst. A TSST-1 ¢ a principal causa da sindrome do choque toxico e também responsavel pela
sindrome da morte subita infantil e pela sindrome de Kawasaki [41,42].

O loécus agr foi pesquisado nas amostras de S epidermidis apresentando trés grupos
distintos. A maior porcentagem foi agrl, seguido dos grupos agrll e agrlll, e resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos [10,43]. Segundo Li et al.[10], os
polimorfismos encontrados no lécus agr estdo associados a patogenicidade, sendo o agrl
relacionado a S. epidermidis patogénicos, isolados de hemoculturas e cateteres e o agrll e agrll|
relacionados a S. epidermidis isolados de individuos saudaveis. Segundo alguns autores, as
variantes dentro do lécus agr podem ter sido selecionadas durante a evolucao, representando um
determinante fundamental na divergéncia das cepas, e constituir adaptacbes a diferentes
microambientes em locais especializados de infecgdes [6,10].

Entre as amostras que expressaram 0s genes de enterotoxinas, detectaram-se 0s genes do
grupo agrl e do grupo agrll. A amostra que expressou 0 gene sea apresentou o agr I, mas nao foi
detectada a presenca do RNAm desse I6cus. A enterotoxina A é produzida no inicio da fase
exponencial e sua expressdo ndo é regulada pelo gene regulador acessorio, diferentemente das
enterotoxinas B, C e D, que dependem do sistema agr para a maxima expressdo [31, 44]. As
amostras que expressaram 0s genes seg e sei também apresentaram o grupo agrl, mas o RNAm
desse lécus nédo foi detectado. J& nas duas amostras que expressaram o gene sec-1, foi detectado o
grupo agrll, que foi positivo para a presenca do RNAm, podendo esse locus estar relacionado a

expressdo da enterotoxina C em S. epidermidis. Em estudo realizado por Regassa et al. [45] o
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I6cus agr foi um dos determinantes para a maxima expressao do gene sec em S. aureus, sendo o
nivel de RNAm diminuido em 2 ou 3 vezes quando a cepa era agr negativa. S. epidermidis €
considerado um microrganismo Vversatil, que pode empregar sofisticados mecanismos de
regulacdo génica para uma rapida adaptacdo de seu metabolismo as mudancas externas, para
escapar da resposta imune do hospedeiro e para a comunicacdo com outras celulas presentes num
mesmo ambiente [46].

As amostras de S epidermidis que expressaram 0S genes de enterotoxinas foram
submetidas a técnica de PFGE para determinacdo do perfil clonal e ndo houve similaridades entre
essas amostras, evidenciando uma diversidade entre cepas de S epidermidis isoladas do mesmo
hospital capazes de expressar genes de toxinas. E de grande importancia o isolamento dessas
cepas de S. epidermidis em hemoculturas, pois tais bactérias podem agravar as infec¢cfes
causadas por esses microrganismos em decorréncia de sua capacidade de expressar
superantigenos similares aos produzidos por S aureus. Alguns autores associaram 0
desenvolvimento da artrite séptica com a acdo das enterotoxinas, sugerindo que a ativacdo da
resposta inflamatoria exagerada desencadeie grande liberacdo de citocinas, que ativam grande
quantidade de células T e macrdfagos, lesando o tecido [47,48]. A acdo das enterotoxinas
também é descrita em sepses, osteomielites e sinusites [49], ressaltando a importancia das
bactérias capazes de produzir essas toxinas, e principalmente a disseminacéo desses patdgenos no
ambiente hospitalar.

Neste estudo, foi de grande importancia a comprovagdo da capacidade de producdo de
enterotoxinas por ECN isolados de materiais clinicos de humanos, pois além de existirem poucos
trabalhos com este enfoque [16,28,29], alguns autores ainda questionam o potencial de producgéo de

enterotoxinas por ECN, sugerindo que ha erros durante a identificacdo das espécies ou na
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deteccdo dessas toxinas [50,51]. O sequenciamento dos genes de enterotoxinas em S. epidermidis
comprovou sequéncias muito similares as de S. aureus e 0 sequenciamento do gene rpob também
confirmou a identificacdo de S epidermidis realizadas pelo método bioguimico e pela técnica de
ITS-PCR.

A similaridade entre os genes de enterotoxinas de S epidermidis e S. aureus pode sugerir
a transferéncia de genes entre diferentes espécies do género Saphylococcus. Segundo alguns
autores, a transferéncia dos genes de enterotoxinas entre espécies de Staphylococcus esta
associada a presenca de elementos genéeticos moveis, como ilhas de patogenicidade, plasmideos e
presenca de bacteriéfagos [52,53], entretanto existe um custo metabdlico para a expressao e
manutencdo desses genes. O pequeno nimero de amostras expressando as toxinas em relacdo a
maior frequéncia de genes pode ser explicado pelo fato de S epidermidis manter baixo nivel de
viruléncia devido ao processo adaptativo que mantém com o hospedeiro. Segundo Massey et
al.[54], a evolucdo pode favorecer as espécies que oferecem pouco ou nenhum dano, para que
ocorra uma infeccdo prolongada favorecendo o potencial de transmissdo de um hospedeiro para

outro.

CONCLUSOES

Este trabalho comprovou que amostras clinicas de ECN séo reservatorios de genes de
enterotoxinas, estando esses genes mais associados a espécie S. epidermidis, que também mantém
um sistema de regulagdo que permite a expressdo desses genes.

Os resultados referentes a toxigenicidade e regulacdo génica em S.epidermidis isolados de
hemoculturas ressaltam a importancia da correta identificacdo de ECN associados as bacteremias

nosocomiais, para que haja maior cuidado na interpretacdo das hemoculturas positivas para esses
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microrganismos e melhora das estratégias de tratamento e controle das infec¢gdes causadas por

ECN.

LISTA DE ABREVIAQOES
ECN: Estafilococos coagulase—negativos
agr: accessory gene regulator

TSST-1: toxina 1 da sindrome do choque toxico

MHC I1: molécula da classe Il do complexo principal de histocompatibilidade

TCR: receptor de antigeno da célula T
IL-1: interleucina I

IL-2: interleucina Il

IFN-y: interferon gama

TNF-a.: fator de necrose tumoral alfa
P2: promotor 2

P3: promotor 3

AIP: polipeptideo autoindutor

RNAmM: RNA mensageiro

UNESP: Universidade Estadual Paulista
ITS-PCR: internal transcribed spacer—polymerase chain reaction
ATCC: American type culture collection
PCR: polymerase chain reaction

MDB: membrane desalting buffer

dNTP: desoxirribonucleotideos trifosfatados
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DTT: dietiltreitol

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction
PFGE: pulsed-field gel electrophoresis

BHI: brain heart infusion

UTI: unidade de tratamento intensivo
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RESUMO

Com o crescimento das infeccOes hospitalares causadas por estafilococos coagulase—negativos
(ECN) este estudo objetivou caracterizar as amostras resistentes a oxacilina e determinar a
sensibilidade a outros antimicrobianos em isolados de hemoculturas provenientes de pacientes
internados no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),
UNESP, no periodo de 20 anos. O gene mecA foi detectado em 222 (74%) dos ECN, sendo o
cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec) dos tipos I, II, 1l e IV caracterizado
respectivamente em 19,4%, 3,6%, 54,5% e 14,4%. Os valores da concentracdo inibitéria minima
(CIM) para inibir 50% (MIC50) e 90% (MIC90) das amostras foram respectivamente 2 pL/mL e
>256 uL/mL para oxacilina, 1,5 pL/mL e 2 uL/mL para vancomicina, 0,25 uL/mL e 0,5 uL/mL para
linezolida, 0,094 plL/mL e 0,19 pL/mL para daptomicina, 0,19 uL/mL e 0,5 pL/mL para
quinupristina/dalfopristina e 0,125 uL/mL e 0,38 uL/mL para tigeciclina. Foram detectadas
resisténcias a oxacilina e a tigeciclina, e resisténcia intermediaria a quinupristina/dalfopristina.
Do total de 300 amostras de ECN estudadas, 8 (2,7%) apresentaram susceptibilidade reduzida a
vancomicina. Os resultados apresentados em nosso estudo revelam a alta frequéncia de
resisténcia aos antimicrobianos nos ECN, refletindo a necessidade do uso criterioso dessas drogas

e controle da disseminagédo desses microrganismos no ambiente hospitalar.
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ABSTRACT

The increasing rates of nosocomial infection associated with coagulase—negative staphylococci
(CNS) were the rationale for this study, aimed at categorizing oxacillin—resistant CNS species in
blood culture specimens from inpatients at the UNESP Hospital das Clinicas in Botucatu, Brazil,
along a 20—year period, and determining their sensitivity to other antimicrobial agents. The mecA
gene was detected in 222 (74%) of CNS specimens, and the four types of staphylococcal
chromosomal cassette mec (SCCmec) characterized in 19.4%, 3.6%, 54.5%, and 14.4% of
specimens, respectively for type I, I1, I1l, and IV. Minimal inhibitory concentration (MIC) values to
inhibit 50% (MI1C50) and 90% (MIC90) of specimens were respectively 2 uL/mL and >256 puL/mL
for oxacillin, 1.5 uL/mL and 2 uL/mL for vancomycin, 0.25 uL/mL and 0.5 uL/mL for linezolid,
0.094 uL/mL and 0.19 pL/mL for daptomycin, 0.19 pL/mL and 0.5 uL/mL for
quinupristin/dalfopristin, and 0.125 pL/mL and 0.38 uL/mL for tigecycline. Resistance to
oxacillin and tigecycline and intermediate resistance to quinupristin/dalfopristin were seen. Eight
(2.7%) of all 300 CNS specimens studied have shown reduced susceptibility to vancomycin.
Results from this study show high resistance rates of CNSs to antimicrobial agents, reflecting the
necessity of using such drugs judiciously and controlling nosocomial dissemination of these

pathogens.
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INTRODUCAO

Os estafilococos coagulase—negativos (ECN) sdo membros do género Staphylococcus,
caracterizados por serem cOC0S gram-—positivos que se apresentam isolados ou em arranjos
irregulares, sdo imdveis, ndo formadores de esporos, catalase—positivos, anaerébios facultativos na
maioria das espécies, e ndo sintetizam a enzima coagulase.”® S&o integrantes da microbiota
humana® e se apresentam como importantes patégenos devido & caracteristica oportunista,
causando infec¢des principalmente em prematuros, imunodeprimidos, e pacientes com implantes
de préteses.*’

O aumento da resisténcia antimicrobiana nos ultimos anos tem grande significancia nas
infeccdes hospitalares causadas por ECN. A oxacilina € uma penicilina semissintética utilizada
no Brasil como teste de sensibilidade e no tratamento das infec¢bes causadas por estafilococos,
sendo 66% a 95% dos isolados clinicos de ECN resistentes a essa droga.®**** A resisténcia a
oxacilina ¢ mediada pelo gene mecA, codificante de uma proteina ligadora de penicilina
suplementar (PBP2a) que apresenta baixa afinidade as penicilinas semissintéticas.? O gene mecA
estd localizado em um elemento genético movel identificado como cassete cromossémico
estafilocdcico mec (staphylococcal cassette chromosome mec, SCCmec), composto pelo
complexo mec, que abrangem o gene mecA e seus reguladores mecl e mecRI, pelo complexo do
gene ccr, responsavel pela integracdo e excisdo do SCCmec, e pela regido J, que ndo é essencial
para a formagdo do SCCmec, mas pode carrear genes que codificam resisténcia a outros

antimicrobianos nao-p-lactamicos.”’

