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RESUMO

Os estafilococos séo bactérias oportunistas, vastizndistribuidas na natureza e fazem parte
da microbiota normal da pele e mucosas de mamiterages.Staphylococcus aureus o
patdégeno humano de maior importancia entre osilestafos por causar infeccdes severas,
de origem comunitaria e hospitalar. Além de infesc@a peleS. aureuspode causar
intoxicagdo alimentar, por produzir enterotoxindgg); Sindrome da Pele Escaldada, causada
pela producdo de toxinas esfoliativas (ETA e ETB)irelrome do choque toxico, causada
pela toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSSNé&jte estudo, foram analisados oitenta
isolados clinicos d&. aureusoriundos de diversas fontes de infeccao e difesesdéores de
um hospital publico da cidade do Recife/PE. A PRagdo em Cadeia da Polimerase) foi
aplicada para deteccao dos genes das toxinadasieitas e uma variacdo da PCR, a PCR-
multiplex, permitiu numa mesma reacao detectaosagenes responsaveis pelas exotoxinas,
contribuindo para o estudo da epidemiologia dadm@ctnencionada e seu envolvimento em
infeccdes humanas. Foi investigada, também, adldaate dos isolados & aureuse sua
distribuicdo no ambiente hospitalar, através ddissndo polimorfismo da regido 3’ terminal
do gene da coagulase (PCBRd) e da regido intergénica 16S-23S dos operonsSuinogis
(ribotipagem-PCR). Os genotipos dos genes toxig8néncontrados entre os isoladosSde
aureusforamseg isoladamente, ou em associa¢c®es} + sec, seg + sea, seg + seb, seg + tst,
seg + eta, seg + seh, seg + sec + tst, seg + sesa&h; seg + sea + seb + se@ gene mais
freqUente foiseg, presente em todas as amostras positivas, 79/T8d)1&eguido poseh,
10/79 (12,7%) esea,09/79 (11,4%). A PCRoa revelou quatro coagulotipos (Perfil 1-4),
sendo o perfil 2 (~800pb) o mais prevalente presemh 39/80 (48,75%) isolados. A
ribotipagem-PCR demonstrou 3 a 7 fragmentos de &89%BOpb, distribuidos em onze
ribotipos (R1-R11). R1 e R4 foram os ribotipos memnuns, presentes em 28,75% dos
isolados estudados. Os coagulotipos e ribotip@sratistribuidos nos trés setores do hospital
(ambulatério, enfermaria e UTI). Estes dados reaetaum grande polimorfismo genético e
demonstraram uma dispersao clonal 8oaureusieste ambiente hospitalar.

Palavras-chaveStaphylococcus aureusxotoxinas, ribotipagem, coagulase, saude publica
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ABSTRACT

Staphylococci are opportunistic bacteria, vastbtrdbuted in nature, and they are part of the
normal microbiota of the skin and mucosal tissuesnammals and birdsStaphylococcus
aureusis the most important human pathogen among thghgiacocci and has the capacity
to cause severe infections of community and hdspitgin. Besides infections of the ski§,
aureuscan cause food poisoning by producing enterotok8tss), scalded skin syndrome
caused by the production of exfoliative toxins (E&Ad ETB), and toxic shock syndrome
caused by toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1). stglied eighty clinical isolates &.
aureusfrom various sources of infections and differestters of a public hospital in the city
of Recife, PE. PCR (Polymerase Chain Reaction) wgasl for the detection of the genes of
staphylococcal toxins, and a variation of PCR, mpldk PCR, allowed in the same reaction
the detection of various genes responsible foraos, contributing to the epidemiologic
study of these bacteria and their involvement im&n infections. Also investigated was the
diversity of theS. aureusstrains and their distribution in the hospital ieonment, by
analyzing the polymorphism of the 3’ terminal regiof the coagulase geneog PCR) and
16S-23S intergenic region of the ribosomal oper(SR-ribotyping). The genotypes of
toxigenic genes found among tBeaureussolates wersegsingly orsegin the combinations
seg + sec, seg + sea, seg + seb, seg + tst, se@g,seg + seh, seg + sec + tst, seg + sea +
seh,andseg + sea + seb + seffhe most frequent gene wasg,present in all the positive
specimens, 79/79 (100%), followed blye,10/79 (12.7%) andea,9/79 (11.4%)coa PCR
revealed four coagulotypes (profiles 1-4), wheme itost prevalent, profile 2 (~800 bp), was
found in 39/80 (48.75%). PCR-ribotyping demonstiaBeto 7 fragments of 390 to 680 bp,
distributed among eleven ribotypes (R1-R11). R1 RAdwere the most common ribotypes,
present in 28.75% of the strains studied. The do&gpes and ribotypes were distributed in
the three sectors of the hospital (outpatient climards and ICU). These findings reveal a
great genetic polymorphism and demonstrate a cldispkersion ofS. aureusn this hospital
environment.

Key words:Staphylococcus aureusxotoxins, ribotyping, coagulase, public health.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureyermanece como um dos patdégenos mais comuns ecgdes
sistémicas de origem comunitaria e hospitalar. Bo® estudos epidemioldgicos, incluindo a
Vigilancia Nacional de Infec¢cdes Nosocomiais doda@éss Unidos, mostraram que a
incidéncia de infecgbes pd8. aureusvem aumentando consideravelmente nas ultimas
décadas em todas as faixas etérias, incluindo reedcidos (LADHANI et al., 1999).

S. aureusassume relevancia para a saude publica, pois podezir enterotoxinas,
sendo frequentemente envolvido em intoxicacOes ealianes (FREITAS et al., 2004;
FISHER et al., 2007), além de causar outras doecma® a Sindrome da Pele Escaldada
(LADHANI et al., 1999) e a Sindrome do Choque Toxi€TSS) (DINGES; ORWIN;
SCHLIEVERT, 2000).

A deteccao de toxinas estafilococicas € realizpadagcipalmente, através de testes
sorolégicos. Porém, a caracterizacdo soroldgicaedéerotoxinas pode ser dificultada por
causa dos baixos niveis de producao destas toxiifiasjdades associadas com a purificacéo
e a falta de métodos simples e rapidos para suascdes, além do tempo dispensado para
realizacdo dessas técnicas (SU; WONG, 1995).

Diante da publicacdo das sequéncias de DNA dasoxras, a técnica da PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) tornou-se um méitt na deteccdo dos genes
responsaveis por estas toxinas, apresentando-se wommeétodo sensivel, rapido e preciso
(BECKER; ROTH; PETERS, 1998). Uma variacdo da mesnRCR-multiplex permite que
numa mesma reacdo sejam detectados varios genpensaseis pelas exotoxinas,
contribuindo para o estudo da epidemiologia dasébas mencionadas e seu envolvimento
em infecgbes humanas (BECKER ROTH; PETERS, 1998 ASAA et al., 2004).

O conhecimento da cadeia epidemiolégica de qualgeméermidade € um passo
fundamental para que sejam aplicadas medidas idegsofilaxia e controle de uma doenca
(AMARAL, 1999). Para identificacdo e comparacaoistldados deS. aureusem estudos
epidemiolégicos, véarias técnicas moleculares forasesenvolvidas e utilizadas
(AARESTRUP; DANGLE; SORDILLO, 1995; PEREIRA et a&2002; ZADOKS et al., 2002;
VAUTOR et al., 2003).

A analise do gene da coagulased pela PCR permite subdividir as amostrasSde
aureusbaseado no polimorfismo do geoea utilizando iniciadores especificos que geram
fragmentos de diferentes tamanhos dependendo dstranamalisada (VIEIRA-DA-MOTA;
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FOLLY; SAKYIAMA, 2001). A regido 3’ terminal do genda coagulase contém repeticdes
de uma sequéncia de 81pb, variando entre os isotieth aureusEsta diferenca consiste na
existéncia de mais de uma forma alélica do germdgulase, o que possibilita uma tipagem
molecular com base nesse polimorfismo (GOH el@b2).

Em alguns procariotos os genes que codificam o RiNdssomal formam operons
dispostos em ordem e separados por regides espasadme apresentam um grau de
variagdo na sequéncia que pode ser utilizado pamairdinar clones e linhagens clonais
(GURTLER; BARRIE, 1995; PEREIRA et al., 2002). O todb de tipagem, denominado
ribotipagem-PCR, tem-se mostrado de alto valorrt@roco e epidemiolégico (TANG et al.,
1997). Essa técnica constitui valiosa ferramenta pdentificar e diferenciar isolados do
género estafilococos de origem humana e animatjosétil para epidemiologia molecular
(BES et al., 2002; OLIVEIRA; RAMOS, 2002; PEREIRA &., 2002; DAKIC et al., 2005;
SHITTU et al., 2006). Além disso, a utilizacdo daisnde uma técnica molecular muitas
vezes € necessaria para aumentar a eficiéncia ader gliscriminatorio entre os isolados
bacterianos (TENOVER et al., 1994).

Dessa forma, este trabalho objetivou realizar udesepidemiolégico-molecular em
S. aureus isolados de amostras clinicas, em um hospitaliqgnitdo Recife/PE para
compreender melhor os mecanismos de patogenicilizgtes microrganismos no homem e

verificar a sua dispersdo no ambiente hospitalar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O génerdStaphylococcus

De acordo conBergey’s Manual of Systematic Bacteriolpgygénerdstaphylococcus
(do grego staphylé = cacho de uvas ecbccus” = semente ou grao) pertence a familia
Micrococcaceae (KONEMAN et al.,, 2001). Apresentanem forma de cocos Gram-
positivos, com 0,5 a 1,m de didametro, formando cachos devido a sua divis@orer de
maneira aleatoria e em varios planos (Figura 19.i®aveis, ndo esporuladas e suas colénias
sao relativamente grandes, com 1 a 2 mm de diamésr@olbnias sao opacas, convexas,
cremosas e suas cores variam do branco a variesiéeoamarelo, dependendo da espécie. Em

meio de Agar Sangue, algumas cepas prodyizeemolise (KONEMAN et al., 2001).

Figura 1. Microrganismos pertencentes ao génstaphylococcuspp. Caracteristica morfotintorial
pela técnica de coloracdo de Gram.
Fonte: Tortora, Funke e Case (2005).

As bactérias pertencentes a este género sdo eataldasrmonuclease positivas,
coagulase positivas ou negativas dependendo daiegpd OSS; LAMBE, 1991). Somente
as espécieS. aureus, S. delphini, S. intermedius, S. schilebdagulanse algumas cepas de
S. hyicusséo coagulase positiva. A maioria das espécieStdphylococcug coagulase
negativa (BAIRD-PARKER, 1990). As bactérias pertanies ao génerStaphylococcusao
sensiveis a acdo da lisostafina, caracteristieacgst permite a sua diferenciacdo do género
Micrococcus(TRABULSI et al., 2002). Diferem também dblicrococcusspp. por serem

oxidase-negativa, fermentarem glicose em anaembipsssuirem acido teicéico como
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constituinte de sua parede celular e DNA com caltdiastante reduzido de GC (30 a 39%)
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1997; RAVEL, 1997).

Os estafilococos sao mesofilos, apresentando tatuparde crescimento na faixa de
4°C a 46C, sendo a temperatura 6tima de 35°C a 37°C eoidarites a concentragdes de
10% a 20% de cloreto de sodio (FRAZIER; WESHOFR)®@0Apresentam capacidade de
crescer dentro de uma escala compreendida entvala®s de pH 4,0 e 9,8, sendo o pH
Otimo para crescimento compreendido entre 6,0 6FRANCO; LANDGRAFF, 2000).

O géneroStaphylococcusabrange cerca de 42 espécies diferentes (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2006), sen@® associadas a uma
ampla variedade de infeccbOes de carater oportuneta seres humanos e animais
(KONEMAN et al., 2001). Em patologias humanas, @scipais espécies envolvidas s&o:
aureus, S. epidermidesS. saprophyticuTRABULSI et al, 2002).

2.2 Staphylococcus aureus

S. aureugFigura 2) é o patbgeno humano mais importantes evg estafilococos. E
encontrado no ambiente externo e em narinas arggrie 20-40% dos adultos, enquanto que
60% dos humanos podem ser colonizados temporarianBANIA et al., 2006). Outros
sitios de colonizacao incluem pregas cutaneas)gmerbxilas e vagina (KONEMAN et al.,
2001).

Figura 2. Micrografia eletronica d8. aureus
Fonte: Kimicontrol (2008).

Este patogeno representa a espécie geralmentesiglavein infeccdes humanas, tanto

de origem comunitaria quanto hospitalar, sendosegilentemente, a mais extensivamente
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estudada.S. aureus é responsavel por uma imensa quantidade de problen@icos,
incluindo infeccdes de pele e tecidos moles, irfescde sitios cirdrgicos, endocardites e
bacteremias adquiridas em hospitais. Um grande rideeinfeccdes ja foi relatado por conta
do desenvolvimento de procedimentos médicos, imdtui o uso de préteses,
imunossupressores e cateteres (CASEY; LAMBERT; EXILT, 2007).

Séo patdégenos oportunistas e a maioria das cepaiszanemolisinas, que sao enzimas
gue lisam as hemacias. Sao desoxirribonuclease $NA nuclease termoestavel positivos,
novobiocina sensiveis e fermentam manitol. Comuenemtcontrados nas fossas nasais,
garganta, intestino, pele humana e em mucosas,ctam bucal, nasal e auricular. As
infeccdes estafilocécicas podem ser causadas poéri@s do proprio individuo, de outros
doentes ou de portadores sadios; ocorre por codietto ou indireto e pode ocasionar
foliculite, furunculose, carbunculose e impetigag(ffa 3), quando na pele (KONEMAN et
al., 2001; TRABULSI et al., 2002; BERNARDO et &Q05).

Figura 3. Impetigo: lesdo cutanea localizada.
Fonte: Santos-Filho (2003).

A foliculite é a infeccdo de um foliculo piloso, ejsurge em decorréncia de sua
obstrucdo. O furtinculo (Figura 4), ou abscesso, i@éfeccdo dos foliculos pilosos ou
glandulas sebaceas obstruidas, com envolvimenteado celular subcutdneo. Quando o
furdnculo apresenta varios sitios de drenagem,besca designacdo de carblanculo
estafilococico, particularmente quando localizadamuaca ou parte superior das costas (MIMS
et al., 1999; TRABULSI et al., 2002).



20
Tipagem molecular e investigacdo dos genes... Andrade, M. A.

Figura 4. Furinculo estafilocdcico.
Fonte: Portal S&o Francisco (2008).

Em individuos debilitados por doencas cronicagynties fisicos, queimaduras ou
imunossupressa®. aureuspode causar infec¢cées mais graves. No caso decdds mais
profundas destacam-se a osteomielite, bacterendacardite, pneumonia, meningite e artrite
bacteriana (TRABULSI et al., 2002; SPICER, 2002).