Identificaram-se até o momento 11 tipos de SCCmec,
definidos pela combinacédo dos tipos de complexo do gene ccr e pela classe do complexo do gene
mec, sendo os subtipos definidos por polimorfismos da regido J em uma mesma combinacgéo dos

complexos mec e ccr.?’
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Com o0 aumento de amostras resistentes a oxacilina, uma das alternativas ao tratamento de
infeccOes causadas por ECN é a vancomicina, mas ja ha relatos de susceptibilidade reduzida e
resisténcia a esta droga.®*®*® A susceptibilidade reduzida & vancomicina pode estar ligada a
alteracbes metabdlicas que envolvem aceleracdo da sintese de peptidoglicano, resultando no
espessamento da parede bacteriana. Com esse espessamento a vancomicina nao inibe a sintese do
peptidoglicano, pois acaba se esgotando devido a maior disponibilidade de sitios de D-alanil-D-
alanina.**°

Dado o crescimento das infecgdes hospitalares causadas por ECN, este estudo tem por
objetivo caracterizar as amostras resistentes a oxacilina e determinar-lhes a sensibilidade a outros
antimicrobianos em amostras de ECN isoladas de hemoculturas provenientes de pacientes do HC

da FMB, UNESP, no periodo de 20 anos.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram estudadas 300 amostras de ECN provenientes de hemoculturas isoladas de
pacientes internados no Hospital das Clinicas de Botucatu — Universidade Estadual Paulista
(UNESP). As amostras estudadas foram do periodo de 1990 a 2009 e estavam mantidas na
Colecdo de Cultura do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias
de Botucatu - UNESP. O critério de selecdo das amostras por espécies considerou uma
prevaléncia média de 35% de ocorréncia, com uma margem de erro de 5% e intervalo de
confianga de 95%.

O isolamento das linhagens foi realizado conforme as normas descritas por Koneman et

al.*!. As amostras foram isoladas em Agar sangue e realizou-se a coloracdo de Gram, para
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observacdo da morfologia das colonias, e a prova de catalase para confirmacdo do género
Saphylococcus. Logo apos, as amostras de estafilococos foram submetidas a prova de coagulase
para a diferenciacdo entre os grupos de estafilococos coagulase—positivos e coagulase—negativos.
As amostras pertencentes ao grupo dos coagulase—negativos foram submetidas a provas

bioquimicas propostas por Cunha et al.**

para identificacdo fenotipica das espécies. A
identificacdo genotipica foi realizada usando primers de sequéncias conservadas adjacentes aos
genes 16S e 23S pela tecnica ITS-PCR (internal transcribed spacer —polymerase chain reaction)

descrita por Barry et al.” e Couto et al.™*

, usando os primers G1 e L1 descritos na Tabela 1. A
eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor 3% e corado
com Saber Safe. Para controle dos resultados, foram utilizadas as seguintes linhagens de
referéncia internacional: S. auricularis (ATCC 33753), S capitis subsp. capitis (ATCC 27843),
S. capitis subsp. urealyticus (ATCC 49325), S. caprae (ATCC 35538), S. cohnii (ATCC 49330),
S. cohnii subsp. cohnii (ATCC 29974), S. epidermidis (ATCC 12228), S. epidermidis (ATCC
35983), S haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis (ATCC 27844), S. hominis subsp.
novobiosepticus (ATCC 700237), S. lentus (ATCC 700403), S. lugdunensis (ATCC 700328), S
saprophyticus (ATCC 15305), S. schleiferi subsp. schleiferi (ATCC 43808), S. sciuri subsp.
sciuri (ATCC 29062), S simulans (ATCC 27851), S. xylosus (ATCC 29979) e S warneri (ATCC

10209).

Extracdo de DNA
Para a extracdo do DNA foi utilizado o Kit Illustra (GE Healthcare) que consistiu na
digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20

mg/mL). Adicionaram-se a seguir 500 uL da solucéo de extracdo a mistura, que foi centrifugada
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a10.000 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x
g por 1 minuto. O liquido coletado foi descartado, e novamente se adicionaram 500 uL de
solucdo de extracdo a coluna. Apds a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, adicionaram-
se 500 uL da solucdo de lavagem a coluna, que foi submetida a centrifugacéo a 20.000 x g por 3
minutos. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e utilizaram-se para a elui¢do

200 pL de agua Milli Q aquecida a 70°C.

Deteccdo do gene mecA

As reacfes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas em tubos de
microcentrifuga de 0,5 mL em volumes totais de 25 uL contendo 10 pmol de cada primer
(Tabelal), 2,5 U de Taqg DNA polimerase, 200 uM de desoxirribonucleotideos trifosfatados, 20
mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl; e 3 uL de DNA. A incubacéo foi realizada em
termociclador PTC-100 MJ Research empregando os seguintes parametros: foram realizados 40
ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 55°C por 30 segundos
e extensdo a 72°C por um minuto. A eficiéncia das amplificagGes foi monitorada pela eletroforese

da reacéo em gel de agarose 2% e corado com Saber Safe.

Determinacédo do SCCmec

Determinou-se o tipo de SCCmec nas amostras positivas para 0 gene mecA. As reacdes
foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml em volumes totais de 50 ul contendo 10
pmol dos primers CIF2 F2 e CIF2 R2, 6 pmol dos primers KDP F1 e KDP R1, 5 pmol dos
primers DCS F2, DCS R1, RIF4 F3 e RIF4 R9 (Tabela 1), 1,25 U de Tag DNA polimerase, 200

uM de DNA. A incubagéo foi realizada em Termociclador PTC-100 MJ Research empregando 0s
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seguintes parametros: inicio a 92°C por 3 minutos seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 1 minuto, anelamento dos primers a 56°C por 1 minuto e extenséo a 72 °C por um minuto e
30 segundos. A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose 2% e corado com Saber Safe. Para a caracterizacdo dos tipos de SCCmec foi utilizado o

protocolo descrito por Oliveira et al.** e modificado por Machado et al.®

Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima por E-test

A sensibilidade in vitro das amostras de ECN foram testadas para os antimicrobianos:
Oxacilina, Vancomicina, Daptomicina, Linezolida, Quinupristina/Dalfopristina e Tigeciclina.
Para tanto, foi determinada a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dessas drogas, atraves do E-
test. O procedimento utilizou tira de plastico inerte, na qual é incorporada um gradiente de
concentracdo estabilizado do antimicrobiano a ser pesquisado. Primeiramente foi semeado um
indculo da amostra, seguindo a escala 0,5 de McFarland, em placa de Mueller-Hinton e em
seguida as tiras de plasticos contendo cada um dos antimicrobianos foram aplicadas sobre o
indculo e incubadas a 35°C por 24 horas. Os critérios utilizados para determinacdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos foram: Oxacilina < 0,5 pg/mL (sensivel) para ECN, exceto
S lugdunensis (sensivel <2 pg/mL e resistente > 4 ng/mL); Vancomicina <4 pg/mL (sensivel), 8
-16 pg/mL (intermediario) e >32 pg/mL (resistente); Linezolida <4 pg/mL (sensivel);
Daptomicina <1 pg/mL; Quinupristina/Dalfopristina <1 pg/mL (sensivel), 2 pg/mL

(intermediario) e >4 pg/mL (resistente); Tigeciclina <0,5 ug/mL.lO'ﬂ'18
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Teste de triagem para deteccdo de susceptibilidade reduzida a vancomicina

Para verificacdo da susceptibilidade reduzida a vancomicina foi utilizado o meio de
triagem preparado com Agar BHI adicionado de 4 pg/mL, 6 pg/mL, 8 pug/mL e 16 pg/mL de
vancomicina. A amostra S. aureus ATCC 29213, susceptivel a vancomicina, foi utilizada como
controle negativo, e a amostra E. faecalis ATCC 51299, resistente a vancomicina, foi utilizada
como controle positivo. As amostras foram semeadas na foram de spots e incubadas a 35°C por

24 horas, sendo o crescimento de uma colonia considerado resultado positivo.

Verificacdo da espessura da parede bacteriana

As amostras de ECN com susceptibilidade reduzida a vancomicina foram submetidas a
andlise da parede bacteriana por microscopia eletrdnica de transmissdo para verificacdo da
espessura da parede bacteriana. As amostras foram cultivadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e incubadas a 37°C por 24h. Centrifugaram-se por 1 minuto em microtubo 1000 pL da
amostra de ECN a 12.000 rpm. Depois de desprezado o sobrenadante, as amostras foram fixadas
em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato 0,1 M [pH 7,3] ) por 4 horas.
As amostras foram retiradas do fixador e lavadas 3 vezes por 5 minutos em agua destilada. Em
seguida as amostras foram imersas em tetroxido de ésmio a 0,5% em agua destilada por 40
minutos. Logo apds, foram lavadas 3 vezes por 10 minutos em agua destilada. As amostras foram
desidratadas sem séries crescentes de alcool: 2 vezes por 10 minutos em alcool 7,5%; 2 vezes por
10 minutos em alcool 15%; 2 vezes por 10 minutos em alcool 30%; 2 vezes por 10 minutos em
alcool 50%; 3 vezes por 15 minutos em alcool 70%; 2 vezes por 15 minutos em alcool 90%; 2

vezes por 10 minutos em alcool 100%. Apds a desidratacdo foram montados os stubs e as
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amostras foram metalizadas. As observacfes foram realizadas em microscopio eletronico Tecnali

Spirit da Fei Company e as imagens foram obtidas em aumento de 30000 x.

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para identificacdo genotipica, gene mecA e

tipo de SCCmec
Primer Sequencias de nucleotideos 5°a 3’ Pb Produto
L1 GAAGTCGTAACAAGG 165
Gl CAAGGCATCCACCGT 235
mecAl AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG
533 PBP2a
mecA2 AGT TCT GCAGTACCGGATTTG
DCSF2 CATCCTATGATAGCTTGGTC
342 SCCmec |, Il e IV
DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG
CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG
495 SCCmec |
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC
284 SCCmec I
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG
243 SCCmec I
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

Fonte: Murakami et al.*°, Couto et al.''; Oliveira et al.**; Machado et al.®

RESULTADOS

Identificacdo das Amostras

A identificacdo dos ECN pelo método bioquimico detectou 223 (74,3%) S. epidermidis,

27 (9,0%) S. haemolyticus, 22 (7,3%) S hominis, 14 (4,7%) S warneri, 9 (3,0%) S. lugdunensise
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5 (1,7%) S capitis. J& a técnica genotipica (ITS-PCR), identificou 223 (74,3%) S epidermidis, 29
(9,7%) S haemolyticus, 23 (7,7%) S hominis, 11 (3,7%) S warneri, 9 (3,0%) S lugdunensise 5
(1,7%) S capitis. Houve concordéancia de 98% entre os dois metodos utilizados para a

identificacdo das espécies de ECN.

Deteccao do gene mecA e Caracterizacdo do SCCmec

O gene mecA foi detectado em 222 (74%) amostras estudadas, sendo positivo entre
78,5% de S epidermidis, 75,9% de S haemolyticus, 69,6% de S hominis, 27,3% de S warneri,
80,0% de S capitise em 22,2% de S lugdunensis (Figura 1).

Foi realizada a caracterizacdo de SCCmec nas amostras positivas para 0 gene mecA:
foram classificados 43 (19,4%) do tipo I, 8 (3,6%) do tipo I, 121 (54,5%) do tipo 11, 32 (14,4%)
do tipo 1V, e 18 (8,1%) ndo foram tipadas. A relacdo entre o tipo de SCCmec entre as espécies de

ECN resistentes a oxacilina esta apresentado na Tabela 2.

533 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do gene mecA (533 bp) em amostras de
ECN pela técnica de PCR. 1, 2, 3, 4, 5: amostras positivas; 6: S. aureus ATCC 33591; 7: S

aureus ATCC 25923; 8: 4gua e 9 marcador de peso molecular (100 bp).
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Tabela 2. Classificacdo dos tipos de SCCmec entre as espécies de ECN resistentes a oxacilina.

Espécies mecA (+) SCCmec

tipo | tipo I tipo 111 tipo IV N&o tipadas

N % N % N % N % N % N %

S epidermidis (223) 175 785 28 160 2 1,1 108 61,7 32 183 5 29

S. haemolyticus(29) 22 759 6 273 6 273 4 182 O 0,0 6 27,3

S. hominis (23) 16 696 8 500 0 00 5 313 0 00 3 188
S. warneri (11) 3 273 0 00 0 00 O 00 O 00 3 100
S. capitis (5) 4 80 1 250 0 00 2 500 0 00 1 250

S. lugdunensis (9) 2 222 0 00 0 00 2 100 0 0,0 0 0,0

N Total 223 43 8 121 32 18

N: nimero de amostras

Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Determinou-se pela técnica de E-test a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
antimicrobianos utilizados no tratamento das infec¢Bes causadas por ECN (Figura 2), detectando-
se resisténcia a oxacilina em 206 (68,7%) das amostras de ECN, e a tigeciclina em 25 (8,3%).
Detectou-se resisténcia a tigeciclina em 4,5% de S epidermidis, 13,8% de S. haemolyticus, 13%
de S hominis e 11,1% de S lugdunensis. Ja com a utilizacdo de quinupristina/dalfopristina,
verificou-se resisténcia intermediéria, com CIM de 2 pg/mL em 1 S. epidermidise 3 pg/mL em 1
S epidermidise em 1 S haemolyticus. A sensibilidade e especificidade da CIM de oxacilina pela
técnica de E-test em relacdo a presenca do gene mecA foram respectivamente de 87,4% e 82,3%.
As demais drogas apresentaram valores de concentracdo inibitéria minima considerados

indicadores de sensibilidade segundo as recomendacdes do CLSI.*
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Avaliaram-se as concentragcfes minimas de antimicrobianos para inibir 50% e 90% das
amostras (respectivamente MIC50 e MIC90) sendo os valores respectivos de MIC50 e MIC90 de
2 puL/mL e >256 uL/mL para oxacilina, 1,5 pL/mL e 2 pL/mL para vancomicina, 0,25 puL/mL e
0,5 puL/mL para linezolida, 0,094 uL/mL e 0,19 puL/mL para daptomicina, 0,19 puL/mL e 0,5
uL/mL para quinupristina/dalfopristina, e 0,125 pL/mL ¢ 0,38 puL/mL para tigeciclina.

Em relacdo as espécies de ECN, a distribuicdo dos pardmetros de MIC50 e MIC90
revelou alta resisténcia dos isolados de S. haemolyticus a oxacilina. Esta foi a Unica espécie de
ECN em que a concentracdo inibitéria minima para inibir 50% dos isolados foi > 256pug/mL,

refletindo a alta taxa de resisténcia dessa espécie a esta droga (Tabela 3).

Figura 2. Determinagdo da Concentra¢do Inibitoria Minima dos antimicrobianos oxacilina,
vancomicina, linezolida, daptomicina, quinupristina/dalfopristina e tigeciclina em amostras de
ECN pela técnica de E-test.
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Tabela 3. Determinacdo da MIC50, MIC90, variacdo de CIM (ug/ml) e de resisténcia aos antimicrobianos
nas espécies de ECN.

Espécie Antimicrobiano MIC50 MIC90 Variacdoda CIM % Resisténcia

Oxacilina 2 >256 0,047 a >256 73,5
S. epidermidis Vancomicina 1,5 2 0,125a 2 0
(223) Linezolida 0,25 0,5 0,047 a2 0
Daptomicina 0,094 0,19 0,016 20,75 0
Quinupristina/Dalfopristina 0,19 0,38 0,064 a3 0

Tigeciclina 0,094 0,38 0,016al15 6,7

S Oxacilina >256  >256 0,064 a >256 79,3
haemol yticus Vancomicina 1 15 0,19a2 0
(29) Linezolida 0,25 0,5 0,094a1 0
Daptomicina 0,064 0,125 0,016 a 0,19 0
Quinupristina/Dalfopristina 0,25 0,5 0,025a1 0

Tigeciclina 0,25 0,5 0,016a2 17,2

S. hominis Oxacilina 0,75  >256 0,019 a >256 56,5
(23) Vancomicina 0,75 2 0,125a2 0
Linezolida 0,25 0,5 0,064 a 0,75 0
Daptomicina 0,047 0,064 0,023 a 0,094 0
Quinupristina/Dalfopristina 0,25 0,38 0,125a0,38 0

Tigeciclina 0,094 0,5 0,016 a 0,75 13
S warneri Oxacilina 0,19 0,38 0,19a0,38 0
(11) Vancomicina 0,5 15 0,25al15 0
Linezolida 0,25 0,5 0,125a0,75 0
Daptomicina 0,125 0,25 0,047 a 0,32 0
Quinupristina/Dalfopristina 0,25 0,38 0,125a0,38 0
Tigeciclina 0,094 0,38 0,047 a 0,64 9

S. lugdunensis Oxacilina 0,38 >256 0,19 a >256 22,2
9) Vancomicina 0,75 15 0,38a2 0
Linezolida 0,25 0,5 0,19a2 0
Daptomicina 0,064 0,064 0,023 a 0,094 0
Quinupristina/Dalfopristina 0,19 0,25 0,125a1,5 0

Tigeciclina 0,047 0,25 0,032al 11,1

S capitis Oxacilina 1 3 0,19a3 80
(5) Vancomicina 1,5 1,5 0,38a1,5 0
Linezolida 0,38 0,5 0,25a0,5 0
Daptomicina 0,25 0,38 0,016 a 0,38 0
Quinupristina/Dalfopristina 0,5 1,5 0,19a15 0
Tigeciclina 0,125 0,25 0,064 a 0,25 0

CIM: Concentracdo Inibitéria minima. M1C50: Concentracdo Inibitoria minima de antimicrobiano para inibir 50%
do crescimento bacteriano. MIC90: Concentragdo Inibitéria minima de antimicrobiano para inibir 90% do
crescimento bacteriano.
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Determinou-se a variagdo da CIM de cada antimicrobiano segundo o tipo de SCCmec. As
amostras tipadas com SCCmec | apresentaram maiores valores de CIM para a tigeciclina e as
com SCCmec Il foram as que apresentaram maiores valores de CIM para oxacilina. Ja as
amostras que carreiam SCCmec IV foram as que apresentaram maiores valores de CIM para a

vancomicina, linezolida, daptomicina e quinupristina/dalfopristina (Tabela 4).

Tabela 4. Determinacdo da variagdo da Concentragdo Inibitoria Minima em relacdo ao SCCmec

Variacdo da CIM (ug/ml)

Antimicrobiano SCCmec | SCCmec I SCCmec Il SCCmec IV

Oxacilina 0,094 a > 256 6 a >256 0,125a>256  0,125a> 256
Vancomicina 0,25a2 0,38a2 0,125a2 0,75a2
Linezolida 0,064a1 0,19a0,5 0,047 a 0,75 0,064 a1l

Daptomicina 0,016a025 0,016a0,094 0,019a0,5 0,047 a 0,75

Quinupristina/
0,025a1,5 0,094 a0,5 0,064 a1l 0,125a2
Dalfopristina

Tigeciclina 0,016a2 0,023 a 0,75 0,016 a 0,75 0,032a1l

CIM: Concentracgdo Inibitéria Minima

Realizou-se a analise da CIM para a oxacilina e vancomicina no periodo de 20 anos,
analisando-se em trés periodos diferentes intervalos de CIM de oxacilina e de vancomicina. Para
a oxacilina, no primeiro periodo (1990 a 2001) observaram-se valores mais altos de CIM,
considerados indicadores de sensibilidade. Ja nos outros periodos (2002 a 2006 e 2007 a 2009)

verificou-se decréscimo nos valores de CIM, considerados indicadores de sensibilidade, e
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aumento da resisténcia dos ECN. Em relacdo a vancomicina, essa mesma analise revelou
diferenca significativa nos trés periodos entre amostras com CIM de 0,047 pg/mL a 0,38 pg/mL e

de 0,5 pg/mL a 2,0 pg/mL (Figura 3).
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Figura 3. Determinacdo do numero de ECN isolados de 1990 a 2009 e a determinacdo das

ConcentracGes Minimas Inibitdrias a oxacilina e a vancomicina em trés periodos.

Determinacao da Susceptibilidade Reduzida a Vancomicina

Observou-se o crescimento de 214 (71,3%) amostras na placa de Agar BHI com 4 pg/mL
de vancomicina, de 89 amostras (29,7%) na placa com 6 pg/mL de vancomicina e de 8 (2,6%)
amostras na placa com 8 pg/mL de vancomicina (Figura 4). Nenhuma amostra cresceu na superficie
do meio acrescido de 16pg/mL de vancomicina. N&o houve diferenca significativa de variacdo da
CIM entre as amostras que ndo cresceram no meio complementado com vancomicina e as que
cresceram no meio com 4 pg/mL de vancomicina. Entre as que cresceram no meio com 6 pg/mL
de vancomicina a variagdo da CIM foi de 0,5 a 2 pg/mL e entre as que cresceram em 8 pg/mL de

vancomicina a CIM foi de 0,75 a 24 pg/mL. As amostras que cresceram em 8 pg/mL de
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vancomicina foram 4 de S epidermidis, 1 de S haemolyticus, 2 de S hominise 1 de S. capitis,
todas resistentes a oxacilina, sendo S. epidermidis e S. capitis carreadores do SCCmec IlI, S

hominisdo SCCmec | e S haemolyticus com SCCmec néo tipado.

Figura 4. Teste de triagem em Agar BHI acrescentado de 8jg/mL de vancomicina.

Verificacdo da espessura da parede bacteriana em amostras com susceptilidade reduzida a
vancomicina

As amostras que cresceram em agar BHI acrescido de 8ug/mL de vancomicina foram
submetidas a analise por microscopia eletrénica de transmissdo para observacdo da parede
bacteriana (Figura 5). Mensurou-se a espessura da parede bacteriana de células em divisdo nas 8
amostras (valores apresentados em nanémetros, média + desvio-padrdo). Nas 4 amostras de S.
epidermidisos valores foram de 21,66+1,4, 20,12+0,9, 24,24 +1,3 e 14,20+ 1,3. Naamostrade S
haemolyticus o valor foi de 24,88 + 1,7. Na amostra de S capitis foi de 19,33 +1,8, e nas 2
amostras de S hominis os valores foram de 17,68 £ 2,1 e 24,92 + 1,5. Utilizaram-se para
comparacgdo S. epidermidis ATCC 12228 e S haemolyticus ATCC 29970, que apresentaram 0S
valores respectivosde 14,61+ 1,2 e 14,73 +0,7. A comparacdo das amostras analisadas comprovou
valores maiores que os controles, entre 17 nm e 24,92 nm, com exce¢do de uma amostra de S

epidermidis que apresentou valor menor que os apresentados pelos controles (Figura 5).
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a) H-172/09

b) ATCC 12228

24,92+1,5 14,61+1,2

Figura 5. Imagens por Microscopia eletronica de Transmissdo em células de ECN em divisao
para observacdo da espessura da parede bacteriana (em nanémetros). a) S. hominis b)

S.epidermidis ATCC 12228.

DISCUSSAO

Os estafilococos coagulase—negativos sdo 0s principais causadores de bacteremia e sua
importancia no ambiente hospitalar tem aumentado nos ultimos anos devido a resisténcia aos
antimicrobianos utilizados no tratamento dessas infec¢gdes. Em nosso estudo foram caracterizadas
300 amostras de ECN isoladas de hemoculturas de pacientes internados no HC da FMB no
periodo de 20 anos, para verificacdo do perfil de susceptibilidade dessas amostras frente a
diferentes antimicrobianos.

A pesquisa do gene mecA detectou a resisténcia a oxacilina em 78,5% dos ECN, sendo 0s
valores de MIC50 (2 pg/mL) considerados indicativos de resisténcia a essa droga, determinando
a baixa susceptibilidade das bactérias aos demais agentes f—lactamicos e 0 aumento dessas taxas
de resisténcia desde 1990. Estudos relatam que amostras de ECN isoladas na década de 70 ja

apresentavam maior taxa de resisténcia & oxacilina do que S aureus, observacdo essa que
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continua até os dias atuais,?® sendo de 65% a 95% as taxas de resisténcia a p—lactamicos em
hospitais brasileiros e em outros paises.®*>*®*! As espécies que apresentaram mais resisténcia a
oxacilina foram S epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis e S capitis. Resultados similares
foram relatados em outros estudos que constataram resisténcia a oxacilina em 97% de S

epidermidis entre 1999 e 2001 em uma UTI neonatal,*

em cerca de 96% de S. haemolyticus
isolados no Brasil,*® e em 100% de S. hominis isoladas em uma UTIN da Espanha.® Ja em relacio
a espécie S. capitis foram encontrados resultados diferentes nos estudos realizados por Caierdo et
al,” que detectaram o gene mecA em 33,3% de S capitis.