2.3 A patogenicidade dé&. aureus

A patogenicidade d8. aureug multifatorial e geralmente envolve um grande eramn
de proteinas extracelulares, como a producéo dmxihas e exoenzimas (VOJTOV; ROSS;
NOVICK, 2002). Algumas cepas produzem uma seri¢codmas extracelulares e fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicidadendworganismo, garantindo o sucesso na
sua instalacdo, desenvolvimento e manutencdo ndotémspedeiro (AKINEDEN et al.,
2001; DEGO; VAN DIJK; NEDERBRAGT, 2002; PALMQVISTt @l., 2002; STEVENS et
al., 2007).

S. aureuspode produzir diversas toxinas, que sdo comunsriistancias de origem
protéica, produzidas por alguns microrganismos e apntribuem para sua patogenicidade.
Sao classificadas em exo e endotoxinas, sendoo&sx@as bacterianas as toxinas biolégicas
mais potentes que se conhece (KONEMAN et al., 2001)

As exotoxinas séo proteinas ou enzimas produziddstarior de algumas bactérias
Gram-positivas e liberadas na corrente sanglinéa. decorrentes da multiplicacdo e
metabolismo dos microrganismos. Classicamente g@padas em trés tipos, de acordo com

seu modo de agéo: citotoxinas, que destroem amséla hospedeiro ou afetam suas fungoes;
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neurotoxinas, que interferem na transmissao nodmdmpulsos nervosos; e enterotoxinas,
que afetam as células que revestem o trato gasiiimal. As endotoxinas correspondem a
porcdo externa da parede celular (lipopolissacasideas bactérias Gram-negativas, que sao
liberadas apdés a morte bacteriana ou mesmo apise ald parede celular (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2005).

As principais exotoxinas produzidas pelos estafitos sdo as enterotoxinas (SES),
responsaveis pela intoxicagdo alimentar estafilibebcno homem, sorologicamente
identificadas como SEA, SEB, SEC1-3, SED, SEE, S&&, SEIl, SEJ (CARMO et al.,
2002), SEK (ORWIN et al., 2001) e, recentemente 8BRWIN et al., 2003), SEM, SEN,
SEO (LOIR; BARON; GAUTIER, 2003) e SEU (LETERTRE @&t, 2003); a toxina-1 da
sindrome do choque toxico (TSST-1), responsavehd @hdrome do Choque Toxico
(BERGDOLL et al., 1981) e as Toxinas Esfoliativagsponsaveis pela Sindrome
Estafilocécica da Pele Escaldada, dos tipos A (EBAJETB) (LEE et al., 1987), C (ETC)
(SATO et al., 1994) e D (ETD) (YAMAGUCHI et al., @D).

A interagcdo do microrganismo com o hospedeiro defoente dependente das
propriedades de sua superficie celular, especiéosanda presenca de exopolissacarideos na
sua camada mais externa, que parece desenvolveimportante papel na viruléncia.
Algumas cepas dB. aureussdo capazes de produzir essas camadas de exageiidso ou
biofilme (CHRISTENSEN et al., 1990; CUCARELLA et,a2001; ARSLAN; OZKARDES,
2007) que deve impedir a interagdo entre opsorozactagocitose (WILKINSON, 1983),
além de reduzir a suscetibilidade a antibiéticosnentando significativamente a capacidade
de colonizacéo destas cepas (BASELGA et al., 1993).

Esta bactéria pode ocasionar doencas com maniesta{inicas ou ser assintomatica,
originando os portadores assintomaticos quandoept@sno organismo hospedeiro, néo
causando lesbes aparentes (CAVALCANTI et al., 20B6)ransmisséo pode acontecer por
contato direto ou indireto, 0 que possibilita a teamnacdo do paciente através dos
profissionais de saude, que dao assisténcia astubspitalizados portadores, ou no manuseio
de objetos contaminados (ELLIOT et al.,, 2002; TAMME et al., 2003). O portador da
bactéria tem papel essencial na epidemiologia egpatse da infecgcdo, aparecendo como
importante fator de risco nas infec¢cdes hospitalaj@ que a maioria destas infeccdes €
proveniente de fontes exdgenas (VANDENBERGH; VERER) 1999; PERL et al., 2002).

Amostras deS. aureusmultiresistentes sdo mais comuns em ambiente tatampiNa
década de 40 a penicilina era a droga de escolhinfergdes estafilocdcicas, porém a

resisténcia a essa droga foi relatada pouco terapoigl Em 1959, iniciou-se o emprego de
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meticilina e outras penicilinas semi-sintéticags teomo oxacilina, resistentes a acao de
penicilinases. Contudo, ja em 1960 surgiu o primeaso de MRSA na Europa. Os termos
MRSA/ORSA referem-se a cepas resistentes a me#bilkacilina e VISA, as que possuem
sensibilidade reduzida a vancomicina. Desde emt@ioou-se lider de infeccbes nosocomiais
e endémico em hospitais dos Estados Unidos (TRABEL&I., 2002; RIBEIRO; BOYCE;
ZANCANARO, 2005). No BrasilS. aureusnostra-se resistente a amoxicilina, ampicilina e
penicilina G em 70% das cepas isoladas, restriogmdiso desses antimicrobianos para
infec¢cBes estafilococicas (TAVARES, 2000).

Estas bactérias encontram-se na ponte entre o ecali®no e a patogenicidade,
portanto desenvolveram interessantes estratégies @afrentarem inumeras condicoes
adversas. Formacédo de biofilme, aquisicdo de éssist a antibidticos diversos, bem como a
enorme flexibilidade do genoma estafilococico, pé@requisitos para a sobrevivéncia em
ambientes especificos. Estas sao as principaiesgzafias quais os estafilococos tornaram-se

importantes patdgenos nas infeccdes (BECKER e2@07).

2.4 Diagnostico laboratorial deS. aureus

Isolados deS. aureussédo classificados através de varios testes biocpsmporém
muitos deles encontram-se ultrapassados pela lespecificidade e sensibilidade. O teste
para a producdo de hemdlise e pigmentacdo em pteamgar sangue (Figura 5), por
exemplo, representa uma pratica simples e rapa@np segundo Boerlin et al. (2003), ndo
muito segura, pois existem isolados 8e aureussem capacidade hemolitica e com

pigmentacao variavel.

Figura 5. Col6nias deS. aureusem meio de agar sangue de carneiro (producaomdelisaas).
Fonte: Konemaset al. (2001).
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Por muito tempo, o Unico teste utilizado para ifieacao deS. aureugra a producao
de coagulase em tubo (Figura &gabe-se que este teste esta sujeito a muitagdesiae
acordo com o tempo de incubagéo, origem do plastiizado ou grau de coagulagao
(BERKE; TILTON, 1986).

Figura 6. Prova da coagulase em tubo, observando-se a foordag@agulo.
Fonte: Santos-Filho (2003).

Um método alternativo, o teste da termonucleasectie a producdo de nucleases
termoestaveis. Nucleases em geral tém a funcao idtelisar o DNA para produzir
oligonucleotideos e nucleotideos (CHEESBROUGH, 208 1972, Lachica, Hoeprice e
Riemann descreveram g8eaureusao capazes de produzir nucleases termorresstenta
propriedade, até entdo, ndo identificada em oum@sorganismos. Estudos de Madison,
Baselski (1983) sugerem a producdo desta enzima cona importante caracteristica para
identificacdo dé&. aureus

Muitos outros testes bioquimicos, porém, sdo atlas rotineiramente para
identificacdo de5. aureusos laboratoérios clinicos (SCHLEIFER, 1986) tasno producao
de catalase que converte o peréxido de hidrogéhio-f em agua e oxigénio gasoso (Figura
7), producdo de desoxirribonuclease (DNAse) queohsh &cido nucléico (Figura 8),
fermentacdo de manitol (Figura 9), sensibilidadarmdiotico novobiocina (Figura 10), entre
outros (KONEMAN, et al., 2001).
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Figura 7. Representagdo da prova da catalase em cultiBaaleeus
Fonte: Santos-Filho (2003).

Figura 8. Representagdo da prova de DNAse positiva, obseovem@o redor do indculo uma
alteracdo na cor do meio de cultura.
Fonte: Santos-Filho (2003).

Figura 9. Meio agar sais-manitol semeado c8maureus
Fonte: Kent State University (2008).



25
Tipagem molecular e investigacdo dos genes... Andrade, M. A.

Figura 10. Representacéo da sensibilidadeSsdaureusx novobiocina, observando-se um halo de
inibicdo do microrganismo ao redor do disco debidgtico.
Fonte: Santos-Filho (2003).

Nos ultimos anos, 0 método mais seguro para ideagdio de espécies do género
Staphylococcusonsiste na utilizagdo de sistemas comerciaigeste Em miniatura, baseados
em imunoensaios e testes bioquimicos, que garamteemmaior precisdo na identificacao de
Staphylococcusoagulase-positivo (ROBERSON et al.,, 1992). Eatrgt, devido ao alto
custo desteskits e cartelas comerciais, muitos laboratérios tendenadotar provas
laboratoriais classicas no trabalho de caracteié&gnotipica dos isolados.

2.5 Intoxicacao alimentar estafilocécica

Diferentes agentes etiologicos podem contaminaralosentos, podendo levar a
doencas, manifestadas por agdo de microrganisno@gguecos ou por suas toxin&s.aureus
€ um dos agentes patogénicos mais comuns, resgispav surtos de intoxicacdo alimentar.
As peculiaridades do seu habitat tornam sua praskmgamente distribuida na natureza,
sendo transmitidos aos alimentos por manipuladogesjaioria, portadores assintomaticos, e
pelos animais (SENA, 2000; BALABAN; RASOOLY, 200&REITAS et al., 2005;
STAMFORD et al., 2006; SIMON; SANJEEV, 2006).

A intoxicacdo alimentar estafilocécica é atribuadingestdo de toxinas produzidas e
liberadas pela bactéria durante sua multiplicag@@limento, tornando-se um risco para a
saude publica. As enterotoxinas estafilocOcicasteBmnoestaveis, podendo permanecer no
alimento mesmo apds o cozimento, favorecendo a&uua de intoxicagdo (ALCARAZ et
al.,, 1997; MIMS et al., 1999; FREITAS et al., 2006TAMFORD et al.,, 2006). A

termoestabilidade e a relativamente alta resistégrotedlise das enterotoxinas, sugere que
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elas suportam tanto o tratamento térmico do alimegqianto a digestdo no estémago. A
ingestao de alimentos contendo enterotoxinas peovomitos em humanos, acompanhado de
gastroenterite (BANIA et al., 2006).

A intoxicacdo alimentar estafilococica é caractet& clinicamente por nauseas,
vomito, mal-estar, debilidade geral, diarréia aguedo sanguinolenta e dor abdominal. Pode
resultar em desidratacdo decorrente da perda isgh de liquido, sudorese e cefaléia,
geralmente ndo acompanhada de estado febrii (MURRAYal. 1992). O periodo de
incubacd@o da doenca pode variar de 30 minutos ht#e, porém, na maioria dos casos, 0s
sintomas aparecem entre 2 e 4 horas apo6s a ingkstionento contaminado (RODRIGUES
et al. 2004). Os sintomas variam de acordo conao de suscetibilidade e peso do individuo,
concentracdo da enterotoxina no alimento e a gladei do alimento consumido (BAIRD-
PARKER, 1990), sendo mais graves em criancgas, sdegoessoas acometidas por doencas
cronicas imunossupressoras (CLIVER, 1994). O restabmento ocorre geralmente em
periodo de um a dois dias (BERGDOLL, 1989).

A ingestdo de alimentos contendo uma ou mais dotenas pode causar a
gastroenterite estafilocécica. Estima-se que dend G0 1ug sao eficientes para produzir a
doenca em individuos susceptiveis (BERGDOLL, 19B@ja que ocorra a producdo minima
de enterotoxina estafilocécica no alimento é neécesgjue haja condicbes adequadas de
temperatura e pH para a multiplicacdo dos estafilos, até contagens de®10FC/g por
alimento (MOSSEL; GARCIA, 1975). Porém, Carmo, Bkig (1990) e Cunha-Neto (1999)
detectaram enterotoxinas estafilococicas em almsentom niveis de contaminacao
estafilocécica entre & 18 UFC/g e 16 a 1d UFC/g, respectivamente.

O homem pode atuar como reservatério dos estafib@;otornando-se importante
fonte de contaminacé&o para os alimentos (RAPINI.e2004). De acordo com Cunha-Neto,
Silva e Stamford (2002)5. aureuse o agente responsavel por aproximadamente 45% das
toxinfeccbes no mundo. Varios trabalhos referemmasipuladores de alimentos como os
maiores responsaveis pela sua transmissdo. Giléyffe (1998) relataram que as
intoxicacbes alimentares estafilococicas atingenniilhdes de pessoas ao ano no mundo,
ocasionando uma perda econdémica nos Estados Utedb$ bilhdes de doélares.

A notificacdo da intoxicacdo alimentar estafiloodcndo é considerada compulsoria
no Brasil e em diversos paises, portanto descorsee@e verdadeira incidéncia devido a
sintomatologia branda e de curta duragcdo, uma uezagpenas grandes surtos chegam ao
conhecimento das autoridades sanitarias (FRAZIERSHOFF, 2000).
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Em investigacOes realizadas pelos laboratériosadeles publica do Estado de Sé&o
Paulo, entre 1994 e 1998, em surtos de Enfermidadesmitidas por Alimentos (ETAS),
Gelli et al. (1999) demonstraram qu& caureudoi 0 microrganismo prevalente.

De acordo com uma pesquisa realizada por Simone&a(2006), dos 168 produtos
alimenticios de pesca e das 87 amostras de traloaisade fabricas de produtos de pesca
analisadas, 21 (12,5%) e 54 (62%) amostras forasitiyes pareS. aureusenterotoxigénicos,
respectivamente. As enterotoxinas estafilococicagigminantemente encontradas foram:
enterotoxina C (SEC) (57%), seguida pela enterntoA (SEA) (43%) nos produtos de
pesca, e enterotoxina B (SEB) (40%), enterotoxin&EC) (40%) e enterotoxina A (SEA)

(20%) nos trabalhadores.

2.6 Enterotoxinas estafilococicas (SES)

IntoxicagBes alimentares representam um sério @mudblpara a saude publica no
mundo e € causada, na maioria das vezes, por aisneantendd. aureusprodutores de
enterotoxinas (FISCHER et al., 2007), porém ouéstafilococos coagulase-positivos como
S. intermediuse S. hyicus,assim como estafilococos coagulase-negatipodem ser
enterotoxigénicos (VERNOZY-ROZAND et al., 1996; Ule®al., 1999).