Embora em porcentagens mais baixas, a presenca do gene mecA foi detectada em S.
warneri e S lugdunensis. S warneri tem sido relatado em estudos com taxas de 33,3% de

resisténcia a oxacilina em UTI neonatais,

e a primeira descricdo do gene mecA em S
lugdunensis foi no trabalho desenvolvido por Kawaguchi et al,*® que detectaram esse gene em
uma das duas amostras isoladas em uma unidade neonatal. Segundo Tee et al,*® é importante a
determinacdo da susceptibilidade de S. lugdunensis a oxacilina ndo somente em virtude de suas
implicacdes clinicas, por se tratar do mais agressivo dos ECN, mas também para um tratamento
precoce com antibidticos adequados e garantia de um bom resultado clinico.

A caracterizacdo do cassete cromossdmico estafilococico mec possibilitou a tipagem dos
quatro tipos de SCCmec, sendo o SCCmec Il 0 mais detectado nas espécies estudadas,
principalmente em S. epidermidis, que também representou todas as amostras com SCCmec IV. O
SCCmec Il é o maior entre os demais tipos e codifica 0 maior nimero de genes de resisténcia,
sendo mais prevalente entre os ECN no ambiente hospitalar. S. epidermidis é o mais abundante

na microbiota humana e o mais isolado em infeccdes e a pressédo seletiva dentro do ambiente

hospitalar favorece a proliferacdo dessas cepas com SCCmec |1l sendo importantes patégenos e
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causadores de sérias infeccdes.”® J4 0 SCCmec IV é relacionado a Staphylococcus spp. de origem
comunitaria e foi descrito pela primeira vez em S. epidermidis, sugerindo a transferéncia do
SCCmec IV de S epidermidis para S. aureus. O seu menor tamanho em relagcdo aos demais tipos
de SCCmec provavelmente aumenta sua mobilidade e capacidade para se transferir entre as
amostras,”® sugerindo tendéncia a aumento da incidéncia de doencas causadas por clones que
contém o0 SCCmec IV.** O SCCmec |1 foi mais associado a S haemolyticus, sendo esse resultado
similar ao encontrado por Machado et al,® que caracterizaram 0o SCCmec Il apenas em S
haemolyticus.

A alternativa utilizada no tratamento das infec¢des causadas por estafilococos resistentes a
oxacilina é a vancomicina, glicopeptideo utilizado desde 1958; ja existem porém relatos de
resisténcia e reducéo de susceptibilidade a essa droga.? *° *° Nossos resultados comprovaram que,
com excecdo da oxacilina, foi a vancomicina que apresentou os maiores valores de MIC50 e
MIC90, ndo se detectando resisténcia, mas verificando-se prevaléncia de maiores valores de CIM
no periodo de 20 anos, e reducdo de susceptibilidade em amostras de S epidermidis, S
haemolyticus, S hominise S capitis. Nos estudos realizados por Natoli et al.*!, a susceptibilidade
reduzida a vancomicina foi detectada com uma frequéncia de 5,4% em ECN, nas espécies S
epidermidis e S. haemolyticus. Segundo esses autores ja foi previamente comprovado que
Saphylococcus capazes de crescer em Agar com vancomicina podem desenvolver
heteroresisténcia a glicopeptideos, que pode estar relacionada a falhas no tratamento e/ou ser um
precursor da resisténcia a glicopeptideos, devendo ser levado em consideracdo nas decisdes
terapéuticas.

O aumento das proporcdes de ECN resistentes a oxacilina e a reducdo de sua

susceptibilidade a vancomicina ressaltam a importdncia do estudo de outros agentes
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antimicrobianos. A tigeciclina, glicilciclina semissintética de amplo espectro frente a bactérias
gram—positivas e gram—negativas, € considerada uma droga com excelente atividade contra ECN

29 42 mas nossos resultados revelaram 8,3% de resisténcia a

suscetiveis e resistentes a oxacilina,
esse antimicrobiano, mais frequente em S. haemolyticus, sequido de S. hominis, S. lugdunensis e
S epidermidis. Foram descritos em alguns estudos resultados semelhantes de MI1C90 (0,5 pg/mL)
para a tigeciclina, ndo havendo diferencas desses valores entre ECN sensiveis e resistentes a
oxacilina.*> Nos trabalhos realizados por Natoli et al,** a tigeciclina apresentou bons resultados;
segundo esses autores essa droga ndo é recomendada para o tratamento de bacteremia e seu uso
deve ser limitado a fim de se preservar sua atividade contra bactérias gram-negativas
multirresistentes.

A quinupristina/dalfopristina é uma estreptogramina, pertencente ao grupo de antibioticos
macrolideos—lincosamida—estreptogramina, e a combinacdo de quinupristina e dalfopristina é
sinérgica e geralmente bactericida quando esses agentes sdo comparados isoladamente, ou
comparados a antibi6ticos semelhantes do grupo dos macrolideos.*® Nesse estudo, apesar de a
quinupristina/dalfopristina apresentar excelentes resultados na maioria das amostras de ECN
estudadas, detectou-se resisténcia intermediaria a essa droga em dois S epidermidise em um S,
haemolyticus. No estudo de Mendes et al,*® a quinupristina/dalfopristina apresentou excelentes
resultados para ECN, ndo se detectando resisténcia, e com valores de MIC90 de 0,38 pg/mL para
as amostras sensiveis a oxacilina e de 0,75 pg/mL para as resistentes a oxacilina. Também
Venkatesh et al®® descreveram boa eficacia da combinagdo desses agentes antimicrobianos em
ECN resistentes e sensiveis a oxacilina.

A daptomicina, antimicrobiano estudado ha décadas, voltou a ser utilizado em 2006,

sendo aprovada para tratamento de bacteremias e endocardites causadas por Staphylococcus.*?
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Verificaram-se excelentes resultados em nosso estudo, com valores baixos de MIC50 nas
espécies de ECN estudadas. Olivares et al*® também verificaram a susceptibilidade de todos os
ECN a daptomicina, com pouca variacdo dos valores de CIM. No estudo realizado em 1126 ECN

por Critchley et al,*?

a daptomicina foi ativa numa faixa de CIM de 0,015-2,0 pg/mL, e MIC90
de 0,5 pg/mL. Segundo esses autores, 0s agentes mais ativos nesta analise foram a daptomicina e
a quinupristina/dalfopristina, ressaltando a importancia desses antimicrobianos no tratamento das
infeccdes causadas por ECN.

Também foram observados bons resultados com a utilizacdo da linezolida, oxazolidinona
sintética potencialmente ativa contra vérias bactérias, incluindo os ECN.? A linezolida tornou-se
importante para a terapéutica de infeccGes prolongadas causadas por ECN, mas ha relatos de
resisténcia a essa droga. No Brasil, o primeiro relato de resisténcia a linezolida foi em 2006, em
um isolado clinico de MRSA, % verificando-se resisténcia, entre os ECN, em S. epidermidis,® S.
hominis e S. haemolyticus.® Nos estudos realizados por Olivares et al,** apesar da deteccdo de 7
cepas resistentes a linezolida, esse antimicrobiano apresentou bons niveis de CIM em amostras de
ECN.

S. haemolyticus foi a espécie que apresentou maiores valores de CIM para oxacilina,
sendo necessario niveis superiores a 256 pg/mL para inibicdo de 50% dos isolados. Além da
oxacilina, essa espécie apresentou maiores valores de CIM para a tigeciclina e a maioria dos
outros antimicrobianos testados. Descrevem-se altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos
utilizados no tratamento das infec¢es causadas por S haemolyticus, principalmente a meticilina
e aos glicopeptideos. Alguns autores relatam alta prevaléncia de genes que codificam resisténcia
a antibioticos B—lactamicos e aminoglicosideos, bem como significativa propor¢do de isolados

com a concentracdo inibitéria minima de vancomicina proxima ao ponto definido para a
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resisténcia, 2%

0 que ressalta a importancia do S. haemolyticus como patégeno multirresistente e
causador de infeccOes de dificil tratamento com a utilizacdo dos antimicrobianos tradicionais.

A relacdo da variagdo da concentragdo inibitéria minima com os tipos de SCCmec
mostrou maiores CIM para vancomicina, linezolida, daptomicina e quinupristina/dalfopristina em
S. epidermidis com SCCmec IV. Os genes de resisténcia a esses antimicrobianos sao mediados
por plasmideos e se encontram com maior frequéncia em cepas resistentes a meticilina,
ocorrendo frequentemente em cepas hospitalares que sofrem maior presséo seletiva.*> O SCCmec
IV é caracteristico de amostras comunitarias, principalmente pelo seu tamanho que envolve baixo
custo adaptativo aos ECN, e estudos sugerem que geralmente a aquisi¢do de genes de resisténcia
aos antimicrobianos atraves da transferéncia horizontal de genes tem origem ambiental néo-
clinica, pois é alta a diversidade de bactérias que carreiam genes de resisténcia no ambiente
natural.’®*”. Além disso, O SCCmec IV s6 foi detectado em S. epidermidis, que por ser a espécie
mais frequente na microbiota estd mais sujeita a pressao seletiva. As maiores CIM para outros
antimicrobianos também podem estar relacionados a pressdo seletiva, ja que o nivel de exposicao
dessas bactérias no ambiente hospitalar pode influenciar a sele¢do de cepas com susceptibilidade
reduzida a esses outros agentes bacterianos, e consequentemente possivel resisténcia, pois sdo
necessarios varios eventos de mutagdes, recombinacbes genéticas e alteracdes na fisiologia
microbiana para que haja mudancas que resultem em novo fenétipo.****’

As alteracbes metabdlicas e fisioldgicas relacionadas a pressdo seletiva podem ser
observadas nas amostras que cresceram em agar com 8 pug/mL de vancomicina, pois na maioria
dos ECN estudados pode-se observar maior espessura da parede bacteriana devido a aceleragédo

da sintese de peptidoglicano. Esse mecanismo de susceptibilidade reduzida & vancomicina é mais

vantajoso para 0s ECN do que a aquisicdo do operon van, que é mediador da resisténcia a
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vancomicina. O operon van ¢ adquirido por transferéncia horizontal de genes e a expressdo desse
operon so € estimulada na presenca de glicopeptideos. Esse estimulo resulta em custo adaptativo
muito alto na presenca da vancomicina, configurando desvantagem para os ECN na presenca desta
droga.>** Ja em relacéo & aquisicdo de outros genes de resisténcia nos ECN, como o gene mecA,
ocorre inicialmente um custo adaptativo, que é amenizado por mutagdes adicionais
compensatodrias que favorecem esses microrganismos em relacao aos custos dessa resisténcia.

Os resultados de 20 anos apresentados em nosso estudo revelam alta frequéncia de
resisténcia dos ECN aos antimicrobianos, refletindo o uso excessivo dessas drogas. Além das
modificagdes metabolicas e fisiologicas que podem levar a susceptibilidade reduzida dos ECN
aos antimicrobianos, a condi¢do desses microrganismos como comensais humanos torna-os ideais
como transportadores e reservatorios de genes de resisténcia, principalmente aqueles que néo
implicam custo adaptativo importante para a bactéria, como os elementos SCCmec.*® Segundo
esses autores, S epidermidis fornece reservatério para a transferéncia de elementos genéticos
para S. aureus, aumentando o potencial patogénico dessas bactérias e desempenhando papel
importante nas doencas causadas por S. aureus em humanos. Os antimicrobianos que ofereceram
melhores resultados devem ser utilizados de maneira a se preservar sua eficacia e a se evitarem as

altas taxas de susceptibilidade reduzida e de resisténcia a essas drogas.
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RESUMO

Objetivos

Determinar o locus agr, sensibilidade aos antimicrobianos em amostras de S epidermidis
produtoras de biofilme e analisar o perfil clonal de isolados de hemoculturas provenientes de
pacientes internados no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB) em um periodo de 20 anos.

Meétodos e Resultados

A pesquisa dos genes de biofilme (icaA, icaB, icaC e icaD, bhp e aap) realizada por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e a expressdo por transcriptase reversa-PCR (RT-PCR) revelaram
em 61 S. epidermidis, 83,6% do operon ica, 11,5% do gene bhp e 32,8% do gene aap. Foram
detectados o l6cus agrl em 77% e o agrll em 19,7%. A resisténcia a oxacilina foi verificada pela
deteccdo do gene mecA em 90,1% e a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (MIC) por
E-test mostrou 83,6% de resisténcia a oxacilina, 4,9% a tigeciclina e resisténcia intermediaria a
quinupristina/dalfopristina em uma amostra. As amostras foram sensiveis a linezolida e
daptomicina e apresentaram valores elevados de MIC50 e MIC90 a vancomicina. A determinacéo
do perfil clonal revelou 11 clusters e o cluster majoritario foi tipado como ST2.

Conclusoes

S. epidermidis apresentou capacidade de producdo do biofilme, com predominio do l6cus agrl,
resisténcia a oxacilina e maior frequéncia de SCCmec tipo I11. Alguns isolados foram resistentes
a novos antimicrobianos e a tipagem molecular revelou clones persistentes por até 17 anos. O
clone invasivo S epidermidis ST2 foi o majoritério, revelando a importancia da valorizacdo

desses microrganismos como importantes agentes com potencial de causar sérias infecgdes em
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pacientes internados e da disseminacdo desses clones patogénicos e resistentes dentro do
ambiente hospitalar.

Significancia e Impacto do Estudo

A caracterizacdo da multirresisténcia e da capacidade de formacdo do biofilme com o l6cus agrl
em S. epidermidis isolados de hemocultura foi de grande importancia para melhor conhecimento
dos clones que persistem em um hospital universitario em um periodo de 20 anos. Foi
caracterizado um clone invasivo de S. epidermidis que pode estar associado a serias complicacGes

clinicas.

palavras-chave: biofilme; MecA,; vancomicina, linezolida; daptomicina;

quinupristina/dalfopristina; tigeciclina; PFGE; MLST.
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ABSTRACT

Objectives

To establish the agr locus, the susceptibility of biofilm—producing S. epidermidis specimens to
antimicrobial agents, and to analyze the clonal profile of blood culture specimens from inpatients
at the UNESP Hospital das Clinicas in Botucatu, Brazil, along a 20—year period.

Methods and Results

Detection of biofilm-related genes (icaA, icaB, icaC and icaD, bhp and aap) by polymerase
chain reaction (PCR) and expression by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) showed 83.6% of ica operon, 11.5% of bhp gene, and 32.8% of aap gene for 61 S
epidermidis specimens. The agrl and agrll loci were detected in 77% and 19.7%, respectively.
Oxacillin—resistance was verified by detection of mecA gene in 90.1%, and the minimal
inhibitory concentration (MIC) values assessed by E-test have shown 83.6% resistance to
oxacillin, 4.9% resistance to tigecycline, and intermediate resistance to quinupristin/dalfopristin
in one specimen. Specimens were shown to be sensitive to linezolid and daptomycin, with high
MIC50 and MIC90 values to vancomycin. Clonal profile determination showed 11 clusters, and
the ST2 type was determined to be the major cluster.

Conclusions

The ability of S epidermidis to produce biofilm has been shown, with predominant agrl locus,
oxacillin—resistance, and highest prevalence of SCCmec type I11. Some isolates showed resistance
to newer antimicrobial agents, and molecular type determination revealed clones persisting for up
to 17 years. The major one was the S epidermidis ST2 invasive clone, pointing to the relevance

of considering such organisms as important pathogens with potential ability to cause serious
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infection in inpatients, as well as taking into account the potential dissemination of such resistant
pathogenic clones in hospital settings.

Study Significance and Impact

The identification of S epidermidis isolated from blood culture as a multi-resistant organism with
the ability to form biofilm with the agrl locus was highly important for a better understanding of
clones persisting in a university hospital for a 20—year period. An invasive S epidermidis clone

was characterized, which may be associated with serious clinical complications.

KEY WORDS: biofilm; mecA; vancomycin; linezolid; daptomycin; quinupristin/

dalfopristin; tigecycline; PFGE; MLST.
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INTRODUCAO

Os Estafilococos coagulase-negativos (ECN) sdo membros do género Saphylococcus, e
principais colonizadores da microbiota humana. S& o0s microrganismos mais isolados em
materiais clinicos e por serem oportunistas podem causar sérias infec¢des, principalmente em
pacientes imunossuprimidos e que fazem uso de proteses (Kloos et al., 1999; Rowlinson et al.,
2006). A capacidade de produzir fatores de viruléncia, como o biofilme, e a resisténcia aos
antimicrobianos podem dificultar o tratamento das infec¢des causadas por ECN.

O biofilme, considerado o principal fator de viruléncia dos ECN, é definido como uma
interacdo complexa de microrganismos incorporados em uma matrix extracelular de
polissacarideo, proteinas e 4acido nucleico (Fey et al., 2010), que confere protecdo aos
microrganismos envolvidos do sistema imune do hospedeiro durante a infeccdo (Otto 2004). O
mecanismo exato para a formacdo do biofilme ainda esta sendo esclarecido, mas sabe-se que
quatro passos estdo envolvidos nesse processo: a adesdo, a acumulacdo, a maturacdo e o
desprendimento. Na constituicdo do biofilme de Saphylococcus spp., alguns genes estédo
implicados na codificacdo das mais importantes substancias e proteinas: o operon ica, que
abrange os genes icaA, icaC, icaD e icaB, a proteina associada ao acumulo (Aap) e a proteina
associada ao biofilme (Bhp).

O operon ica sintetiza um polissacarideo de adesdo intercelular (P1A) que permite a
ligagdo célula-célula e formagdo de multicamadas, sendo sua principal funcéo a contribuicdo para
a formacéo do biofilme (Hussain et al,. 1993; Fey et al., 2010). Apesar de sua importéncia, foi
reconhecido que a sintetizacdo do PIA ndo é essencial para a formacdo do biofilme em cepas de
S. epidermidis (Hussain et al., 1993), pois a formacdo de biofilme independente de PIA esta

relacionada a proteinas que podem substituir esse polissacarideo, como a Proteina associada ao
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acumulo (Aap) e a Proteina associada ao Biofilme (Bhp). Aap é uma proteina com um N-terminal
de dominio A e um de dominio B, processada por proteases e sua forma ativa € uma proteina
fibrilar, liberada em "tufos". A sua acumulacio é através da dimerizacdo de Zn**-dependentes dos
dominios B sobre as células vizinhas, enquanto o dominio A é responsavel pela adesdo aos
cornedcitos, auxiliando na adeséo a pele (Fey et al., 2010). Ja a inducéo da formacéo do biofilme
e da acumulacdo na auséncia do PIA € induzida pela Bhp, proteina homéloga a Bap de S. aureus,
e seu mecanismo para a contribuicdo da formacdo do Biofilme ainda ndo esta esclarecido
(Cucarella et al., 2001; Gill et al., 2005).

A formacéo do biofilme, assim como outros fatores de viruléncia em Saphylococcus spp.,
é regulada por um sistema com atividade quorum sensing, que permite a comunicacdo entre as
células bacterianas, a deteccdo da densidade celular e uma reacéo fenotipica de acordo com a fase
de crescimento em que a cultura se encontra (Novick et al., 2008; McCulloch 2006). O sistema
agr (accessory gene regulator) é o principal sistema com atividade quorum sensing, sendo
descritos trés polimorfismos do l6cus agr em S. epidermidis (agr I, 11 e I11) (Li et al., 2004). O
I6cus agr contribui para a regulacdo da viruléncia dos ECN em diferentes momentos da infec¢éo,
sendo as proteinas relacionadas a aderéncia produzida na fase exponencial da curva de
crescimento bacteriano e algumas exoproteinas secretadas na fase pds-exponencial (Bohach et
al.,1997).

Além da capacidade da formacdo do biofilme em ECN, o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos dificulta o tratamento das infeccGes causadas por essas bactérias. As altas taxas
de resisténcia a oxacilina ressaltam a importancia dos estudos de ECN capazes de formar o
biofilme, que esté relacionado a persisténcia das infeccbes e a diminuicéo da eficicia da atividade

dos antimicrobianos (Otto 2008; Fey et al., 2010). Assim, este estudo objetivou determinar o
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I6cus agr, sensibilidade aos antimicrobianos em amostras de S epidermidis produtoras de
biofilme e analisar o perfil clonal de isolados de hemoculturas provenientes de pacientes

internados no HC da FMB, UNESP, Botucatu em um periodo de 20 anos.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram estudadas 300 amostras de ECN provenientes de hemoculturas isoladas de
pacientes internados no Hospital das Clinicas de Botucatu — Universidade Estadual Paulista
(UNESP). As amostras estudadas foram do periodo de 1990 a 2009 e estavam mantidas na
Colecédo de Cultura do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias
de Botucatu - UNESP. O critério de selecdo das amostras por espécies considerou uma
prevaléncia média de 35% de ocorréncia, com uma margem de erro de 5% e intervalo de
confianca de 95%.

O isolamento das linhagens foi realizado conforme as normas descritas por Koneman et
al., (1997). As amostras foram isoladas em Agar sangue e realizou-se a coloracdo de Gram, para
observagdo da morfologia das colonias, e a prova de catalase para confirmacdo do género
Saphylococcus. Logo apds, as amostras de estafilococos foram submetidas a prova de coagulase
para a diferenciacdo entre os grupos de estafilococos coagulase—positivos e coagulase—negativos.
As amostras pertencentes ao grupo dos coagulase—negativos foram submetidas a provas
bioquimicas propostas por Cunha et al., (2004) para identificacdo fenotipica das espécies. A
identificacdo genotipica foi realizada usando primers de sequéncias conservadas adjacentes aos
genes 16S e 23S pela técnica ITS-PCR (internal transcribed spacer —polymerase chain reaction)

descrita por Barry et al. (1991) e Couto et al. (2001), usando os primers G1 e L1 descritos na
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Tabela 1. A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor
3% e corado com Saber Safe. Para controle dos resultados, foram utilizadas as seguintes
linhagens de referéncia internacional: S auricularis (ATCC 33753), S. capitis subsp. capitis
(ATCC 27843), S. capitis subsp. urealyticus (ATCC 49325), S caprae (ATCC 35538), S. cohnii
(ATCC 49330), S cohnii subsp. cohnii (ATCC 29974), S epidermidis (ATCC 12228), S
epidermidis (ATCC 35983), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis (ATCC 27844), S.
hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S. lentus (ATCC 700403), S lugdunensis
(ATCC 700328), S saprophyticus (ATCC 15305), S. schleiferi subsp. schleiferi (ATCC 43808),
S. sciuri subsp. sciuri (ATCC 29062), S. simulans (ATCC 27851), S. xylosus (ATCC 29979) e S.

warneri (ATCC 10209).

Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o Kit Illustra (GE Healthcare) que consistiu na
digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20
mg/mL). Adicionaram-se a seguir 500 uL da solucdo de extracdo a mistura, que foi centrifugada
a 10.000 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x
g por 1 minuto. O liquido coletado foi descartado, e novamente se adicionaram 500 uL de
solucdo de extracdo a coluna. Apos a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, adicionaram-
se 500 uL da solucédo de lavagem a coluna, que foi submetida a centrifugacéo a 20.000 x g por 3
minutos. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e utilizaram-se para a eluicdo

200 pL de agua Milli Q aquecida a 70°C.
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Deteccao de genes relacionados a formagéo de biofilme e resisténcia a oxacilina (gene mecA)
As reacdes de PCR para a deteccdo dos genes relacionados a formacéo de biofilme (icaA, icaB,
icaC, icaD, aap e bhp) e do gene mecA foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml
em volumes totais de 25ul contendo 10pmol de cada primer (Tabelal), 2,5 U de Tag DNA
polimerase, 200 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75
mM de MgCl, e 3 ul de DNA. A incubacdo foi realizada em Termociclador PTC-100 MJ
Research empregando diferentes parametros para cada gene. Para o gene icaA foram realizados
30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento dos primers a 49°C por 45
segundos e extensdo a 72°C por um minuto. Para os genes icaB, icaC e icaD a incubagdo
iniciou-se a temperatura de 94 °C por 5 minutos seguidos de 50 ciclos de desnaturagdo a 94°C por
30 segundos, anelamento dos primers a 54°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por um minuto.
Para os genes aap e bhp foram realizados 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, anelamento dos
primers a 54°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por um minuto e 30 segundos. Para o gene
mecA foram realizados 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos
primers a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por um minuto. A eficiéncia das
amplificacOes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de agarose 2% e corada com

Saber Safe.