As enterotoxinas sdo proteinas de cadeia simplesR{NUN et al., 2004) e, assim
como as toxinas esfoliativas e a toxina 1 da sindrdo choque toxico, sdo consideradas
superantigenos, por estimularem uma resposta quéiclinespecifica de células T e a
liberacdo aumentada de citocinas, causando todeiddstémica e supressado da resposta
imune adaptativa, os quais prolongam a infeccatebana as custas da salde do hospedeiro
humano. Os superantigenos ligam-se simultaneamasitenoléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il & receptores de células T,
independentemente de suas especificidades de digap@&ptideos, formando um complexo
trimolecular, que induz a proliferacdo demasiadadélalas T, como demonstrado na figura
11 (PARHAM, 2001; BAKER; ACHARYA, 2004).
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Os superantigenos bacterianos fazem uma
ponte entre a regido V da cadeia {3 do receptor
de célula T e a cadeia o do MHC de classe |l

Célula apresentadora de antigeno

MHC de | P
classe ll I

Antigeno especifico«§ =

[ I
1 ]
celula 1

Figura 11. Representacéo da ligagdo de um superantigendasiaito a uma molécula de MHC de
classe Il e a um receptor de célula T.
Fonte: Parham (2001).

Segundo Loir, Baron e Gautier (2003), as enteratxisdo resistentes a hidrolise
pelas enzimas gastricas e jejunais, permanecendatieidade no trato digestivo apés a
ingestdo. Apresentam resisténcia ao aquecimen@®’€ Hurante 30 minutos (MURRAY et
al., 1992) e as temperaturas de pasteurizacdodaagzda (FRANCO; LANDGRAFF, 2000).
Isto implica que as atividades biol6gicas das et&mas estafilocdcicas permanecem sem
alteraco, mesmo apos o processamento térmicdind@nts (HOLECKOVA et al., 2002).

Balaban, Rasooly (2000) descreveram que as entaragoestafilocdcicas pertencem
a familia denominada de toxinas pirogénicas (Pfigjirada de espécies de estafilococos e
estreptococos. Também séo incluidas, nesta famit@ina 1 da sindrome do choque toxico
(TSST-1), as toxinas esfoliativas dos tipos (A eB¥s exotoxinas pirogénicas estreptocécicas
(SPE) que apresentam determinadas estruturas, esined sequiéncias de nucleotideos
similares. Porém, segundo Dinges, Orwin e Schlief200), entre estas toxinas apenas as
enterotoxinas apresentam atividade emética.

As enterotoxinas foram classificadas em cinco tgmsldgicos SEA, SEB, SEC, SED
e SEE. Contudo novas enterotoxinas ja foram dascn# literatura, incluindo SEG, SEH,
SEl, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SE¥FtE (REN et al., 1994; SU;
WONG, 1995; MUNSON et al., 1998; ZHANG; IANDOLO; EWART, 1998; JARRAUD
et al., 2001; ORWIN et al., 2001; LETERTRE et 2003; OMOEet al., 2003).

No Brasil, embora pequeno o numero, foram realgza&uzestigacdes para se verificar
a proporcao de portadores 8e aureusno ambiente hospitalar. laria (1981), examinando

material de vestibulo nasal de 34 manipuladorealideentos de trés hospitais situados na
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cidade de S&o Paulo, verificou a presen¢&daureusem 12 individuos (35,3%). Destes,
dois (16,7%) revelaram-se positivos para cepasupooals de enterotoxina estafilococica tipo
C.

Casman et al (1967) estudando 144 cepaS. daireussolados de material de fossas
nasais, verificaram que 45 delas eram produtoras edirotoxinas estafilococicas.
Observaram também que 7,6% das cepas produziansteriaa do tipo A, 1,4% do B, 2,8%
doC,7,6%doD,14%dosAeC,14%dosAeB%/AeDe0,7%dos A, BeC.

Diversos estudos realizados tém demonstrado vasagdanto a ocorréncia de cepas
deS. aureugprodutoras de enterotoxinas, isoladas de alimgd&portadores e de individuos
com infeccédo estafilococica (BECKER et, &2003; BANIA et al., 2006; EL-HUNEIDI;
BDOUR; MAHASNEH, 2006).

2.6.1 Aspectos genéticos das enterotoxinas

Foram estudados diferentes genes que codificamtastxinas, suas denominacdes
iniciam com as letrase (enterotoxina estafilococica) oent (enterotoxina), das quais a
primeira forma € a mais utilizada atualmente. Egéges sao carreados por plasmidiesde
sej (BAYLES; IANDOLO, 1989; ZHANG; IANDOLO; STEWART, 298), por fagos seae
see(BETLEY; MEKALANOS, 1985), ou pelo cromossomeaeh seg seg seh sei, sek sel
semsen seq sepeseq(LETERTRE et al., 2003).

A deteccao do gerseaem isolados d&. aureug importante, pois a enterotoxina A é
toxica em baixas concentragdes (EVENSON et al. 8198 expressa na metade da fase
exponencial da multiplicacdo dos estafilococos (VRRENE; BROCKMAN; BETLEY,
1993) e o0 genseaé composto por 771 pb, codificando uma proteina7deé KDa (BETLEY;
MEKALANOS, 1988). O gensebconsiste de 798 pb que codifica uma proteina geKBha
(JOHNS JR; KHAN, 1988).

Em 20 surtos de intoxicacdo alimentar no centrdaean, foi detectado 39 isolados
de S. aureusque produziam SEC; 12 SECs pertenciam ao subtiffo2Se 13 ao subtipo
SEC3. Apenas um isolado pertencia ao subtipo SEAB @ outros subtipos de SECs,
sugerindo que SEC2 e SEC3 sédo os subtipos de SHE®s fraquentes em surtos de
intoxicacao alimentar (CHEN et al., 2001).
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O geneseclcontém 801 pb e codifica uma proteina de 27,4 KB@HACH;
SCHLIEVERT, 1987). O gensec2contém 801 pb e codifica uma proteina de 26,0 KDa
(BOHACH; SCHLIEVERT, 1989). O gengec3contém 798 pb e codifica uma proteina de
27,4 KDa (COUCH; BETLEY, 1989).

Casman et al. (1967), descreveram que SED € coadal@ segunda enterotoxina
estafilococica mais encontrada em intoxicacdesealtares, perdendo apenas para SEA. A
baixa producdo de SED é significante, pois poucniiiade desta enterotoxina (100 a 200
ng) é suficiente para causar doenga, especialmemtecriancas e idosos (KOKAN;
BERGDOLL, 1987). O gensedfoi localizado no plasmidio da penicilinase de62kh e
codifica uma proteina com peso molecular de 26,3 KEAYLES; IANDOLO, 1989).

O gene para SEEs€g codifica uma proteina de 29 KDa (COUCH; SOLTIS;
BETLEY, 1988) que apresenta homologia com SEA e ,SEBs ainda maior homologia
(81%) com SEA (BALABAN; RASOOLY, 2000).

O cluster(egg que foi identificado por Jarraud et al. (2001)npoeende 0s genssg,
sei, sem, ser sea Os genesege seji codificam proteinas de 27,0 KDa (SEG) e 24,9 KDa
(SEI), ambas induzem a proliferacéo de célulasga® emética (MUNSON et al., 1998).

Os genesegeseiestao presentes € aureusium mesmo fragmento de DNA de 3,2
kb, organizados em tandem (JARRAUD et al., 199@stBl mesmo estudo foi verificado que
12 cepas d&. aureussoladas de pacientes com Sindrome do Choque @ &sitafilococico e
Sindrome Estafilocécica da Pele Escaldada, ndaupiah TSST-1, SEA-SEE, ETA ou ETB.
Porém, utilizandgrimers especificos para os genssge sei ambos foram detectados em
todas as amostras, demonstrando que SEG e SEIl a&stéoiadas com as Sindromes do
Choque Toxico e a da Pele Escaldada.

SEH é uma enterotoxina com peso molecular de RDB (SU; WONG, 1995). Ren et al.
(1994) purificaram SEH de uma cepa clinicaSdaureusde um paciente com TSS ndo menstrual
que foi negativa para TSST-1. Su, Wong (1996) desearam um ELISA para SEH e observaram
gue uma amostra envolvida em intoxicacao alimeaaluziu SEH, demonstrando que esta toxina

€ capaz de causar intoxicacao alimentar e sintda& ndrome do Choque Toxico.
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2.7 Sindrome estafilocécica da pele escaldada

A Sindrome Estafilococica da Pele Escaldada, tamb@mhecida como “doenca de
Ritter” e “doenca de Lyell’ ou necrose tdxica epidiga em criancas, acontece
esporadicamente e em surtos (MIMS et al., 1999).dEscrita pela primeira vez por um
médico alemdo chamado Baron Gotfried Ritter voteRihain, que observou 297 casos da
doenca em criancas, em um periodo de 10 anos. R@@roonseguiu determinar a causa da
enfermidade na época (LADHANI et al., 1999). Naahtlade, sabe-se que a doenca é
causada por determinadas cepas de estafilococatutpras de toxinas chamadas de
esfoliativas A (ETA) e B (ETB), que sé&o proteinagpegso molecular relativo de 24 KDa cada
uma. As duas moléculas séo diferentes em termaguiniicos e imunoldgicos, porém
possuem atividades biologicas similares (KONEMANNIgt2001).

Pode-se observar a formacédo de bolhas em amplks @goreas (lembrando o que
ocorre quando a pele € banhada por agua ferveonta)posterior aparecimento de escaras nas
camadas superficiais da pele, isso resulta em gsahdteas descamadas e em carne viva
(Figura 12). A doenca é usualmente observada eemr@@ascidos e lactentes (KONEMAN et
al., 2001; TRABULSI et al., 2002), de 3 a 16 diasidade (LADHANI et al.,1999) ou em
criancas de até 5 anos de idade, com desenvohonmieobmpleto de anticorpos contra
toxinas estafilocécicas (BLYTH; ESTELA; YOUNG, 200&mbora adultos com infec¢des
latentes também sejam susceptiveis (LADHANI et28l01).

Figura 12. Sindrome Estafilococica da Pele Escaldada em Ré&@suido.
Fonte: Tortora, Funke e Case (2005).

Um novo tipo de toxina esfoliativa, denominada ET& verificado a partir de cepas

de S. aureudsoladas de infec¢Bes cutdneas de cavalo (SATAD,et994). Posteriormente,
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Yamaguchi et al. (2002) identificaram a sequénoi@eine de uma nova toxina esfoliativa, a
ETD, numa ilha de patogenicidade em isolados dsaeS. aureus
As toxinas esfoliativas apresentam os seguintegspemleculares: ETA 26,9 KDa,

ETB 27,2 KDa (LEE et al., 1987; SATO et al., 1998Y,C 27,0 KDa (SATO et al., 1994) e
ETD 27,2 KDa (YAMAGUCHI et al., 2002). A atividad#a ETA é estavel, mesmo apos
aquecimento a 100°C por 20 minutos, o que ndo®com ETB e ETC, que sdo sensiveis ao
aquecimento de 60°C por 15 a 30 minutos (SATO.e1894). Torna-se um problema para a
saude publica a elevada termo-resisténcia de E@8,mesmo apds o tratamento térmico dos

alimentos, esta toxina poderia induzir afec¢coe&rmdas no homem.

2.8 Sindrome do choque toxico estafilococico

A Sindrome do Choque Téxico Estafilocécico (TSSydétatada pela primeira vez por
Todd, Fishaut (1978). E uma doenca caracterizadagasionar febre, hipotensio, vertigem
ortostatica, eritrodermia (rash), vémitos de inig@de variada, diarréia, insuficiéncia renal,
cefaléia, calafrios, faringite, conjuntivite (KONEW et al., 2001; TRABULSI et al., 2002) e
descamacao da pele, principalmente nas palmas @as ennas solas dos pés (MIMS et al.,
1999; TRABULSI et al., 2002), figura 13.

Figura 13. Eritrodermia (rash) em Paciente com Sindrome day@&d éxico.
Fonte: Hall (1991).

Inicialmente, a doenca foi observada mais freqimetée em mulheres brancas, em
idade reprodutiva, geralmente no periodo menstfalpesquisadores dos primeiros casos
verificaram uma associagcdo entre o inicio da enflde e a utlizagcdo de tampdes

menstruais hiperabsorventes. Posteriormente estiosie foi descrita em mulheres (em
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periodo ndo menstrual) e homens, em qualquer IRE4SS, 2000; KONEMAN et al.,
2001), como uma complicacéo de abscessos estaiibos) osteomielite, infeccdes de feridas
cirdrgicas e pneumonia pos-influenza (KONEMAN et 2001).

Pacientes com TSS ndo menstrual apresentam maiar da uso anterior de
antibioticos, sdo mais propensos a adquirir TSS ipfaccbes nosocomiais e tendem a
desenvolver caracteristicas de rash mais cedo.iérimaos adultos tem um nivel protetor de
anticorpos contra TSST-1, porém as pessoas cardetses anticorpos, colonizadas ou
infectadas poB6. aureugportador do gentst, podem desenvolver a doenca (REISS, 2000).

Para que ocorra a Sindrome do Choque TOxico € s@tesjue 0 paciente esteja
infectado porS. aureusprodutor da toxina-1 da sindrome do choque toxicque esta
linhagem consiga atingir a circulacdo (HERZER, 3001

A toxina-1 da sindrome do choque téxico é recomt@ecomo a principal causa da
Sindrome do Choque Toéxico e com menos frequéncims penterotoxinas SEB
(RAJAGOPALAN et al., 2006), SEA, SEC, SED (VOJTOROSS; NOVICK, 2002), SEG e
SEI (JARRAUD et al., 1999).

A TSST-1 é codificada pelo gentst que estd na ilha de patogenicidade
estafilococical, de 15 a 19 kb, presente no croomegsbacteriano (PARSONNET, 1998;
RUZIN; LINDSAY; NOVICK, 2001). Dinges, Orwin e Sdekert (2000), relataram que a

proteina apresenta 22 KDa.

2.9 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) permiteoqi®NA de uma regido
selecionada do genoma de um organismo seja amaglificnilhares de vezes, selecionando
efetivamente este DNA do restante do genoma (ALBERT al, 2004). Portanto uma
sequéncia-alvo de DNA é identificada e amplificattaum ponto em que pode ser detectada
(KONEMAN et al., 2001). A amplificacdo de regidespecificas do DNA é fundamental para
diversas técnicas moleculares (COBB; CLARKSON, 1994

Kary Mullis, no final dos anos 80, descreveu a igximla PCR para amplificacdo de
uma sequéncia especifica de DNA. As seqiénciasboetas das regibes selecionadas
precisam ser conhecidas, de modo que dois oligeatideos iniciadoresp(imers,
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geralmente de 20pb, se associem a molécula de DMApassibilitando o inicio da sintese
pela DNA-polimerase na regido desejada (BROWN, 1999

A PCR ¢é realizada utilizando-se um “suporte quentalitomatizado e
computadorizado, denominado termociclo. S&o nedesgdara a reacdo: DNA de interesse,
iniciador ou ‘primer’ de oligonucleotideos de cadeia simples, destwamicleotideos
(dNTPs), tampéao de reacdo, MgGtm concentracdo adequada, uma DNA-polimerase
termoestavel Tag DNA polimerase”. Estes componentes sédo colocadosue pequeno
recipiente e depositados no termociclador (KONEM&MI., 2001).

O recipiente contendo a amostra é submetido a utaateamperatura, geralmente
94°C, para provocar o rompimento das pontes de hidiogétre ambas as cadeias de DNA,
causando a desnaturacdo da molécula. A tempegatiinainuida a 50-8& quando ent&o, os
primers tém a oportunidade de se anelarem as suas segi@ociglementares no DNA
gendmico. Finalmente, a temperatura é colocadaoeno e 72C, temperatura ideal para
que a DNA-polimerase utilizada na reacdo atuegidolo a sintese de novas cadeias
(FARAH, 1997). Repetindo-se esses trés tipos deogaslesnaturacdo, anelamento e sintese,
por cerca de 30 ciclos permite-se a amplificaca®Né& molde de forma exponencial, como
demonstrado na figura 14 (FARAH, 1997; ZAHA et aD03; TORTORA; FUNKE; CASE,
2005)

Diversas modificacfes da técnica da PCR basicadmanfbram descritas. Uma dessas
modificacdes é a PCR - multiplex. Com essa alteragdlltiplos pares d@rimers para
diferentes moléculas-alvo sdo incluidos na mesnsaurai de amplificagcdo (KONEMAN et
al., 2001). Este procedimento permite que varigéé&secias de uma mesma molécula de DNA
sejam lidas, ou ainda, que multiplos fatores delé&ncia de um mesmo patdgeno sejam
pesquisados (SCHOSKE et,&003; MARTINEZ; TADDEI, 2004).

As SEs sao rotineiramente detectadas por ELISAnaddusao, radioimunoensaio,
aglutinacdo em latex, mas a exequibilidade des&®dus € usualmente limitada a testes
comerciais para SEA, SEB, SEC, SED e SEE (LETEREREAI., 2003). Além disso, a
sensibilidade e especificidade desses métodos seatependem da obtencdo de quantidades
detectaveis de toxinas e podem variar significaatéencom a pureza dos reagentes.

Com relacdo a pesquisa de geses técnica de PCR-multiplex pode detectar varios
tipos de genes toxigénicos simultaneamente. Egtsatledade permitiu que este tipo de
técnica fosse utilizada, pois permite a deteccgmade real de cepas 8e aureugportadoras
de genesse (SHARMA; RESS; DODD, 2000; ROSEC; GIGAUD, 2002; BERA-
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SANCHEZ et al., 2003; LONCAREVIC et al., 2005; JORGSEN et al., 2005)
economizando tempo e gastos com materiais.

A técnica de PCR possui diversas vantagens e asigais sdo: necessitar de
guantidades muito pequenas de DNA, ser extremansmitsivel e de simples execucéo,
guando se tem a condicdo de reacao padronizada, @agentes, ciclos térmicos, amostras

de DNA e pH da reacéao (FARAH, 1997).
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Figura 14. Esquema das etapas da Reacdo em Cadeia da PodiifieCds).
Fonte: Tortora, Funke e Case (2005).
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2.10 Tipagem molecular dé5. aureus

De acordo com Tenover et al. (1995), é importargénd, do ponto de vista
epidemiolégico, a origem dos organismos envolviaas etiologia de uma doenca. A
adequada identificacdo do patdégeno € um requisitispensavel para deteccdo do
reservatorio e fonte de infec¢do, e também paraitaran sua dispersdo dentro e entre a
populacao estudada.

Uma consideravel variabilidade do conteido genorfac@bservada em populacdes
naturais de5. aureugFITZGERALD et al., 2003; PEREIRA et al., 2002). &do patégenos
de multiplos gendtipos infectam um hospedeiro, eteapetem entre si por nutrientes e na
transmissao, deste modo o isolado que apresentarfat@es de viruléncia sera beneficiado
(AARESTRUP; SCOTT; SORDILLO, 1994; SU et al., 1999 conhecimento do perfil
epidemiolégico-molecular das doencas causada$ paureugpodera auxiliar na elaboracéo
de estratégias de controle mais eficientes pasdacéo da infec¢cdo, uma vez que, a partir
dos perfis moleculares, pode-se inferir relacoegtigas entre os diferentes clones, detectar o
fluxo génico e tracar rotas de dispersdo da infe¢@®PUR et al., 1995; LANGE et al.,
1999; SOMMERAUSER et al., 2003).

Segundo Struelens et al. (1992), Kapur et al. (199%autor et al. (2003), varios
métodos foram utilizados para monitorar infeccdesirtas e humanas causadas [gor
aureus Dentre esses métodos, destacam-se algumas anBitpiimicas, moleculares e
ferramentas baseadas na tipagem do DNA (fagotipagettibiotipagem, biotipagem,
eletroferotipagem de proteinas estruturais ou esirperfil plasmidial e ribotipagem) que
podem auxiliar no conhecimento mais detalhado saldi@amica das infec¢des causadas por
S. aureugAARESTRUP; DANGLE; SORDILLO, 1995; PEREIRA et,a002; ZADOKS et
al., 2002; SANTOS et al., 2003; VAUTOR et al., 2p03

O desenvolvimento e aplicacdo de técnicas molezsilariciaram uma revolugdo no
diagnostico e monitoramento de doencas infeccidséasacdes da técnica de PCR séo Uteis
para a tipagem de amostras clinicasSdaureustais como: RAPDRandom Amplification
Polymorphism DNA Polimorfismo do DNA Amplificado Aleatoriamentefjue amplifica
regides aleatorias do genoma do microrganismos@cas;ao ribotipagem-PCR, que detecta o
polimorfismo nas regifes espacadoras intergéni€&2B% dos operons ribossomais; analise
de genes polimodrficos como o0 gene da coagulas® € da proteina Aspg (TENOVER et
al., 1994).
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Além disso, a utilizacdo de mais de uma técnica patabelecer relacdo entre isolados
bacterianos mostra-se muitas vezes necessaria, spanentar a eficiéncia e o poder
discriminatorio das mesmas (TENOVER et al., 1994).

2.11 Polimorfismo do gene da coagulasen S. aureus

Diversas cepas d8. aureuproduzem uma proteina extracelular, chamada casgul
(ou staphylocoagulage a qual forma um complexo, de forma especifioa) @ protrombina
(KAIDA et al.,, 1987). No plasma, esse complexo deimado staphylotrombinapode
degradar o fibrinogénio em fibrina sem qualqueragfem proteolitica da protrombina. Ainda
nao esta muito clara a importancia da coagulase dator de viruléncia (SU et al., 1999),
porém a coagulase foi apontada como a primeira lkiithdefesa d8. aureusMARTINEZ et
al., 2001).

De acordo com Madigan, Martinko e Parker (1997)co@gulo produzido pela
coagulase faz com que haja um acumulo de fibrineedor das células bacterianas, isolando
a area infectada, que dificulta o acesso dos n&wasi de defesas do hospedeiro. O coagulo
ajuda a impedir a fagocitose & aureusfazendo com que os leucdcitos ndo consigam
penetrar adequadamente nos coagulos de fibrinaB&ACHTER et al., 2002).

A coagulase é encontrada sob duas formas, livamggada, que possuem diferentes
propriedades. A coagulase conjugada (ou fator detim@c&do) encontra-se unida a parede
celular bacteriana e ndo esta presente em filtrddosultivo da bactéria. Esse fator reage
diretamente com o fibrinogénio presente no plasnmoduz uma répida aglutinacdo das
células bacterianas. A coagulase livre é secretadeacelularmente e reage com uma
substancia presente no plasma denominada “fatorededo com a coagulase (CRF)”,
formando um complexo que, por sua vez, reage cdibrinogénio para produzir o coagulo
de fibrina (KONEMAN et al., 2001).

Existem numerosas formas alélicas da coagulasdupida porS. aureuse cada
isolado pode produzir uma ou mais dessas varig@ed et al., 1992). Lawrence et al.
(1996), descreveram que o polimorfismo do gene akguwase doa € utilizado como
marcador epidemioldgico através de uma técnicadcterizacdo d8. aureusA analise da
sequéncia nucleotidica doaclonado a partir de trés diferentes isoladoS daureugevelou

a existéncia de uma segmento variavel dentro daa&j codificante (KAIDA et al. 1989;
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PHONIMDAENG et al, 1990). Esta regido variavel constituida de pecuesemiéncias
repetidas em tandem (SSRshert sequence repeatde 81 pb € utilizada em varios estudos
epidemiolégicos (Figura 15), pois permite subtigatados deS. aureusaseado no namero
de sequéncias repetitivas e pela localizacdo dessfte restricdo para endonucleases
especificas (GOH et al., 1992).

Muitos autores consideram a tipagem do gareeuma ferramenta epidemioldgica de
significado simples e suficientemente reprodutivedpecifica e discriminatéria quando
empregada na subtipagem Sleaureussolados de fontes humanas e animais (RAIMUNDO
et al., 1999; SANTOS et al., 2003; SCHLEGELOVA ket 2003).

» SSRs do geneoa- Staphylococcus aure81pb)

GCTCGCCCGA CACAAAACAA GCCAAGCGAA ACAAATCGCAT
ACAACGTAAC AACACATGCA AATGGTCAAG TATCATATCGG C

Figura 15. Esquema da regido da sequéncia repetitiva do geoeagjulasecoa).
Fonte: Shopsin et al. (2000).

2.12 A técnica da ribotipagem-PCR

Os genes que codificam os rRNAs procaribticos séganizados em operons
formados por trés genes que codificam ordenadaneni@NAs 16S, 23S e 5S separados por
uma regido espacadora intergénica (ITS) entre gada, que contém um ou mais genes de
tRNA (Figura 16). Esta estrutura € similar em dasr espécies bacterianas (GRIMONT,;
GRIMONT, 1991).

A filogenia dos seres vivos pode ser estabelectda gopmparacdo das sequéncias de
nucleotideos de cada gene de rRNA que apresend@sagpm seqiéncias muito conservadas,
que corresponde as regides de interacdo das @etebossomais com o rRNA, e regides
com sequéncias variaveis entre as bactérias. Eatiabps ITSs, que estado localizadas entre
as regioes 16S e 23S dos rDNAs, sofrem uma merss§o evolutiva, logo apresentam uma
maior variacdo genética que as regioes codificathdesERNA, fornecendo uma informacao
taxondmica ainda mais valiosa (GRIMONT; GRIMONT91%

A transcricdo de um gene de rRNA produz apenas umiga molécula, 0 RNA
transcrito, diferentemente de genes codificantegraeinas, onde cada produto transcrito da
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origem a um grande numero de produtos de tradiligsia. pode ser a razdo da alta demanda
na sintese de rRNA e do numero de cépias de geddgando rRNA (TOUROVA, 2003).

Operon Ribossomal

16S 23S 58
—— - e ~ ——
[TTTTTTT (CTTTTTrTTTTC TR ITTTTTOT (T
Primer 1 Primer 2

Figura 16. Esquema representativo da regido polimoérfica esjmmgaintergénica (ITS) 16S-23S de
um operon ribossomal, mostrando localizacdo doapaeato doprimersl e 2.
Fonte: Kostman et al. (1992).

A analise do polimorfismo dos fragmentos da regi@&rgénica 16S-23S amplificados
por PCR foi empregado pela primeira vez como feergmmde genotipagem entre isolados de
Pseudomonas cepagci&taphylococcus aureugnterococcus faeciunmEscherichia colie
Enterobactersp (KOSTMAN et al., 1992, 1995). Desde entdo, esé&odo de tipagem,
denominado ribotipagem-PCR, foi empregado pardatiittar e relacionar clones e linhagens
clonais estafilococicas de origem humana e anigatando padrbes cepa-especificos e
revelando-se uma técnica simples, reprodutivel e fa®l interpretacdo (JENSEN;
WEBSTER; STRAUS, 1993; BEZANSON; MACDONALD; DREBOT995; KUMARI et
al., 1997; BES et al., 2002; OLIVEIRA; RAMOS, 20(2EREIRA et al., 2002; DAKIC et
al., 2005; SHITTU et al., 2006).

Na espécieS. aureusdentro de um genoma de aproximadamente 2,85 miltiées
bases (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATN) 2006), segundo
Gdartler, Barrie (1995) e Fogel et al. (1999), psdeencontrar de 10 a 12 operons

ribossomais.
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3 JUSTIFICATIVA

S. aureug o patdbgeno humano mais importante entre oslestafos (KONEMAN et
al., 2001) e um dos principais causadores de ic&giies alimentares no mundo inteiro
(FREITAS et al., 2004, BERGDOLL, 1989), sendo eatim pelo CDC como causa de
185.000 casos anualmente nos Estados Unidos (MBA#.,e1999). Este patdégeno pode
ocasionar outras doencas importantes como a SieddanPele Escaldada e a Sindrome do
Choque Toxico por produzirem exotoxinas (DINGES; WIR; SCHLIEVERT, 2000;
JOHNSON et al., 1991), constituindo um sério protagara a saude publica (FISHER et al.,
2007).

Populagdes naturais d& aureustém mostrado uma consideravel variabilidade do
conteudo gendémico (FITZGERALD et al.,, 2003). Umaniificacdo exata dos patdégenos
bacterianos é um requisito essencial tanto paexci@bd de reservatorios e fontes de infecgéo,
quanto para o monitoramento da distribuicdo depsedgenos. As técnicas de tipagem
molecular s&o epidemiologicamente importantes pai@streamento de surtos de infeccdes,
reconhecimento de clones virulentos, estabeleceremelacdo clonal entre as amostras e
monitoramento atraves de programas de controleadieacdo das doencas (OLIVE; BEAN,
1999).

S. aureu® seus fatores de patogenicidade ja foram bastahtdados, entretanto mais
pesquisas ainda devem ser realizadas para se @rdpremelhor o envolvimento desta
bactéria na etiologia de varias doencas, para eepgédo das intoxicacbes alimentares e
incremento no diagnodstico das exotoxinas reconhecel de outras toxinas do agente,
otimizando o uso da biologia molecular que nosnads anos tem trazido grande contribui¢éo
ao estudo deste microrganismo.

Diante da importancia d8. aureusnas patologias humanas e da falta de estudos
quanto a frequéncia de portadores desta bactériaeg@io Nordeste, realizou-se a
investigacdo dos genes toxigénicos, do gene daulasamge da dispersdo d&s aureus
isolados de amostras clinicas de origens divensasambiente hospitalar para melhor

compreender os fatores de patogenicidade destengacrismo no homem.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a frequiéncia e o grau de dispersastdphylococcuaureus portadores dos
genes toxigénicos e da enzima coagulase, isolaamdstras clinicas, em um hospital

publico da cidade do Recife?

41
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5 HIPOTESE

Os isolados clinicos detaphylococcuaureusséo portadores dos genes toxigénicos e
da enzima coagulase, apresentam grande polimorfganeético e uma ampla dispersao no

ambiente hospitalar.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Caracterizar genotipicament®. aureus isolados de amostras clinicas de origens
diversas, em um hospital publico da cidade do ReRH.