Extracdo de RNA

As amostras positivas para genes relacionados a formacao do biofilme foram submetidas a
extracdo de RNA com o kit Illustra RNAspin Mini (Ge Healthcare), que consistiu na digestéo
inicial das células de estafilococos com tampdo TE (10mM de Tris, ImM EDTA [pH 8,0])

contendo 2 mg/mL de lisozima. Adicionaram-se a seguir 350 pulL de Buffer RA1 e 3,5 uL de B-
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mercaptoetanol. A amostra foi filtrada em filtros RNAspin Mini Filter units e em seguida
adicionaram-se 350 pL de etanol 70%. Nesta etapa, a amostra foi transferida para os filtros
RNAspin Mini Column para ajustar as condicdes de ligagdo no filtro, e logo em seguida
adicionaram-se 350 uL de MDB (membrane desalting buffer) para ocorrer a ligagdo do RNAm
na membrana do filtro. Na sequéncia realizaram-se duas etapas de lavagem com 600 uL e 250 puL
de Buffer RA3 e em seguida o RNAm foi eluido em 45 uL de H,O RNA-free acrescido de 5 pL
de RNA guard.

Logo em seguida realizou-se o tratamento do RNAmM com DNase para eliminar qualquer
contaminacdo com DNA. O tratamento de 8 uL. de RNAm se iniciou adicionando 2 pL. de DNase
Buffer e 2 pL de DNAse e incubando a 37°C por 60 minutos. Logo a seguir adicionaram-se 2 uL

de Stop DNase, incubando-se a 65°C por 10 minutos.

Obtencédo do cDNA

ApoOs o tratamento com DNAse, a amostra de RNAm foi convertida a cDNA.
Adicionaram-se a amostra de RNAm tratada com DNase (12 pL), 1 uL de random primer a 75
ng/ulL, juntamente com 6 pL de agua nuclease—free e 1uL de dANTP (200 puM de
desoxirribonucleotideos trifosfatados). Em seguida, a mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos
para desnaturacdo do RNA e ligacdo do primer. Posteriormente adicionaram-se & mistura 4 uL do
tampdo para a transcriptase reversa (5X First-Strand Buffer), 1 uL de dietiltreitol (DTT) e 1 uL
de SuperScript™ III (200 U/uL) e levou-se a mistura ao termociclador PTC-100 MJ Research.
Para obtencdo do cDNA, foram utilizados ciclos de 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 minutos e
70°C por 15 minutos, resfriando-se em seguida a 4°C. Para o controle interno da extracdo de

RNA foi realizada a pesquisa de RNA ribossdmico 16S com os primers 16S1 e 16S2 (Tabela 1),
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que corresponde a regides do gene RNAr que sdo conservadas entre os estafilococos e
especificas do género. O cDNA obtido foi submetido a amplificacdo pela técnica de PCR e

eletroforese para visualizagdo dos produtos amplificados.

Determinacédo de SCCmec

Determinou-se o tipo de SCCmec nas amostras positivas para 0 gene mecA. As reacdes
foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml em volumes totais de 50 ul contendo 10
pmol dos primers CIF2 F2 e CIF2 R2, 6 pmol dos primers KDP F1 e KDP R1, 5 pmol dos
primers DCS F2, DCS R1, RIF4 F3 e RIF4 R9 (Tabela 1), 1,25 U de Tag DNA polimerase, 200
uM de DNA. A incubag&o foi realizada em Termociclador PTC-100 MJ Research empregando 0s
seguintes parametros: inicio a 92°C por 3 minutos seguidos de 30 ciclos de desnaturagéo a 94°C
por 1 minuto, anelamento dos primers a 56°C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por um minuto e
30 segundos. A eficiéncia das amplificacbes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose 2% e corado com Saber Safe. Para a caracterizacdo dos tipos de SCCmec foi utilizado o

protocolo descrito por Oliveira et al. (2002) e modificado por Machado et al. (2007).

Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima por E-test

A sensibilidade in vitro das amostras de ECN foram testadas para os antimicrobianos:
Oxacilina, Vancomicina, Daptomicina, Linezolida, Quinupristina/Dalfopristina e Tigeciclina.
Para tanto, foi determinada a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dessas drogas, através do E-
test. O procedimento utilizou tira de plastico inerte, na qual é incorporada um gradiente de
concentracdo estabilizado do antimicrobiano a ser pesquisado. Primeiramente foi semeado um

indculo da amostra, seguindo a escala 0,5 de McFarland, em placa de Mueller-Hinton e em
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seguida as tiras de plasticos contendo cada um dos antimicrobianos foram aplicadas sobre o
indculo e incubadas a 35°C por 24 horas. Os critérios utilizados para determinagdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos foram: Oxacilina < 0,5 pg/mL (sensivel) para ECN, exceto
S lugdunensis (sensivel < 2 pg/mL e resistente > 4 ug/mL); Vancomicina <4 pg/mL (sensivel), 8
-16 pg/mL (intermediario) e >32 upg/mL (resistente); Linezolida <4 pg/mL (sensivel);
Daptomicina <1 pg/mL; Quinupristina/Dalfopristina <1 pg/mL (sensivel), 2 upg/mL
(intermediario) e >4 nug/mL (resistente); Tigeciclina <0,5 pg/mL (Sensivel) (CLSI 2013; FDA

2005; Eucast 2013).

Determinacéo do grupo agr

As amostras de ECN positivas na técnica de Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) na pesquisa do RNAm dos genes de biofilme foram submetidas ao método
de tipagem do grupo agr por reacdes de PCR descritas por Li et al., (2004). Foram realizadas
reacOes com os primers agrA, agrB e agrC (Tabela 1), consistindo em 25 uL contendo 10 pmol
de cada primer, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 200 uM de desoxirribonucleotideos trifosfatados,
20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl, e 3 uL de DNA. A incubacdo foi realizada em
termociclador PTC-100 MJ Research empregando-se 0s seguintes parametros: um primeiro ciclo
a 94°C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento dos primersa 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por um minuto; o final dos 35
ciclos foi sequido de uma extensdo a 72°C por sete minutos. A eficiéncia das amplificacdes foi

monitorada pela eletroforese da reacédo em gel de agarose 2% e corada com Saber Safe.
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O primer agrA corresponde a uma regido conservada comum aos grupos agrl, agrll e
agrlll. O primer agrB amplifica uma regido hipervariavel com sequéncia comum aos grupos

agrll e agrlll e o primer agrC é especifico apenas para a regido correspondente ao grupo agrll.

Analise por PFGE

As amostras de ECN positivas pela técnica de RT-PCR foram submetidas a analise do
perfil clonal pela técnica de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), segundo o protocolo
modificado de McDougal et al. (2003). As amostras foram cultivadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e incubadas a 37°C por 24h. Centrifugaram-se em microtubo, a 12.000 rpm por um
minuto, 200 uL. da amostra de ECN. Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados
150 pL de solucdo TE (10 mM de Tris, 1 mM EDTA [pH 8,0]) com agitacdo em vortex até a
completa dissolucdo do pellet formado. As amostras foram mantidas em banho-maria por 10
minutos a 37°C. Foram acrescidas de 2,5 pL de lisostafina (1 mg/mL) por amostra e agitadas em
vortex. Apos a adicdo de lisostafina, acrescentaram-se 150 uL de agarose low melting, e as
amostras foram imediatamente adaptadas nos moldes para plugues até solidificarem, quando
entdo foram colocadas em 2 mL de solugdo EC (6 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 100 mM EDTA,
0,5% Brij-58, 0,2% desoxicolato de sddio, 0,5% laurilsarcosila sodica) e incubadas a 37°C por
um minimo de 4 horas. O EC foi retirado e os plugues foram lavados quatro vezes com 2 mL de
TE a temperatura ambiente por meia hora. Para a restricdo do DNA genémico utilizaram-se 2 pL
da enzima Smal (Fast Digest Smal, Fermentas Life Science, Canadd) para Saphylococcus. A
restricdo foi realizada em placa de 96 pocos adicionando-se primeiramente o tampao enzimatico
(45 pL de agua milli Q e 5 pL do tamp&o enziméatico por amostra) deixando a placa na geladeira

por 30 minutos. Em seguida, retirou-se o tamp&o sem enzima e adicionou-se o tamp&o com a
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enzima (43 uL de agua milliQ, 5 uL do tampéo enzimatico e 2 uL da enzima por amostra), deixando a
placa na estufa a 37°C por 6 minutos segundo especificacdes do fabricante. A eletroforese foi
executada em aparelho CHEF-DR 111 System (BioRad Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1%
preparado com TBE 0,5 M (1 g em 100mL de 4gua milli Q) (Pulsed Field Certified Agarose,
BioRad Laboratories, EUA) sob as seguintes condi¢des: intervalos de tempo de pulso de 5 a 40
segundos por 21horas; em rampa linear; 6 V/cm; angulo de 120°; 14°C; 2,2 L de 0,5 M de TBE
como tampdo de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs)
como marcador molecular. Os géis foram corados com GelRed (400 mL de agua destilada e 30
uL de GelRed 10.000 X em agua, Biotium, EUA) por 1 hora, e fotografados sob transiluminagéo
UV. Para analise de similaridade foi utilizado o software BioNumerics (versdao 7.0; Applied
Maths, Bélgica), calculo dos coeficientes de correlacdo Dice e criagdo do dendrograma pelo
método UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages). A tolerancia da
posicdo das bandas e a otimizacdo foram ajustadas para 1.25 e 1% respectivamente. Um

coeficiente de similaridade de 80% foi escolhido para determinacdo dos clusters.

Determinacédo do Multilocus Sequence Typing (MLST)

O MLST foi realizado segundo as normas descritas por Enright et al., (2000). Cada par de
primer amplifica um fragmento interno do gene housekeeping (cerca de 500 pb) (Tabela 4):
carbamatoquinase (arcC) desidrogenase, do chiquimato (aroE), glicerol quinase (glpF),
guanilatoquinase (gmk ), acetiltransferase fosfato (pta ), triosefosfatoisomerase (tpi_ ), e acetil
coenzima A acetiltransferase (yqiL).

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

reacOes foram realizadas em sequenciador ABI3500 de 8 capilares (de 50cm) usando como
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polimero o POP7 (Applied Biosystems). A visualizacdo das sequéncias (eletroforograma) foi
realizada pelos programas Mega, Laser Gene e Bionumerics (versdo 7.1; Applied Maths,
Bélgica). A analise e comparacdo das sequéncias foram realizadas por banco de dados via

internet (http://www.mlst.net).
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para identificacdo genotipica, gene mecA,

biofilme, tipo de SCCmec e MLST.