6.2 Objetivos Especificos

a) Investigar a presenca dos genes responsavess gwetucdo das enterotoxinas
classicas (SEs) dos tipos A, B, C, D, E, além da B; toxina 1 da sindrome do
choque toxico TSST-1, e toxinas esfoliativas ETETB, emS. aureusisolados de
diferentes sitios de infeccao e setores de um tabgiblico da cidade do Recife-PE

b) Realizar tipagem molecular, para verificar apdisdo doS. aureusnos diferentes
setores do hospital, pela ribotipagem-PCR e an@mseolimorfismo do gene da
coagulaseqoa);

c) Correlacionar a producdo de coagulase com @&measdos genes toxigénicos s

aureusestudados.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Amostras deS. aureus estudadas

Foram estudados 80 isolados clinicosSdaureusgentilmente cedidos pelo Setor de
Bacteriologia, da Unidade Laboratorial do Hospitat Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC), obtidos de diversas origens @eg¢ab e oriundos de diferentes setores do
hospital (Figura 17 e Tabela 1). Este projeto fmiosado pelo comité de ética do CPgAM
(CAAE: 0024.0.095.000-07).

Para identificacdo dos microorganismos isoladd3etor de Bacteriologia analisou as
caracteristicas fenotipicas das colbnias cres@daggar Sangue (producdo de hemolisina e
pigmentos), além da utilizacdo das técnicas deragdo de Gram e provas bioquimicas
(catalase, coagulase, desoxirribonuclease, ferg@mtalo manitol e susceptibilidade a

novobiocina).

B Ambulatorio ® Enfermaria™ UTI
6,25%
38,75%

Figura 17. Percentual de distribuicdo dos isoladosSdeaureusnos setores do hospital publico de
Recife-PE.
Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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Tabela 1.lsolados dé&. aureusstudados. (Continua)

S. aureus Sitio de Infeccéo Setor de isolamento  S.aureus Sitio de Infeccéo Setor de isolamento
isolados no hospital no hospital
Sal Urina Ambulatério Sa4l Cultura de Tecido de Ferida Operatdria Enfermaria
Sa2 Secrec¢édo Uretral Ambulatério Sa42 Cultura de Secrec¢édo de Cavidade de Tibia Enfermaria
Sa3 Secrec¢édo Vaginal Ambulatério Sa43 Ponta de Cateter Enfermaria
Sa4 Urina Ambulatério Sad44 Cultura de Ferida Operatoria Enfermaria
Sab Urina Ambulatério Sa45 Secrec¢édo de Dreno Toracico Enfermaria
Sa6 Urina Ambulatério Sa46 Cultura de Orofaringe Ambulatério
Sa7 Urina Ambulatério Sa47 Ponta de Cateter UTI
Sa8 Secregdo Vaginal Ambulatério Sa48 Secrecéo de Ulcera Ambulatério
Sa9 Esperma Ambulatério Sa49 Secregéo de Orofaringe Ambulatério
Sal0 Secregéo Uretral Ambulatério Sa50 Secregéo Nasal Ambulatério
Sall Ponta de Cateter Enfermaria Sa51 Ponta de Cateter Enfermaria
Sal2 Urina Ambulatério Sab52 Ponta de Cateter Enfermaria
Sal3 Urina Ambulatério Sa53 Fragmento de Tecido de Ferida Operatéria Enfermaria
Sal4 Urina Ambulatério Sab54 Ponta de Cateter Enfermaria
Sal5 Urina Enfermaria Sab5 Secrec¢édo Traqueal UTI

Sal6 Urina Ambulatério Sa56 Ponta de Dreno Enfermaria
Sal7 Urina Ambulatério Sa57 Exsudado Purulento do Antebraco Enfermaria
Sal8 Urina Enfermaria Sa58 Fragmento Osseo de Quadril Enfermaria
Sal9 Urina Ambulatério Sa59 Secrec¢éo de Ferida Operatoria Enfermaria
Sa20 Sangue UTI Sa60 Secregédo de Ferida (Transplante) Enfermaria
Sazl Urina Enfermaria Sa6l Ponta de Dreno Enfermaria
Sa22 Urina Ambulatério Sa62 Secregéo de Abscesso Joelho Enfermaria
Saz23 Urina Ambulatério Sa63 Ponta de Cateter Enfermaria
Saz4 Secrecéo de Prétese Enfermaria Sa64 Coleg&o Abdominal Enfermaria
Sa25 Secrec¢éo de Ferida Ambulatério Sa65 Orofaringe Enfermaria
Sa26 Ponta de Cateter Enfermaria Sa66 Secrec¢édo Traqueal UTI

Sa27 Secrec¢édo de Ferida Operatéria Ambulatério Sa67 Secrec¢éo de Ferida Operatoria Enfermaria
Sa28 Urina Ambulatério Sa68 Cultura de Secregéo de Ulcera Enfermaria
Sa29 Urina Enfermaria Sa69 Tecido Superficial e Profundo Enfermaria
Sa30 Fragmento de Tecido Enfermaria Sa70 Secrecéo de Axila Ambulatério
Sa3l Fragmento Osseo Tibia Enfermaria Sa7l Secrecdo de Fistula Direita Ambulatério
Sa32 Ponta de Cateter Enfermaria Sa72 Secrecéo de Ferida Operatoria Enfermaria
Sa33 Secrecdo de Ferida Operatoria Enfermaria Sa73 Ponta de Cateter Enfermaria
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Tabela 1.Isolados d¢S. aureu estudado (Conclusio)
Sa34 Sangue Ambulatério Sa74 Secregédo de Cateter Enfermaria
Sa35 Secrec¢édo Ocular Enfermaria Sa75 Sangue Enfermaria
Sa36 Secrecdo Traqueal UTI Sa76 Secrec¢éo de Lesao Frontal Ambulatério
Sa37 Secrecdo de Ulcera Enfermaria Sa77 Secrec¢édo Ocular Enfermaria
Sa38 Fragmento Osseo Enfermaria Sa78 Nasoorofaringe Ambulatério
Sa39 Ponta de Cateter Enfermaria Sa79 Ponta de Cateter Enfermaria
Sa40 Abscesso da Coxa Enfermaria Sa80 Secrecdo de Ferida Operatoria Ambulatério

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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7. 2 Extracdo do DNA genbmico

Para a realizacdo do trabalho os isolados foramuphdos em Agar Sangue e
incubados a 3T por 24 horas, com o objetivo de confirmar a pardas culturas. Em
seguida col6nias isoladas foram repicadas indilideiate e crescidas em BHI (Brain Heart
Infusion, Biobras) para extracdo do DNA.

Os isolados d&. aureudoram incubados a 37°C por 24 horas em 5mL deodail.

O DNA dos isolados foi extraido a partir de um kb da cultura bacteriana que foi
transferido para um microtube centrifugado (2.500 x g) a 4°C durante 5 minuf0s.
sobrenadante foi descartado e, ao sedimento, adigise 50QL de TE 10:1 (Tris-HCI
10mM, pH 8,0; EDTA 1mM). ApGs nova centrifugacda5 x g) por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e, ao sedimento, fmbaddo mais 500L de TE 10:1, 1AL de
solucdo de lisozima (10 mg/mL) e IO de solucdo de proteinase K (5 mg/mL). Os
microtubos foram incubados a 60°C por 20 minutga paciar a lise bacteriana. Logo em
seguida, foi adicionado 100 de STE (SDS 2,5%; Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA Bi\2),
incubando-se por mais 15 minutos a 60°C.

Apdés 5 minutos a temperatura ambiente e 5 minutwsgelo, a suspensédo foi
neutralizada com 13@Q de acetato de amonio 7,5M, permanecendo no geld® minutos.

A suspensdo foi entdo centrifugada (2.500 x g) pOr minutos e o sobrenadante,
aproximadamente 7Q@, foi transferido para um novo microtubo, onde &udlicionado o
mesmo volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilid@5:24:1), homogeneizado e
centrifugando (2.500 x g) por 5 minutos, para miéatdo das proteinas e restos celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo micrat@BNA foi precipitado com a adi¢do de
aproximadamente 4Q de isopropanol a -20°C por 24 horas.

Os tubos foram centrifugados por 10 minutos (2.500) e, apds eliminagdo do
sobrenadante, o sedimento, contendo o DNA foi ssmnocentrifuga a vacuo (Eppendorf
Concentrator 5301) por 5 minutos. O DNA gendmiddifalmente ressuspenso em 10uL de
agua deionizada estéril e quantificado por meieldgoforese em gel de agarose 1% (m/v)
em tampé&o TBE 0,5X (Tris-borato 0,089M; acido b@r@;089M; EDTA, 0,002M) a 120V.
Apo6s a migracdo, o DNA foi corado em solucdo aquiesdrometo de etidio (15 mg/mL),
observado e fotografado em transiluminador de ltrawioleta (UV). A quantificacdo do

DNA foi realizada por comparacdo com quantidadegmade DNA do faga clivado com
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enzima de restricasdlindlll (marcador) usando o programa 1D Image Analyidtware,

version 3.5 da Kodak Digital Science, DC 120 zooigitBl Camera.

7. 3 Investigacao dos genes responsaveis pelas exioias emS. aureus

Foram investigados 0s genes responsaveis pelamtentaas estafilocdcicas (SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG e SEH), além das toxinasilesocicas esfoliativas (ETA e
ETB) e a toxina 1 da sindrome do choque téxico [F$5

Duas reacbes de PCR-multiplex foram preparadas; designada para detectar os
genes das enterotoxinas estafilococicaa{sege outra para detectar os getssetae etb.
As amplificagcbes foram realizadas num termociclagopgramado para 30 ciclos,
compreendendo 86 para desnaturacéo da fita de DNA por 1minut8Cgtara anelamento
dos primers por 1 minuto e 7Z para sintese da fita por 2 minutos. @aners foram
desenhados como descrito por Becker, Roth e Ra&98) (tabela 2).

As reacdes para PCR-multiplex foram preparadas paravolume final de 25uL
contendo 20pmol de cageimer, 10mM Tris-HCI, pH 9,0, 50mM de KCI, 160uM de cada
dNTp, 3mM de MgCJ, 20ng de DNA gendmico e 1,2U daqDNA polimerase (Invitrogen,
Brasil). Como controle da especificidade das remgie PCR, foram utilizadas as cepas
padrdo deS. aureusFRI (Food Research Institute Madison, Wiscosin AEUFRI MN8
portadora do gentst, FRI 722 portadora do gesea FRI S6 geneely FRI 361 geneses,
sed, seq, saseje FRI 1151 gensed cedidas gentilmente pelo Laboratorio de Enterotin
Estafilococicas da Fundacao Ezequiel Dias (FUNEDyYMG

Para pesquisa do gerseg e seh foi realizada uma PCR-uniplex usandamers
desenhados como descrito por Rosec, Gigaude (Z@i®la 2). As amplificacbes foram
aquecidas a 9€ por 3 minutos, seguido de 50 ciclos dé&®gor 30 segs, 6C por 30 segs e
72°C por 30 segs. As reacgdes consistiram de uma midei20pmol de cadaimer, 160uM
de cada dANTP, 1,5mM do Mg{Il10mM do Tris-HCI pH 9, 50mM de KCI, 20ng do DNA
gendmico e 1U ddag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) para um voluifireal de 25uL.
Foi usada para controle a cepa padra8.deureud-R| 361 portadora dos genexssed, seg,
seieseje a cepa CR6 portadora do gseb
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Os produtos de amplificacdaniplicon3 foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (m/v), corados com brometo de etigiorig/mL), visualizados e fotografados
em transiluminador de UV. Algunamplicons foram purificados e sequenciados para
confirmar a similaridade com os genes toxigénicegoditados em banco de dado publico
(www.ncbi.nlm.nih.com). As sequéncias obtidas fommalisadas pelo programa blast versao
2.2.12. (ALTSHUL et al., 1990).

Tabela 2 Sequéncias dprimersusados na andlise da PCR para a deteccdo dosggensse, seg,
seh, tst, eta etb em isolados d&. aureusoriundos de amostras clinicas, de um hospitalignibe
Recife-PE.

Gene Primer Sequéncia de Oligonucleotideos Tamanho
(5—3) Esperado do
Fragmento (pb)

*sea SEA-3b CCTTTG GAA ACG GTT AAA ACG 127
SEA-4b TCT GAA CCT TCC CAT CAAAAAC

*seb SEB-1c TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 477
SEB-4b GCA GGT ACT CTATAA GTG CCT GC

*sec SEC-3b CTC AAG AAC TAG ACATAA AAG CTAGG 271
SEC-4b TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC

*sed SED-3b CTAGTT TGG TAA TAT CTC CTT TAA ACG 319
SED-4b TTA ATG CTATAT CTT ATAGGG TAAACATC

*see SEE-3b CAG TAC CTA TAG ATA AAG TTA AAA CAAGC 178
SEE-2c TAACTT ACC GTG GAC CCT TC

*tst  TST-3  AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 445
TST-6  ATCGAACTTTGGCCCATACTTT

*eta ETA-3b CTAGTGCATTTGTTATTCAAGACG 119
ETA-4b TGCATTGACACCATAGTACTTATTC

*etb ETB-3b ACG GCT ATA TAC ATT CAATTC AAT G 262
ETB-4b AAA GTT ATT CAT TTA ATG CAC TGT CTC

**seg SEG-1 ACGTCTCCACCTGTTGAAGG 400
SEG-2 TGAGCCAGTGTCTTGCTTTG

**seh SEH-1  TCACATCATATGCGAAAGCAG 357

SHE-2  TAGCACCAATCACCCTTTCC

Fonte:*Becker, Roth e Peters (1998); **Rosec, Gigaud (2002
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7. 4 Pesquisa do gene da coagulased) emS. aureus

A regido 3'- terminal do geneoa foi amplificada utilizando os seguint@simers
especificodtCOAG2 (5" ACC ACA AGG TAC TGA ATC AAC G 3) eCOAG3 (5’ TGC
TTT CGA TTG TTC GAT GC 3’) descritos por Aarestrupangle e Sordillo (1995). As
reacOes de amplificacdo foram preparadas para lumedinal de 2fL, contendo: 20ng do
DNA gendmico, tampédo PCR 10x (10mM Tris-HCI, pH;9%0mM de KCI), 1,5mM de
MgCl,, 1uM de cadgorimer, 20uM de desoxinucleotideos trifosfato (ANTP’s) e 1UTde
DNA Polimerase, completando-se com agua deionieastixil. Como controle positivo foi
utilizada a cepa d8. aureus\® 25923 proveniente damerican Type Culture Collection

As amostras foram submetidas a 40 ciclos térmicada um consistindo de 30
segundos a 9&, 2 minutos a 6 e 4 minutos a PZ. Osampliconsforam separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (m/v), coradas brometo de etidio (15 mg/mL),
visualizados e fotografados em transiluminador & BEboi utilizado um marcador de peso

molecular de 100pb (DNAadder) para calcular o tamanho dasiplicons

7.5 Ribotipagem-PCR

Para amplificacdo da regido 16S-23S, foi utilizada par de oligonucleotideos
descritos por Jensen, Webster e Straus (1993) [BIBFAA GTC GTA ACA AGG-3' e 5'-
CAA GGC CAC CGT-3)). A reacao foi preparada pama wolume final de 25uL contendo
20pmol de cada oligonucleotideo, 20ng de DNA, 10Mis-HCI pH 9.0, 50mM KCl,
1,5mM MgCpk, 1U deTaqDNA polimerase e 200uM de dNTPs. Os 30 ciclos dglificacéo
consistiram em 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C miduto a 72°C, seguido de uma
extensao final de 4 minutos a 72°C.

Osampliconsforam analisados por eletroforese em géis de aga@.0%, corados com
brometo de etidio, visualizados e fotografados ramstluminador de luz UV. Um marcador
de peso molecular (DNRadderde 100 pb) foi utilizado como padréo para estim@amanho
dos fragmentos amplificados.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Pesquisa das exotoxinas efaureus, isolados de amostras clinicas diversas, em

diferentes setores de um hospital publico de RecifeE

Nas reacdes de PCR, nenhum dos isolados analipadssia 0s genegd seee eth
Houve apenas a amplificacdo do segmento de tanesperado para o gesedna cepa de
referéncia $. aureud-RI1 1151) usada como controle positivo. Entretan®80 (98,75%) dos
isolados deS. aureudoram positivos para 0s genes toxigénicos, angpliflo 0s geneseg
seh se¢ seg seh etae tst separadamente ou em associagfes. Apenas um igoadmiente
de hemocultura da Unidade de Tratamento Inten&id) (hdo amplificou nenhum dos genes
toxigénicos estudados. O gene prevalenteség), presente em todas as amostras positivas
para genes toxigénicos 79/79 (100%), seguidospbrl0/79 (12,7%) esea09/79 (11,4%)
(Figuras 18, 19 e Tabela 3).

100%

100%-
90%
80%
70%
60%-
50%
40%-
30%-
20%
10%-

0%-

Freqténcie

11,4%
5,1% 3,8%

12,7%
1,27% 3,8%

sea seb sec seg seh eta tst
Exotoxinas

Figura 18. Frequéncias dos genssg seh seg seg seh etaetst nos isolados d8. aureus
Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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800pb —p

477pb —p 445pb
1: 400pb
<4— 357pb
271pb —»

127pb —p <4— 119pb

Figura 19. Gel representativo dos produtos de amplificacdoP@&® dos genes toxigénicos nos
isolados des. aureus

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.

Nota: LinhaM, marcador de peso molecular (100pb Diddder). Linha1-Sa50 ¢eg, Linha2- Sal4
(seh, Linha 3- Sa32 ¢e9, Linha 4- Sa63 ¢eg, Linha 5 Sa26 §el), Linha 6- Sa80 {st), Linha 7-
Sal7 éta).

O genesegfoi encontrado en%$. aureudsolados no ambulatério, na enfermaria e na
UTI, sendo mais frequente na enfermaria e o unére ggncontrado nos isolados oriundos da
UTIL. Os genesseg seh seG seh e tst foram identificados enf. aureusisolados no
ambulatério e na enfermaria, sendo mais frequenmtmancontrados no ambulatério. O gene
eta foi observado em apenas um isolado provenientantlulatorio, oriundo de amostra de

urina (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo dos genes das exotoxinas positivaa PE&ER nosS. aureusisolados nos
diferentes setores do hospital.

Genes das N° de isolados (%) Distribuicdo dos isolados de
exotoxinas S. aureus nos setores do hospital
sea 09 11,4 05 isolados no ambulatorio

04 isolados na enfermaria

seb 04 51 03 isolados no ambulatério
01 isolado na enfermaria

sec 03 3,8 02 isolados no ambulatorio
01 isolado na enfermaria

seg 79 100 31 isolados no ambulatorio
44 isolados na enfermaria
04 isolados na UTI

seh 10 12,7 06 isolados no ambulatério
04 isolados na enfermaria

eta 01 1,27 01 isolado no ambulatoério

tst 03 3,8 02 isolados no ambulatério

01 isolado na enfermaria

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.

Os 79 isolados d8. aureuspositivos nas reacdes de PCR para os genes namaogé
foram distribuidos em 10 gendtipos. Os gendtiposs Miaquentes foransegisoladamente
em 56/79 (70,9%) e em associacdes ceemt sehem 06/79 (7,6%) seg + seaem 05/79
(6,3%) dos isolados. Entre os isolados positivdég7% (70,9%) amplificaram apenas um
gene, 17/79 (21,5%) amplificaram dois genes, 056/%%) amplificaram trés genes e 01/79
(1,3%) amplificou quatro genes (Tabela 4). A preaetle mais de um gene toxigénico num
isolado de paciente favorece a sua patogenicidatEnatencao no hospedeiro.

Neste estudo, a freqliéncia de isolados comportasdenes que codificam as toxinas
mais recentemente descritas (SEG e SEH) foi sogmife. O gensegfoi observado em todas
as amostras positivas para os genes toxigénicogem@sehfoi 0 segundo mais frequiente,
presente em 12,7% dos isolados positivos para mssg@xigénicos. Com excecao ek,
presente em apenas um isolado procedente do agmlébdos os genes amplificados foram
observados tanto no ambulatério, quanto na enfe@mar

O geneseg foi o Unico observado em todos os setores do tabspstudado
(ambulatério, enfermaria e UTI), e 0 Unico genespnte nos isolados deste ultimo setor
(Tabela 3). Todos os trés genes das toxinas cés$iea, sebe seq foram observados
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associados ao gesegmais recentemente descri® genetst foi observado em associacao a

sege sece 0 geneetaassociado aeg(Tabela 4)

Tabela 4.Gendtipos observados nos isolado$daureugstudados.

Gendtipos Nde isolados (%)
1.seg 56 70,9
2.seg + sec 01 1,3
3.seg + sea 05 6,3
4.seg + seb 03 3,8
5.seg + tst 01 1,3
6.seg + eta 01 1,3
7.seg + seh 06 7,6
8.seg + sec + tt 02 2,5
9.seg + sea + seh 03 3,8
10.seg + sea + seb + seh 01 1,3

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.

Foram observados trés sitios de infeccdo mais éregé: urina (18 isolados), 0os genes
toxigénicos observados nos isoladosSdaureugprovenientes deste sitio fora®g seh seg
sehe etg secrecdo e ponta de cateter (13 isolados), g@#esec seg sehe tst cultura de
tecido e secrecao de ferida operatoéria (10 iso)ademesseg seg sehe tst Os geneseg
seg sehforam observados ef8. aureussolados em todos os principais sitios de infeccao
(Figura 20 e Tabela 5).

E importante ressaltar qust foi observado em trés isolados provenientes dec&o
vaginal (paciente ambulatorial), ponta de catgiaciente de enfermaria) e secrecao de ferida
operatdria (paciente ambulatorialp. aureusé o responsavel pelos casos menstruais da
Sindrome do Choque Toxico e por cerca de metadeasms ndo menstruais. De acordo com
Koneman et al. (2001), esta sindrome pode seriteesomo uma complicacdo de abscessos
estafilococicos, osteomielite, infecgbes de feragrgicas e pneumonia pés-influenza.

O geneetafoi verificado em apenas um isolado, procedentaro@, em um paciente
ambulatorial. Os baixos indices de isolados poresialos genegta e etb estdo em
conformidade com outras investigacdes, que denarasir a baixa freqiéncia dos dados
epidemioldgicos sobr8. aureusportadores destes genes. Yamasaki et al. (2081ajaram

que cerca de 51% ddS. aureusisolados de criangas com Sindrome da Pele Esealdad
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produzem ambas as toxinas epidermoliticas, 30%upeod apenas ETA e 19% produzem

apenas ETB.

Qulturade Tecido
e Screcaode Sea, seg,

Ferida Operatoria; seh, tst
10 Urina; 18

sea, seb, seg,
seh, eta

Secrecdo e Ponta

de Cateter; 13 seh, tst

Figura 20. Sitios mais frequentes de infeccéo $oaureue os genes das exotoxinas relacionados.
Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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Tabela 5 Genes das exotoxinas, sitios de infecgéo eluligffio dosS. aureusio hospital. (Continua)
S.aureus Sitio de Infecgao Setor no hospital  sea seb sec seg seh eta tst
isolados

Sal Urina Ambulatério - - - + + - B
Sa2 Secrecéo Uretral Ambulatério - - - + - - ,
Sa3 Secrec¢éo Vaginal Ambulatério - - + + - - -
Sa4 Urina Ambulatério - - - + + - -
Sa5 Urina Ambulatério - - - + + - -
Sa6 Urina Ambulatério - - - + - - -
Sa7 Urina Ambulatério - - - + - - -
Sa8 Secrec¢édo Vaginal Ambulatério - - + + - - +
Sa9 Esperma Ambulatério - ; ) + _ ] )
Sal0 Secrecéo Uretral Ambulatério + - - + + - -
Sall Ponta de Cateter Enfermaria - - - + - - -
Sal2 Urina Ambulatério - - - + - - .
Sal3 Urina Ambulatério - + - + - - -
Sal4 Urina Ambulatério - + - + - - -
Sal5 Urina Enfermaria - - - + - - -
Sal6 Urina Ambulatério + + - + + - -
Sal7 Urina Ambulatério - - - + - + -
Sals8 Urina Enfermaria - - - + - - -
Sal9 Urina Ambulatério - - - + - - -
Sa20 Sangue UTI - - - - - - -
Saz2l Urina Enfermaria - - - + - - -
Sa22 Urina Ambulatério - - - + - - _
Sa23 Urina Ambulatério - - - + - - -
Sa24 Secrec¢édo de Protese Enfermaria + - - + - - -
Sa25 Secrec¢édo de Ferida Ambulatério + - - + + - -
Sa26 Ponta de Cateter Enfermaria + - - + + - -
Sa27 Secrecgao de Ferida Operatéria Ambulatério + - - + - - -
Sa28 Urina Ambulatério - - - + - - -
Sa29 Urina Enfermaria - - - + - - -
Sa30 Fragmento de Tecido Enfermaria - - - + - - -
Sa31 Fragmento Osseo Tibia Enfermaria - - - + - - i
Sa32 Ponta de Cateter Enfermaria - - + + - - +
Sa33 Secrecao de Ferida Operatéria Enfermaria - - - + - - -
Sa34 Sangue Ambulatério - - - + - - i
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Tabela 5 Genes das exotoxinas, sitios de infec¢ao elnligtfio dosS. aureuso hospital.

S.aureus
isolados

Sa35
Sa36
Sa37
Sa38
Sa39
Sa40
Sa4l
Sa42
Sa43
Sad4
Sa45
Sa46
Sa47
Sa48
Sa49
Sa50
Sa51
Sa52
Sa53
Sa54
Sa55
Sa56
Sa57
Sa58
Sa59
Sa60
Sa6l
Sa62
Sa63
Sa64
Sa65
Sa66
Sa67
Sa68
Sa69
Sa70

Sitio de Infecgéo

Secrecao Ocular
Secrecédo Traqueal
Secrecéo de Ulcera

Fragmento Osseo

Ponta de Cateter
Abscesso da Coxa

Cultura de Tecido de Ferida Operatéria
Cultura de Secrecao de Cavidade de Tibia
Ponta de Cateter
Cultura de Ferida Operatoria
Secrec¢édo de Dreno Toracico
Cultura de Orofaringe

Ponta de Cateter

Secrecéo de Ulcera
Secrecao de Orofaringe

Secrecao Nasal

Ponta de Cateter

Ponta de Cateter

Fragmento de Tecido de Ferida Operatéria

Ponta de Cateter
Secrecédo Traqueal

Ponta de Dreno

Exsudado Purulento do Antebraco
Fragmento Osseo de Quadril
Secrecao de Ferida Operatéria
Secrecao de Ferida (Transplante)

Ponta de Dreno

Secrecao de Abscesso Joelho
Ponta de Cateter
Colecdo Abdominal
Orofaringe
Secrecédo Traqueal
Secrecédo de Ferida Operatéria
Cultura de Secrecéo de Ulcera
Tecido Superficial e Profundo
Secrecao de Axila

Distribuicdo no

hospital

Enfermaria
UTI
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Ambulatério
UTI
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Enfermaria
Enfermaria
Enfeemari
Enfermaria
UTI
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
UTI
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Ambulatério

sea

seb

Ssec

&

O T A A T T T T i T T i o S S o e S e S e S A T T I T T O 5

(Continuacac

eta tst

57



Tipagem molecular e investigacdo dos genes... Andrade, M. A.

Tabela 5 Genes das exotoxinas, sitios de infecgéo eluligtfo dosS. aureusho hospital. (Concluséc
S.aureus Sitio de Infecgéo Distribuicdo no sea seb sec seg seh eta tst
isolados hospital

Sa71 Secrecédo de Fistula Direita Ambulatério - - - + - - B
Sa72 Secrecédo de Ferida Operatéria Enfermaria - - - + + - -
Sa73 Ponta de Cateter Enfermaria - - - + - - -
Sa74 Secrecéo de Cateter Enfermaria - - - + - - i,
Sa75 Sangue Enfermaria - - - + - - i
Sa76 Secrec¢édo de Lesao Frontal Ambulatério - - - + - - ,
Sa77 Secrec¢édo Ocular Enfermaria - - - + - - ,
Sa78 Nasoorofaringe Ambulatério - - - + - - i
Sa79 Ponta de Cateter Enfermaria - - - + - - ,
Sa80 Secrecdo de Ferida Operatoria Ambulatorio - - - + - - +

Fonte: Dados elaborados pelo préprio autor.
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Segundo Becker et al (2003), dos 4&29aureussolados de humanos na Alemanha
(pacientes de unidades gerais e de terapia interdgv 32 hospitais de comunidades e
universidades), apenas cinco (1,2%) foram positip@a um ou ambos o0s genes
epidermoliticos €ta e eth). Um isolado proveniente de amostra de sangudjymoparaeta,
comportava também os gersege seie dois isolados oriundos da regido nasal compamav
eta e eth Neste mesmo estudo, os genes mais frequentes $ege sei (55%) encontrados
apenas em estrita associacdo. Dos genes classaosis comuns foratst (20,3%), seguido
porsea(15,9%) esec(11,2%).

Em uma pesquisa realizada no Japao, Omoe et &2)2Malisaram a presenca de
genes das enterotoxinas estafilococicEa & se) em 146 isolados d8. aureus,71 destes
oriundos de humanos envolvidos em 25 surtos deigaigdes alimentares, 18 de humanos
sadios, 21 de vacas com mastite e 36 de leite d& ¥@onstataram que 113 (77,4%) dos
isolados foram positivos para um ou mais genestde &ntre os quais 56 isolados portavam
0 genesege 52 o gensei Dos 89 isolados de humanos (sadios e envolvithomxicacdo
alimentar) os genes prevalentes forsghe seb(42 isolados), seguidos psea(35 isolados)

e seg(25 isolados).