Primer Sequencias de nucleotideos 5’°a 3’ Pb Produto
agrAl GCTGCAACCAAGAAACAACC 102 agr!, 11, 111
agrA2 CGTGTATTCATAATATGCTTCGATT 2 T
agrBl TATGCAAGCCAAGCACTTGT 453 agrlll
agrB2 GTGCGAAAGCCGATAACAAT
agrC1 CCTTGGCTAGTACTACACCTTC 615 agrl
agrC2 GTGCTTGGCTTGCATAAACA
L1 GAAGTCGTAACAAGG 16S
Gl CAAGGCATCCACCGT i 23S
icaAl TCTCTTGCAGGAGCAATCAA 187 icaA
icaA2 TCAGGCACTAACATCCAGCA
icaB1 CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 302 icaB
icaB2 AAAGTCCCATAAGCCTGTTT
icaCl TAACTTTAGGCGCATATGTTT 400 icaC
icaC2 TTCCAGTTAGGCTGGTATTG
icaD1 ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 198 icaD
icaD2 CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA
bhpl ATGAAAAATAAACAAGGATTTC 130 Bh
bhp2 GCCTAAGCTAGATAATGTTTG 0 P
aapl ATGGGCAAACGTAGACAAG 110 Aap
aap2 ACCGTAAAAATCGTAATTATCTC 0
mecAl AAAATCGATGGTAAAGGTTGG 533 PBP2a
mecA2 AGTTCTGCAGTACCGGATTTG
DCSF2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 349 scemeel e IV
DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG ’
CIF2F2 TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG 495 scemec |
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 284 scemee
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 scemee
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC
arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 456 Carbamato quinase
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroe-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 456 Desidrogenase do
aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC chiquimato
aroE-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 465 Glicerol quinase
aroE-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC 429 Guanilato quinase
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta-Up CTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474  Fosfato acetiltransferase
pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tpi-U TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA ) .
tgi-Dﬁ TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC 402  Triose-fosfato isomerase
yqiL-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC 516 Acetil coenzima A acetil
yqiL-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC transferase

Fonte: Li et al.(2004), Couto et al. (2001); Arciola et al. (2001); Arciola et al. (2005) Qin et al. (2007);

Murakami et al.(1991); Oliveira et al.(2002); Machado et al.(2007); Enright et al. (2000)



RESULTADOS
Identificacdo das Amostras

A identificacdo dos ECN pelo método bioquimico detectou 223 (74,3%) S. epidermidis,
27 (9,0%) S. haemolyticus, 22 (7,3%) S hominis, 14 (4,7%) S warneri, 9 (3,0%) S lugdunensise
5 (1,7%) S capitis. Ja a técnica genotipica (ITS-PCR), identificou 223 (74,3%) S epidermidis, 29
(9,7%) S haemolyticus, 23 (7,7%) S hominis, 11 (3,7%) S warneri, 9 (3,0%) S lugdunensise 5
(1,7%) S capitis. Houve concordancia de 98% entre os dois métodos utilizados para a

identificacdo das espécies de ECN.

Deteccao dos genes relacionados a formacéo do biofilme

Os genes relacionados a formacdo de biofilme foram pesquisados nas 300 amostras em
estudo, sendo 163 (54,3%) positivas para a presenca dos genes do operon ica e/ou genes bhp e
aap. O gene icaA foi positivo em 124 (41,3%) ECN, o icaB em 165 (55,0%), o icaC em 222
(74,0%) e o icaD em 236 (78,7%). A presenca dos genes icaA, icaB, icaC e icaD,
concomitantemente, foi detectada em 107 (35,7%) amostras. Os genes bhp e aap, foram
detectados em 37 (12,3%) e 104 (34,7%) dos ECN, respectivamente. A distribuicdo desses genes

em relacdo as espécies de ECN pode ser visualizada na Tabela 2.
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Tabela 2. Distribui¢do dos genes envolvidos na formacéo do Biofilme em espécies de ECN

icaA icaB icaC icaD Operon ica bhp aap
ESPECIES

N % N % N % N % N % N % N %

S epidermidis 119 96,8 144 873 181 815 179 758 105 981 34 919 103 99,0
S haemolyticus 0 00 10 61 13 59 23 97 0 0,0 0 00 0 0,0
S hominis 3 2,4 7 42 17 7,7 17 7,2 1 0,9 1 27 1 1,0
S warneri 1 0,8 3 18 7 3,2 6 2,5 1 0,9 0 00 0 0,0
S lugdunensis 0 0,0 0 0,0 2 0,9 7 3,0 0 0,0 1 27 0 0,0

S capitis, 0 0,0 1 0,6 2 0,9 4 1,7 0 0,0 1 27 0 0,0

TOTAL 123 165 222 236 107 37 104

N: nimero de amostras de ECN; %: percentagem de amostras de ECN; Operon ica: amostras de ECN positivas
para os genes icaA, icaB, icaC e icaD, concomitantemente.

Deteccdo do RNAmM de genes de biofilme nas amostras de ECN

As 163 amostras que foram positivas para 0s genes do operon ica, bhp e aap foram
submetidos a técnica de RT-PCR para deteccdo do RNAm, sendo a capacidade de producéo do
biofilme detectada em 61 (37,4%) S. epidermidis. Dessas 61 amostras, a detec¢do do operon ica
completo foi comprovada em 51 (83,6%) de S epidermidis e 0 RNAmM dos genes bhp e aap
foram detectados em 7 (11,5%) e 20 (32,8%), respectivamente. Houve expressdao concomitante
do operon ica e gene bhp em 3 S epidermidis e do operon ica e gene aap em 12 S epidermidis
(Tabela 3). Ndo houve expressdo de genes relacionados a formagdo do biofilme nas demais

espécies estudadas.

Determinacdo do LAcus agr em S. epidermidis produtores de Biofilme
Os locus agr I, Il e Il foram pesquisados nas 61 amostras de S epidermidis que
expressaram genes relacionados a producdo de biofilme. O agr | foi detectado em 47 (77,1%),
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sendo 45,9% nas que expressaram apenas 0 operon ica, 6,5% nas que expressaram apenas 0 gene
aap, 4,9% nas que expressaram o gene bhp e o operon ica e 19,7% nas que expressaram 0 gene
aap e o operon ica. O agrll foi detectado em 12 (19,7%) S epidermidis, sendo detectado em
todas amostras que expressaram apenas o0 gene bhp. O lécus agr ndo foi detectado em 2 S
epidermidis que apresentaram a expressao do operon ica. Esses resultados estdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3. Relacdo dos genes relacionados a producdo do biofilme e a deteccdo do l6cus agr em

S. epidermidis positivos pela técnica de RT-PCR

Lécus agr

Genes N | I N&o detectado
Operonica 34 28 (45,9%) 4 (6,5%) 2 (3,3%)
bhp 4 0 (0,0%) 4 (6,5%) 0 (0,0%)
aap 6 4 (6,5%) 2 (3,3%) 0 (0,0%)
Operon ica + bhp 3 3 (4,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Operon ica + aap 14 12 (19,7%) 2 (3,3%) 0 (0,0%)
TOTAL 61 47 (77,1%) 12 (19,7%) 2 (3,3%)

Operon ica: deteccdo dos genes icaA + icaB + icaC + icaD (icaADCB)

Deteccéo do gene mecA e do SCCmec em S. epidermidis produtores de biofilme

A pesquisa do gene mecA foi realizada nas 61 que confirmaram a capacidade de expressao
dos genes do biofilme pela técnica de RT-PCR, sendo detectado em 55 (90,1%) S. epidermidis.
A tipagem do SCCmec possibilitou a caracterizagéo de 5 (8,1%) do tipo I, 37 (60,6%) do tipo I,
14 (23,9%) do tipo IV e 1 (1,6%) ndo tipada. A distribuicdo do gene mecA e dos tipos de

SCCmec nas amostras de ECN estéo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdo da deteccdo do, gene mecA e Cassete Cromossdmico Estafilococico mec

em S epidermidis positivos pela técnica de RT-PCR.

SCCmec
mecA

| 1 v NT

Operon ica (n=34) 33(54,0%)  3(4,9%) 22 (36,0%) 8 (13,1%) 0 (0,0%)
bhp (4) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

aap (n=6) 6 (9,8%) 1 (1,6%) 3 (4,9%) 2 (3,3%) 1 (1,6%)
Operon ica+bhp (n=3) 3 (4,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (4,9%) 0 (0,0%)

Operon icataap (n=14) 13 (21,3%) 1(1,6%) 12 (19,7%) 1 (1,6%) 0 (0,0%)

61 55(90,0%) 5(8,1%) 37 (60,6%) 14 (23,9%)  1(1,6%)

Operon ica: deteccéo dos genes icaA + icaB + icaC + icaD (icaADCB)

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima aos antimicrobianos em S. epidermidis
produtores de biofilme

A concentracdo inibitéria minima (CIM) aos antimicrobianos foi verificada nas amostras
de S epidermidis capazes de produzir o biofilme. A resisténcia a oxacilina foi verificada em
83,6% das amostras e a tigeciclina em 4,9%. J& a resisténcia intermediaria a
quinupristina/dalfopristina foi detectada em um S. epidermidis que apresentou CIM de 2ug/mi
para essa droga. Os valores de CIM capazes de inibir 50% e 90% do crescimento bacteriano
(MIC50 e MIC90) foram verificados, sendo esses valores considerados resistentes para a
oxacilina. Com excec¢éo da oxacilina, a vancomicina foi a droga que apresentou maiores valores
de MIC50 e MIC90, ndo sendo detectada a resisténcia de S epidermidis a esse antimicrobiano.
As demais drogas apresentaram valores de CIM considerados sensiveis segundo os critérios do

CLSI (2013) e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Determinacéo da concentragdo Inibitéria Minima de antimicrobianos (uL/mL), MIC50,

MIC90, intervalo de variacdo de CIM (uL/mL) e porcentagem de ECN resistentes.

Antimicrobiano MIC50 MIC90 Variagao Resisténcia
Oxacilina >256 >256 0,047 a >256 83,6%
Vancomicina 1,5 2 0,125a2 0
Linezolida 0,25 0,38 0,094 a1l 0
Daptomicina 0,125 0,19 0,019a0,5 0

Quinopristina/
o 0,19 0,5 0,094 a2 0
Dalfopristina

Tigeciclina 0,125 0,25 0,016 a 0,75 4,9%

MIC50: Concentragéo Inibitéria minima de antimicrobiano para inibir 50% das amostras;
MIC90: Concentragéo Inibitéria minima de antimicrobiano para inibir 90% das amostras

Determinacao do perfil clonal de S. epidermidis produtores de Biofilme

Foi realizada a determinacdo do perfil clonal das amostras produtoras de biofilme pela
técnica de PFGE. A analise de macrorrestricdo do DNA cromossémico, utilizando um coeficiente
estabelecido de 80% de similaridade, permitiu identificar a presenca de 11 clusters, designados
por letras alfabéticas de A-K. Foram verificados quatro clusters maiores com 6 a 10 isolados de
S epidermidis: A, G, H e J. O cluster A apresentou 6 S. epidermidis, sendo 4 idénticos (100% de
similaridade), isolados em um intervalo de 17 anos, de 1993 a 2009, e todos apresentaram 0
operon ica, SCCmec |1l e agrl. O cluster G agrupou 8 amostras isoladas no periodo de 2000 a
2009, sendo todas com SCCmec 1V, agrl e operon ica, e 0 bhp em trés isolados. O cluster H foi o
maior grupo, com 10 S epidermidis isolados no periodo de 2001 a 2004, e todos apresentaram
SCCmec II, agrl e operon ica e em 3 amostras 0 aap. O cluster J agrupou 6 amostras do periodo

de 2000 a 2007, com operon ica, SCCmec Il e agrl.
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Os demais grupos, mesmo abrangendo um numero menor de clones foram importantes,
apresentando amostras isoladas em periodos longos. O cluster E apresentou uma amostra isolada
em 1992 e novamente em 2000. Ja o cluster F apresentou amostras isoladas em um intervalo de
12 anos, sendo o isolamento em 1996, 2004 e 2008 (Figura 1).

Foi realizada a caracterizacdo pela técnica de MLST do cluster H, que agrupou maior
namero de isolados. Foi selecionada uma amostra que foi submetida a amplificacdo e
sequenciamento dos sete genes housekeeping, para obtencdo do tipo de sequéncia (ST), sendo

caracterizada como ST2.
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Figura 1. Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) de S

epidermidis produtores de biofilme isolados de 1990 a 2009, indicando a presenca (+) ou auséncia do (-)

da expressdo do operon ica, gene bhp e gene aap e carreamento do SCCmec e l6cus agr .
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DISCUSSAO

Os estafilococos coagulase negativa sdo microrganismos oportunistas capazes de causar
sérias infeccdes, principalmente pela capacidade de sintetizar o biofilme, que confere protecéo e
aumenta a permanéncia dos ECN dentro do ambiente hospitalar. Em nosso trabalho a presenca de
genes relacionados a producéo de biofilme foi analisada em 300 amostras de ECN isoladas de
hemoculturas, sendo também investigados o0s possiveis mecanismos envolvidos e a
susceptibilidade aos antimicrobianos utilizados no tratamento das infeccGes causadas por esses
microrganismos.

A capacidade de aderir as superficies e consequentemente a producdo do biofilme sdo os
principais fatores de viruléncia dos ECN, principalmente em S. epidermidis que ¢ a espécie mais
frequentemente isolada de materiais clinicos (Oliveira et al., 2010). Os genes do operon ica
foram detectados em todas as espécies estudadas, mas os genes do operon completo foram
detectados em 35,7% isolados, sendo 98% destes pertencentes a espécie S epidermidis. A
capacidade de producdo do PIA, através da presenca do RNAm, foi detectada apenas na espécie
S. epidermidis, sendo o0 operon ica expresso em 83,6% . Resultados similares foram encontrados
por Qin et al. (2007), que detectaram 0s genes ica em 21,8% de S epidermidis das 24 cepas
produtoras do biofilme. Esses autores ressaltam que a frequéncia da producdo de biofilme e
presenca do operon ica estdo relacionadas as diferentes fontes de linhagens estudadas, sendo
escarros, hemoculturas, cateteres e feridas. Segundo alguns estudos, os isolados clinicos de S.
epidermidis sdo 0s que mais apresentam genes do operon ica, sendo esses genes menos
frequentes em ECN isolados de individuos saudaveis, pois a sintese de PIA pode demandar muito
custo adaptativo, ndo sendo vantajoso para essas bactérias (Fey et al., 2010).

Recentemente foi reconhecido que o PIA ndo é essencial para a formacao do biofilme em

S. epidermidis, pois cepas que ndo possuiam o0s genes ica foram isolados de infeccdes
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relacionadas ao biofilme. Em algumas cepas a formagéo do biofilme pode ser adicionalmente ou
exclusivamente mediada por proteinas como a Bhp ou Aap (Otto 2009). A presenca dos genes
bhp e aap também foi detectada em nosso trabalho em 12,3% e 34,7% dos isolados. Embora em
percentagens menores que as apresentadas pelo operon ica, esses genes foram positivos pela
técnica de RT-PCR e apresentaram-se isolados ou concomitantemente com o operon ica, sendo a
capacidade de expressdo detectada em 11,5% para o0 gene bhp e 32,8% para 0 gene aap.
Resultados similares foram encontrados por Bowden et al. (2005), que pesquisaram esses genes
em amostras clinicas e ndo clinicas, determinando o gene bhp em 9% em isolados de bacteremia
e 13% em colonizadores da pele e 0 gene aap em 27% de bacteremias, em 50% de contaminantes
em hemoculturas e em 47% em S epidermidis colonizadores da pele. A proteina Bhp é
importante porque promove a fixacdo primaria nas superficies abidticas, assim como a adesdo
intercelular durante a formacdo do biofilme (Cucarela et al., 2001). J& a proteina Aap é
importante para a acumulacdo e o crescimento dos polimeros que formam o biofilme (Hussain et
al., 1997). A presenca dos genes bhp e aap concomitantemente com 0s genes do operon ica,
sugere uma associacao das proteinas Bhp e Aap com o PIA, desempenhando um papel na adesao
intercelular e na fase de acumulacéo (Bowden et al., 2005).

O locus agr foi pesquisado em S epidermidis capazes de produzir o biofilme, sendo o
agrl o mais detectado e associado ao operon ica e ao gene aap. As cepas que foram positivas para
a expressdo do gene bhp apresentaram agrll. Como a regulacdo do sistema agr € associada a
densidade celular, esses I6cus podem estar relacionados as fases de desprendimento das células
do biofilme, sendo os locus agrl e agrll envolvidos nesse processo (Novick et al., 2008;
Schoenfelder et al., 2010). S epidermidis produz uma série de exoproteases estritamente

reguladas pelo sistema agr, como &-toxina e outras modulinas fenol sollveis. Essas exoproteases
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agem como surfactantes, inibindo as ligagdes ndo covalentes das bactérias com a superficie do
biofilme, resultando no desprendimento das células (Fey et al., 2010). Estudos comprovaram que
em S epidermidis com agr mutante, onde o l6cus agr foi substituido por um cassete de
resisténcia a espectinomicina, verificou-se um aumento no desenvolvimento do biofilme e
intensificou a colonizacdo em coelhos, devido a ndo regulacdo de exoproteinas (Vuong et al.,
2004), ocorrendo nesse caso 0 aumento do biofilme e o ndo despreendimento das células.

A pesquisa do gene mecA foi encontrada em 90,1% dos S epidermidis capazes de
produzir biofilme, estando presente principalmente nas amostras que expressaram o0 operon ica e
gene aap e ausente nas que expressaram apenas o gene bhp. Nos estudos realizados por Contreras
et al. (2013) o gene mecA foi detectado em 95% de S. epidermidis produtores de biofilme, e
segundo esses autores a presenca do gene mecA apresenta-se reforgada nessas amostras,
conferindo a resisténcia aos demais antimicrobianos beta - lactdmicos. A tipagem do SCCmec
possibilitou a caracterizacdo do SCCmec I, 11l e IV nessas amostras, sendo o SCCmec Ill 0 mais
frequente. O SCCmec 11l € 0 mais encontrado em Saphylococcus multiresistentes relacionados a
infeccBes nosocomiais, pois esse elemento pode carrear outros genes que conferem resisténcia a
outros agentes antimicrobianos (Ito et al., 1999).

Além da pesquisa do gene mecA foi determinada a concentracdo inibitéria minima para
alguns antimicrobianos utilizados no tratamento das infecgOes causadas por ECN. A oxacilina
apresentou 83,6% de resisténcia, sendo os valores de MIC50 acima de 256ug/ml. Os resultados
também revelaram 4,3% das amostras resistentes a tigeciclina e uma amostra apresentou
resisténcia intermediéria a quinupristina/dalfopristina. Foram detectados baixos valores de CIM
para a linezolida e daptomicina, porém maiores valores de MIC50 e MIC90, para a vancomicina.

Segundo alguns autores, as bactérias ndo produtoras de biofilme sdo mais susceptiveis a acdo dos
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antimicrobianos e ao sistema imune do hospedeiro. Portanto, a presséo seletiva imposta pelo uso
de antimicrobianos no ambiente hospitalar favorece as linhagens mais adaptadas e capazes de
produzir o biofilme (Vuong et al., 2004; Qin et al., 2007). Embora haja um custo adaptativo no
carreamento de genes relacionados a formacdo do biofilme e resisténcia aos antimicrobianos,
mutacOes adicionais podem ser compensatorias, favorecendo esses microrganismos (Andersson
et al., 2010).

Foi realizada a caracterizacdo do perfil clonal das amostras de S. epidermidis produtoras
de biofilme, com a deteccao de 11 clusters, com quatro maiores agrupando um ndmero maior de
amostras (6 a 10). A expressao do operon ica, locus agrl e SCCmec Il foram encontrados nos
clusters A, He Je o SCCmec IV no G. O potencial de formar o biofilme favorece essas cepas que
podem colonizar cateteres, préteses e demais materiais de uso clinico. Com isso podem causar
infeccBes invasivas e a multirresisténcia comprovada nessas amostras, juntamente com a
capacidade de escapar do sistema imune do hospedeiro e da acdo dos demais antimicrobianos
dificultam o tratamento dessas infeccdes. Além disso, foi comprovado, tanto nos clusters citados
acima, como nos clusters menores (E, F) a permanéncia dessas bactérias por periodos longos,
podendo ser observado um mesmo clone (A) em um intervalo de 17 anos. A analise por MLST
caracterizou o cluster majoritario (H) como ST2. Segundo Otto (2009), as cepas de S. epidermidis
apresentam alto nivel de diversidade com 74 tipos de sequéncias identificadas (STs) até o
momento, a maioria pertencente ao complexo clonal 2 (CC2), que inclui a mais frequentemente
isolada, ST2. O sucesso da propagacdo da ST2 pode ser devido ao fato que todos os ST2 contém
sequéncia de insercdo 1S256 e genes ica, fatores que estdo correlacionados a isolados de S
epidermidis invasivos. Em nosso estudo, os isolados de ST2 demonstraram capacidade de

formacdo de biofilme in vitro.
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Atualmente estd bem esclarecido que S. epidermidis produtores de biofilme sdo mais
patogénicos que os ndo produtores de biofilme, que sdo considerados microrganismos comensais.
Visando uma melhor caracterizacéo das cepas patogénicas de S. epidermidis isoladas de materiais
clinicos, estudos sugerem que a deteccdo da capacidade de expressdo do biofilme poderia ser um
excelente marcador para determinacéo de cepas de S. epidermidis invasivas (Rohde et al., 2010).
Os biofilmes podem se formar em superficies abioticas, tais como implantes cirdrgicos e
cateteres, e resultar em infeccGes persistentes que sdo de dificil tratamento, agravando as
infeccbes causadas por S epidermidis e aumentando o tempo de internacdo dos pacientes
hospitalizados. A caracterizacdo da multirresisténcia, da relacdo com o l6cus agrl e a capacidade
de formacdo do biofilme nas amostras de S. epidermidis isolados de hemocultura foi de grande
importancia para melhor conhecimento dos clones que persistem no Hospital das Clinicas de
Botucatu em um periodo de 20 anos. A caracterizacdo do clone majoritario como ST2 ressalta a
importancia dessas amostras invasivas, com o potencial de causar sérias infeccGes em pacientes

internados e da disseminacdo desses clones dentro do ambiente hospitalar.
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CONCLUSOES

» Os metodos fenotipico e genotipico de identificagdo de ECN apresentaram concordancia
de 98%, com maior discrepancia na identificacdo das espécies S. haemolyticus e S.

warneri.

» A técnica de PCR comprovou o carreamento de todos os genes de enterotoxinas e TSST-1
nas espécies de ECN, sendo 0s genes sea, Sec, seg e sei detectados em todas as especies

estudadas;

» Todos os genes relacionados a producdo de biofilme foram detectados nas espécies

estudadas, sendo 0s genes do operon ica, bhp e aap mais frequentes em S. epidermidis.

» Foi comprovada a expressdo dos genes de sea, sec, seg e sei em S. epidermidis e nessa
mesma espécie foi detectada a capacidade de producdo do biofilme mediado pelo operon

ica e pelas proteinas Bhp e Aap;

» As sequéncias dos genes de enterotoxinas expressos por S epidermidis comprovaram

altos valores de similaridade com as sequéncias dos genes de enterotoxinas de S. aureus,

» O locus agrl foi o mais frequente nas amostras que expressaram 0 RNAmM de
enterotoxinas ou dos genes de biofilme, e o agrll foi relacionado com o gene bhp e coma

expressao do gene sec nas amostras de S. epidermidis;
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O gene mecA foi frequente em altas porcentagens em todas espécies de ECN,
apresentando-se altas taxas principalmente em S epidermidis capazes de produzir o

biofilme;

Quatro tipos de SCCmec foram detectados em ECN, sendo o tipo Il 0 mais frequente e 0

tipo 1V detectado apenas em S. epidermidis;

A determinacdo da CIM apresentou altas taxas de resisténcia a oxacilina, resisténcia a
tigeciclina e resisténcia intermediaria a quinupristina/dalfopristina. Todas as amostras
foram sensiveis a vancomicina, mas apresentaram altos valores de MIC50 e MIC90. A

linezolida e a daptomicina apresentaram bons resultados, com baixos valores de CIM;

Alguns isolados de S epidermidis (3), S haemolyticus (1), S. hominis (2) e S. capitis (1)
apresentaram susceptibilidade reduzida a vancomicina no meio de BHI acrescentado de
8ug/mL de vancomicina e espessamento da parede celular determinado por microscopia

eletrbnico de transmissao.

A caracterizacdo do perfil clonal revelou 11 diferentes clones de S epidermidis com

quatro clones majoritarios que expressaram o operon ica, sendo um desses tipado pelo

MLST como o clone invasivo ST2.
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