Foi realizado, em um Centro Pediatrico na Poléom, estudo com 33 pacientes
ambulatoriais e 47 pacientes hospitalizados coetgéo do trato respiratorio superior, onde
apenas um isolado d& aureuspor paciente foi analisado. Dos 80 isolados deagores
nasais deés. aureus61 (76%) foram positivos para genes toxigénisesg(47), sec(14), sea
(7), seb (4), sed (4), seh (3) etst (10). A maioria dos genes classicaed-sell estava
associada aos genes enterotoxigénicos mais recamttemescritosseg, sei, sem, sen, seo,
sey (BANIA et al., 2006).

Em diferentes regides do mundo sdo observadositdstpercentuais para 0s genes
toxigénicos (SILVA et al., 2005). O papel destas $&centemente descritas na intoxicacao
alimentar estafilococica, ainda permanece indeteado (ROSEC; GIGAUD, 2002), no
entanto, McLauchlin et al. (2000) ao analisarenms®Bados de estafilococos envolvidos em
casos de intoxicacdo alimentar ndo observaramdupéo das toxinas classicas SEA, SEB,
SEC, SED ou SEE, mas detectaram a presenca dos tyeagénicosseg, seh, see sej
indicando que estas novas SEs podem ser resposisgoeitais surtos de intoxicacao
alimentar.

Em um surto de intoxicagdo alimentar, causado po¥ de batata, feito com leite cru,
observou-se a presenca 8e aureusportadores apenas do geseh A pesquisa para as
enterotoxinas classicas SEA-SEE foi negativa (JOR&HEN et al. 2005). Os isolados
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testados produziram quantidades significantes (288 ng) de SEH. O que significa que
cepas de5. aureusportadoras do gemneehpodem produzir quantidades de SEH suficientes
para causar intoxicagao.

Em concluséo, os dados observados nas pesquigdascitorroboram com 0S N0Ssos
resultados, em relacdo a expressiva presenca dss gias toxinas mais recentemente
estudadas elf. aureuse também retificam a observacédo de que apenanes gesponsaveis
pelas toxinas classicas estao envolvidos em irdQ&ies alimentares e outras doencas.

S. aureusenterotoxigénico representa um risco para a spilidéca, uma vez que esta
bactéria € freqientemente envolvida em doencasrigeno comunitaria e hospitalar. A
aplicacdo de técnicas moleculares na deteccao xadexaas estafilococicas € um passo
relevante para se caracterizar rapidamente estasasp além de gerar informacdes que
possam contribuir para o conhecimento e controldisizersao das doencas.

8.2 Tipagem molecular dosS. aureusisolados de amostras clinicas, através polimorfismo

do gene da coagulaseda)

Todos os isolados caracterizados pelos métodosolmtdgicos citados com&.
aureusamplificaram o geneoana reagédo de PCR. A amplificacdo do gemedosS. aureus
isolados de amostras clinicas produziu quatro @dinotipicos. Desta forma, os isolados
foram distribuidos em quatro coagulotipos, de awoodm o tamanho do segmento
amplificado (Perfil 1= ~700pb, Perfil 2= ~800pb rfte8= ~900pb e Perfil 4= ~1000pb). A
cepa utilizada como controle positiv®. (aureusATCC 25923) amplificou um fragmento de
~800pb (Figura 21).
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M=—"P1—P2—P3—P4

800pb =P

Figura 21. Perfis eletroforéticos representativos dos pralde PCR do germade 80 isoladoslinicos
deS. aureus

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.

Nota: Marcador de peso molecular, linkda(100 pb DNAIladden. Controle positivo, linhd (S. aureus
ATCC 25923): ~800pb. Coagulotipos: P1=~700pb, P28p8, P3=~900pb e P4=~1000pb.

A maioria dos isolados 39/80 (48,75%) amplificam fragmento de ~800pb /P2.
Estes isolados estavam distribuidos no ambulagnia enfermaria, com maior freqtiéncia na
enfermaria. O perfil 1 foi o segundo mais frequerdste estudo 35/80 (43,75%) e observado
nos isolados presentes nos trés setores do hogpithllatério, enfermaria e UTI), sendo o
anico presente na UTI. Apenas cinco isolados aroatdm um fragmento de ~1000pb (P4),
presentes na enfermaria e no ambulatério quaseomeafequivalente. O perfil 3 foi

observado em apenas um isolado presente na enii(fhabela 6).



Tipagem molecular e investigacdo dos genes... Andrade, M. A.

Tabela 6.Resultados da PCR do geteadeS. aureussolados de amostras clinicas em um hospital uiblo Recife-PE.
(Continua)

Coagulotipos  Produto N° de (%) Distribuicdo dos isolados Sitio de infeccao
de PCRa isolados de S. aureus no hospital

07 isolados de Urina

01 isolado de Secrec¢éo Uretral

02 isolados de Sangue

01 isolado de Secrec¢do de Ferida
07 isolados de Ponta de Cateter
01 isolado de Secrecéo de Cateter

Perfil 1 700 35 43,75 11 isolados no ambulatorio 03 isolados de Secrecdo de Ferida Operatoria
19 isolados na enfermaria 02 isolados de Fragmento Osseo
05 isolados na UTI 03 isolados de Secrecao Traqueal

03 isolados de Secrecéo de Ulcera

01 isolado de Fragmento de Tecido de Ferida Op@ato
02 isolados de Cultura de Orofaringe

01 isolado de Exsudado Purulento do Antebracgo

01 isolado de Secrec¢éo Ocular

10 isolados de Urina
01 isolado de Secrec¢éo Uretral
02 isolados de Secrecao Vaginal
01 isolado de Esperma
05 isolados de Ponta de Cateter
01 isolado de Secrecéo de Prétese
02 isolados de Fragmento de Tecido
Perfil 2 800 39 48,75 17 isolados no ambulatério 03 isolados de Secrecao de Ferida Operatoria
22 isolados na enfermaria 01 isolado de Sangue
01 isolado de Secrec¢éo Ocular
01 isolado de Abscesso da Coxa
01 isolado de Cultura de Tecido de Ferida Opematori
01 isolado de Cultura de Secreg¢édo de Cavidadelde Ti
01 isolado de Secrecédo Nasal
02 isolados de Ponta de Dreno
01 isolado de Secrecédo de Abscesso Joelho
01 isolado de Colecédo Abdominal
01 isolado de Secrecéo de Axila
01 isolado de Secrecéo de Fistula Direita
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Tabela 6.Resultados da PCR do gereade S. aureussolados de amostras clinicas em um hospital gaibld Recife-PE.

(Concluséo)

01 isolado de Secrecdo de Lesao Frontal
01 isolado de Fragmento Osseo de Quadril

Perfil 3 900 01 1,25 Olisolado na enfermaria 01 isolado de Secre¢éo de Dreno Toracico

01 isolado de Urina
01 isolado de Cultura de Ferida Operatoria
Perfil 4 1000 05 6,25 03 isolados no ambulatério 01 isolado de Secrecéo de Orofaringe
02 isolados na enfermaria 01 isolado de Secrecao de Ferida Operatoria
01 isolado de Nasoorofaringe

(&) — numero aproximado em pb

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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Neste estudo, os sitios de infeccdo mais frequemes foram isolados d3. aureus
foram: urina (18 isolados), distribuidos em tréagrdotipos: P1, P2 P4, com predominancia
de P2; cultura de tecido e secrecdo de ferida tipexrg10 isolados), distribuidos em trés
coagulotipos: P1, P2, P4, com predominancia de P2;esecrecdo e ponta de cateter (13
isolados), distribuidos em dois coagulotipos PlecBéh predominancia de P1. Os perfis 1 e
2 foram observados nos isolados oriundos dos paiesitios de infeccdo. O perfil 3 néo foi
observado em isolados presentes nestes sitiofadgdo por estar presente em apenas um
isolado proveniente de secrecao de dreno toréEigar@ 22, Tabela 6).

Qultura de Tecido

e Screcdo de P1, P2, P4

Ferida Operatoria;
10

Urina; 18

P1, P2, P4

Secrecédo e Ponta
de Cateter; 13

P1, P;

Figura 22. Sitios mais frequientes de infeccdo $oaureuse os coagulotipos relacionados.
Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.

A producgdo da coagulase é uma caracteristicaipécemtamplamente empregada na
identificacdo deS. aureus A regido 3’-terminal do geneoa contém sequUéncias curtas
repetidas em tandem de 81 pb que permitem difexeismlados dé. aureuspelo nimero
das sequéncias repetidas e pela localizacdo des sig restricdo (GOH et al.,, 1992;
AARESTRUP; DANGLE; SORDILLO, 1995).

De um modo geral, foram analisados quatro coagustidos quais trés (P1, P2 e P4)
estavam distribuidos em isolados da enfermaria @muulatorio. Em isolados da enfermaria
foram observados os quatros coagulotipos encordragste estudo (P1l, P2, P3 e P4),
demonstrando a presenca de isolados portadoresdds s coagulotipos circulando neste
setor. Nos isolados do ambulatério foram verificadés coagulotipos (P1, P2 e P4),
evidenciando a presenca desses perfis neste <$¢tar.isolados da UTI apenas um
coagulotipo foi encontrado (P1), porém isolados esse mesmo coagulotipo também foram
verificados no ambulatério e na enfermaria, sugeria circulacdo das cepas comportando

esse perfil nos trés setores do hospital. A maidoa coagulotipos foi observada na
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enfermaria e no ambulatério, no qual um destesrgreom-se na UTI também, indicando
uma dispersao clonal dos isolados dentro do anwbikospitalar estudado, podendo ser
responsaveis por infecgcdes nosocomiais neste hbgpibela 6). Nos sitios de infeccdo mais
freqlientes, houve predominancia dos perfis 1 e2sgrem os coagulotipos mais comumente
encontrados (Tabela 6).

De acordo com Silveira-Filho et al. (2005), a afigdcao por PCR do germmaem
27 S. aureussolados de vacas com mastite subclinica e depaognto de ordenha produziu
dois perfis genotipicos. Dessa forma, os isoladoani distribuidos em dois coagulotipos, de
acordo com o tamanho do segmento amplificado (Flpb5e P2=1000 pb). A maioria dos
isolados (85,18%) amplificou um fragmento de 100Q(p2). Este perfil foi encontrado nas
duas propriedades analisadas. O perfil P1 foi ebserem apenas quatro isolados (14,82%).

Nesta mesma pesquisa, foi determinada a presengoigdeclones numa mesma
propriedade, a dispersdo de um mesmo clone em mhoasiedades e um mesmo clone
procedente do equipamento de ordenha. Os resulbddid®s no estudo sugerem a existéncia
da relacé@o entre a presenca dos diferentes clomeanejo-higiénico sanitario e o sistema de
criacao adotado nas propriedades analisadas.

A analise do polimorfismo do gene da coagulaseutdizado com sucesso em
diversos estudos epidemiolégicos®leaureugRAIMUNDO et al., 1999; MONTESINOS et
al., 2002). Porém, alguns trabalhos encontraranta@do no uso desta técnica, obtendo
resultados pouco discriminatérios, sugerindo sism@acdo a outros meétodos de tipagem
(SCHWARZKOPF; KARCH, 1994; SHOPSIN et al., 2000)edte estudo, a tipagem dos
isolados através do gene da coagulase foi satisfatproduzindo quatro coagulotipos
distribuidos entre os setores do hospital estudagtopitindo acompanhar a disperséao 8os

aureusnos diferentes setores do hospital.

8.3 Tipagem molecular dos isolados clinicate S. aureus pela ribotipagem-PCR

Nas reacdes de ribotipagem-PCR, foram observad@sadé fragmentos de tamanho
aproximado de 390 a 680 pb. Com base nos padroampificacdo, os 80 isolados foram

classificados em 11 ribotipos, denominados neabalino de R1 a R11 (Figura 23).
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M R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 RR10 R11 M

800ph —p
700pt —»
600pt —»

500pk —» =

400ph —» =

300ph —p =

200ph —p = -—

100ph —> == —_

Figura 23. Perfis eletroforéticos representativos da rilzggm-PCR de 80 isolados & aureus
oriundos de amostras clinicas.

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.

Nota: Marcador de peso molecular (100pb Diddder), linhaM. Ribotipos 1 a 11R1-R11).

O polimorfismo observado nas regides intergénit@S-23S dentro dos operons
ribossomais pelo acimulo de mutagcfes pontuaisemcasou auséncia de genes de tRNAs,
permite discriminar as linhagens bacterianas (KOSNRNMt al., 1992).

Neste estudo, os ribotipos mais comuns observatos @s isolados analisados foram
R1 e R4 presentes em 28,75% dos isolados. Os ¢sotate comportavam o R1 encontravam-
se distribuidos tanto no ambulatério quanto na rerdga, sendo mais freqiente na
enfermaria. O ribotipo R4 foi observado no ambulatona enfermaria e na Unidade de
Tratamento Intensivo (UTI), no entanto, com mareqfiéncia na enfermaria. Este ribotipo
foi 0 Unico encontrado na UTI.

O R3 foi observado em 13,75% dos isolados, didtii®iI no ambulatorio e na
enfermaria, exibindo maior freqiéncia na enfermadaR2 (11,25% das amostras) também
foi encontrado no ambulatério e na enfermaria, wdmtapresentou maior freqiéncia no
ambulatério, e o0 R7 (6,25% das amostras) tambémerigbntrado na enfermaria e no
ambulatério. Os ribotipos R5, R6, R8, R9, R10 e Ritdm encontrados apenas em um ou

dois isolados e foram exclusivos de determinadmrseb hospital (ambulatério ou
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enfermaria), com excecdo do R9 encontrado no amdiidlae na enfermaria (Figura 24 e
Tabela 7).

Em resumo, dos 11 ribotipos encontrados, seis f21,R3, R4, R7 e R9) foram
observados em isolados presentes na enfermaria ambalatorio. Na enfermaria foram
observados nove ribotipos diferentes (R1, R2, R3,A¥, R8, R9, R10, R11), demonstrando
a presenca de nove diferentes isolados circulapedte rsetor do hospital. No ambulatorio foi
observada a presenca de oito ribotipos (R1, R2,RA3,R5, R6, R7, R9), demonstrando a
presenca de oito diferentes isolados presentegs sestr. Na UTI apenas um ribotipo foi
encontrado, no entanto, este ribotipo foi observadbém no ambulatorio e na enfermaria,
indicando a circulacéo destes isolados nos trésesetlo hospital.

Os resultados obtidos demonstraram uma dispers@alalios isolados dentro deste
ambiente hospitalar estudado, podendo ser respeissper infeccdes nosocomiais neste

hospital.

D070,

FreqUénda
H
g
>

6,25%

RR R B A B R RrFf B RO RO R

Ribotipos

Figura 24. Frequéncias dos perfis eletroforéticos representatia ribotipagem-PCR.
Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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Tabela 7.Ribotipos, sitios de infecgéo e distribuicddd@ureusho hospital.

(Continua)

Ribotipos N° de isolados (%) Distribuic&o dos isolados
de S. aureus no hospital

Sitio de infec¢éo

R1 23 28,75 09 isolados no ambulatério
14 isolados na enfermaria

R2 09 11,25 06 isolados no ambulatério
03 isolados na enfermaria

R3 11 13,75 03 isolados no ambulatério
08 isolados na enfermaria

07 isolados de Urina

01 isolado de Secrec¢éo Vaginal

04 isolados de Ponta de Cateter

02 isolados de Fragmento de Tecido

03 isolados de Secrecéo de Ferida Operatoria
01 isolado de Abscesso da Coxa

01 isolado de Cultura de Tecido de Ferida Opematori
01 isolado de Ponta de Dreno

01 isolado de Fragmento Osseo de Quadril
01 isolado de Secrecéo Fistula Direita

01 isolado de Secrecéo Lesédo Frontal

02 isolados de Urina

01 isolado de Secrecéo Uretral

01 isolado de Sangue

01 isolado de Secrecéo de Orofaringe

01 isolado de Secrecéo de Abscesso Joelho
01 isolado de Secrec¢éo de Axila

01 isolado de Secrecédo de Ferida Operatoria
01 isolado de Nasoorofaringe

02 isolados de Urina

02 isolados de Secrecao Ocular

01 isolado de Cultura de Secrecdo de Cavidadehie Ti
01 isolado de Secrecéo Nasal

01 isolado de Orofaringe

01 isolado de Cultura de Secrecéo de Ulcera

01 isolado de Ponta de Cateter

01 isolado de Secrecéo de Cateter

01 isolado de Sangue
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Tabela 7.Ribotipos, sitios de infec¢éo e distribuicAdsdeureuso hospital
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(Conclusao)

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

R11

23

01

02

05

01

02

01

02

28,75

1,25

2,5

6,25

1,25

2,5

1,25

2,5

05 isolados no ambulatério
13 isolados na enfermaria
05 isolados na UTI

01 isolado no ambulatério

02 isolados no ambulatério

04 isolados no ambulatério
01 isolado na enfermaria

01 isolado na enfermaria

01 isolado no ambulatério
01 isolado na enfermaria

01 isolado na enfermaria

02 isolados na enfermaria

05 isolados de Urina

01 isolado de Sangue

02 isolados de Fragmento Osseo

03 isolados de Secrecao Traqueal

02 isolados de Secrecdo de Ulcera

05 isolados de Secrecdo de Ulcera

01 isolado de Secrecéo de Dreno Toracico

01 isolado de Fragmento de Tecido de Ferida Op@atd Antebraco
01 isolado de Exsudado Purulento do Antebraco

02 isolados de Secrecao Ferida Operatéria

01 isolado de&gio Vaginal

01 isolado qeefra
01 isolado de Cultura de Orofaringe

01 isolado de Secrecéo Uretral

01 isolado de Urina

01 isolado de Secrec¢éo Ferida

01 isolado de Ponta de Cateter

01 isolado de Secrecéo de Ferida Operatoria

01 isolado deeséo de Protese

01 isolado de Urina
01 isolado de Cultura de Ferida Operatoria

01 isolado deePde Cateter

01 isolado déaRim Dreno
01 isolado de Colec¢éo Abdominal

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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Os sitios de infeccdo onde foram isoladosSoaureusmais frequientes neste estudo
foram: urina (18 isolados), distribuidos em seotipos: R1, R2, R3, R4, R7, R9, com
predominédncia de R1; cultura de tecido e secreg@dedda operatoria (10 isolados),
distribuidos em cinco ribotipos: R1, R2, R4, R7, B&m predominancia de R1; secrecdo e
ponta de cateter (13 isolados), distribuidos ensccimbotipos R1, R3, R4, R7, R10, com
predominancia de R4. O R1, R4 e R7 foram observadogodos os principais sitios de
infecgdo. Os ribotipos R5, R6, R8 e R11 nado fordmseovados nestes sitios de infeccao,
provavelmente por estarem distribuidos num menorend de isolados (Figura 25 e Tabela
7).

CQulturade Tecido e

Secrecio de Ferida Rilhl;zég
Operatéria; 10 , , i 16

R1, R2, R3,

R4, R7,R9

Secrecdo e Pontade

Cateter; 13 R1, R3,
R4, R7,R10

Figura 25. Sitios mais frequentes de infec¢do $oaureus os ribotipos relacionados.
Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.

Em estudo realizado por Silveira-Filho (2007), afor analisados, através da
ribotipagem-PCR, 94 isolados d&. aureus provenientes de leite bovino mastitico,
equipamentos de ordenha e queijo tipo coalho oosii@ 11 propriedades dos municipios de
Sao Bento do Una, Angelim, Caetés, Correntes edBalncalizados na zona rural do Estado
de Pernambuco, Brasil. Os isolados foram classifiseem dez ribotipos, sendo o R1 mais
comum e circulante entre todos os municipios aams. De acordo com o estudo, as
variacbes encontradas nos operons ribossomaisitoenstuma rica fonte de polimorfismo,
que podem ser utilizadas de forma rapida e efieient investigacdes epidemioldgicas.

De acordo com Pereira et al. (2002), foram andtisatraves da ribotipagem-PCR, 11
isolados deS. aureussendo seis isolados provenientes de vacas aparente saudaveis de
fazendas do Estado da Paraiba, Brasil e cincodisslariundos de humanos no hospital da
Universidade Federal da Paraiba, Brasil. Os isslddmm classificados em sete ribotipos,

sendo R3 o mais freqliente neste estudo e presardeis isolados provenientes de humanos
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e um isolado procedente de vaca. Foi verificado mée ribotipos incluiam isolados de
origem humana e animal. As amostras foram de difeseorigens, sugerindo que alguns
clones de5. aureupodem se propagar rapidamente.

Os resultados observados nas pesquisas citadesb@@m com o polimorfismo
encontrado em nosso estudo, realizado com 80 m®ldel amostras clinicas, distribuidos em
11 ribotipos, indicam uma rapida dispersdo dosadstd nos setores do hospital, como
também, comprovam qu. aureuspermanece como um dos patdgenos mais comuns em
infecgBes sistémicas de origem comunitaria e halspit

A técnica de ribotipagem-PCR tem a vantagem dems#ros propensa a variacoes,
porque é especifica e realizada sob condi¢coestal@sttingéncia. Neste estudo, esta técnica
constituiu uma valiosa ferramenta na investigag@® fdntes de infec¢cdo p&: aureusem
humanos, mostrando-se bastante vantajosa para mpacbamento dos isolados nos
diferentes ambientes hospitalares e, portanto uati@sa ferramenta para epidemiologia

molecular.

8.4 Correlacao entre a ribotipagem-PCR e polimorfisio do gene da coagulaseda) em
S. aureus

Nesta pesquisa, foi realizada uma correlagcdo entibotipagem-PCR e a PCR do
gene coa e foi observada uma subtipagem dos coagulotiposo&yulotipo 1 (P1) foi
distribuido entre os ribotipd®2, R3, R4, R6, R7; o coagulotipo 2 (P2) foi dsifdo entre os
ribotipos R1, R2, R3, R5, R6, R8, R9, R10, R11lpagulotipo 4 (P4) foi distribuido entre os
ribotipos R2, R3, R9. O coagulotipo 3 (P3) mostielacdo apenas com o ribotipo R4, pois sé
um isolado exibiu este coagulotipo. Os ribotipos RT e R11 apresentaram relacédo direta
com os coagulotipos P2, P1 e P2, respectivameat®e(@ 8 e 10).

Todos os cinco isolados oriundos da UTI apresemtaranesmo coagulotipo (P1) e o
mesmo ribotipo (R4), além de apresentarem apegaseseg,com excec¢ao do isolado Sa 20
isolada na UTI, que ndo comportou nenhum gene &oicg. Este ultimo dado sugere que
apenas um clone d& aureusencontra-se localizado na UTI, no entanto distdbuambém
no ambulatério e na enfermaria, visto que o codigo(P1l) e o ribotipo (R4) foram
observados em todos os setores do hospital, derandsta circulagédo deste isolado em todo

o0 ambiente hospitalar (Tabela 10).



72
Tipagem molecular e investigacdo dos genes... Andrade, M. A.

Dessa forma, o polimorfismo da regido 16S-23S durans ribossomais foi mais
discriminatorio que a analise do geoea No entanto a associacdo entre as técnicas de
tipagem mostrou-se necesséria para uma caractwiragis aprofundada da heterogeneidade
genética dé&. aureusisolados de amostras clinicas no hospital estudad

E necessario compreender a epidemiologia da indfepaga o seu controle efetivo e
para o estabelecimento de medidas de prevencacrembm todas as infec¢des adquiridas
em hospitais sejam evitaveis, dados obtidos nasagtanos mostraram que pelo menos um
terco dos casos poderiam ser evitados. A preveagioontrole dessas infec¢des consistem,
sobretudo, na integracdo de atividades tais congilancia epidemioldgica; controle do
estado geral do paciente; procedimentos diagn&stiderapéuticos; métodos de desinfeccéo,
esterilizacdo e lavagem de maos. Esses cuidadasenmcpraticamente todas as rotinas
hospitalares (SANTOS-FILHO, 2003).

Tabela 8 Coagulotipos e ribotipos relacionados &naureus

Coagulotipos N de isolados Ribotipos
P1 01 R2
06 R3
22 R4
01 R6
05 R7
P2 23 R1
05 R2
04 R3
01 R5
01 R6
01 R8
01 R9
01 R10
02 R11
P3 01 R4
P4 03 R2
01 R3
01 R9

Fonte: Dados elaborados pelo préprio autor.
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8.5 Correlacdo entre os genes toxigénicos e a pr@dio da coagulase er8. aureus

Um dos principais indicadores de patogenicidadeteretoxigenicidade d&. aureus
€ a producéo da coagulase, embora ainda néo agpaockeu papel como fator de viruléncia
(SU et al., 1999; UDO et al., 1999; SILVA et alD0B).

Todos os isolados d&. aureuforam positivos para a producdo de coagulaseésdrav
da prova bioquimica realizada e todos possuem e dancoagulase com diferentes perfis.
Neste estudo ndo houve correlacdo entre a proddgdcoagulase e o perfil dos genes
enterotoxigénicos en%. aureus pois foi verificado o mesmo perfil enterotoxigéminos
guatro coagulotipos (Tabela 9).

O perfil 1 apresentou relagcdo com os gendtipeg seg+sea, seg+seb, seg+seh,
segteta, seg+seatseh, seg+sea+seb+sBhgendtipo mais freqliente feeg presente em
26/35 (74,3%) dos isolados que exibiram este pedpenas um isolado ndo apresentou genes
toxigénicos. O perfil 2 apresentou relacdo comergdpos:seg, seg+sea, seg+seb, seg+sec,
seg+seh, seg+tst, seg+sec+t&€ gendtipo mais frequiente tambémdegpresente em 26/39
(66,7%) dos isolados. Um unico isolado exibiu dip8r que apresentou relacdo com o gene
seg.O perfil 4 apresentou relacdo com os genotipeg; seg+seb, seg+sedendo o genotipo
segmais frequente, presente em 03/05 (60%) dos issl@thbela 9 e 10).

Em resumo, todos os isolados produtores da enziaguiase apresentaram de uma a
quatro toxinas, com excecdo do isolado Sa20 que apfiesentou nenhum dos genes
toxigénicos estudados (Tabela 10), demonstranddaadigtribuicdo entre a producdo de

coagulase e a presenca de genes toxigénicos.
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Tabela 9 Coagulotipos e genes toxigénicos relacionadoS eaureus

Coagulotipos N de isolados Genes toxigénicos
26 seg
01 segtsea
01 seg+seb
Perfil 1 01 seg+seh
01 seg+teta
03 seg+seatseh
01 seg+sea+tseb+seh
01 -
26 seg
04 segtsea
01 seg+seb
Perfil 2 01 seg+sec
04 seg+seh
01 seg+tst
02 seg+sec+tst
Perfil 3 01 seg
03 seg
Perfil 4 01 seg+seb
01 seg+seh

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.
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Tabela 1Q Exotoxinas, coagulotipos, ribotipos, sitios dedgéo e distribuicdo d®. aureusio hospital.

S.aureus
isolados

Sal
Sa?
Sa3
Sa4
Sab
Sab
Sa7
Sa8
Sa9
Salo
Sall
Sal2
Sal3
Sal4
Sal5
Sal6
Sal7
Sals8
Sal9
Sa20
Saz2l
Sa22
Sa23
Sa24
Sa25
Sa26
Sa27
Sa28
Sa29
Sa30
Sa3l
Sa32
Sa33

Sitio de Infeccao

Urina
Secrecéo Uretral
Secrecédo Vaginal

Urina

Urina

Urina

Urina
Secrecao Vaginal

Esperma
Secrecao Uretral
Ponta de Cateter

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Sangue

Urina

Urina

Urina

Secrecao de Prétese
Secrecao de Ferida
Ponta de Cateter
Secrecgédo de Ferida Operatoria
Urina
Urina
Fragmento de Tecido
Fragmento Osseo Tibia
Ponta de Cateter
Secrecdo de Ferida Operatéria

Distribuic&o
no hospital
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Enfermaria
Ambulatério
Ambulatério
Ambulatério
Enfermaria
Ambulatério
Ambulatério
Enfermaria
Ambulatério
UTI
Enfermaria
Ambulatério
Ambulatério

Enfermaria
Ambulatério

Enfermaria

Ambulatério

Ambulatério

Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria
Enfermaria

Enfermaria

sea seb  sec  seg  seh

- - - + +
- - - + -
- - + + -
- - - + +
- - - + +
- - - + -
- - - + -
- - + + -
- - - + -
+ - - + +
- - - + -
- - - + -
- + - + -
- + - + -
- - - + -
+ + - + +
- - - + -
- - - + -
- - - + -
- - - + -
- - - + -
- - - + -
+ - - + -
+ - - + +
+ - - + +
+ - - + -
- - - + -
- - - + -
- - - + -
- - - + -
- - + + -
- - - + -

eta

tst

Coagulotipos

P2
P2
P2
P2
P2
P1
P1
P2
P2
P1
P2
P2
P2
P4
P2
P1
P1
P1
P1
P1
P2
P1
P2
P2
P1
P1
P1
P2
P2
P2
P1
P2
P2

(Continua)
Ribotipos

R1
R2
R1
R3
R1
R4
R4
R5
R6
R7
R1
R1
R1
R3
R2
R7
R4
R4
R4
R4
R1
R2
R1
R8
R7
R7
R7
R9
R1
R1
R4
R10
R1
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Tabela 1Q Exotoxinas, coagulotipos, ribotipos, sitios dedgéo e distribuicdo dd. aureusio hospital. (Continuagao)

S.aureus Sitio de Infeccao DistribuicBo sea  seb sec seg  seh eta ts¢  Coagulotipos Ribotipos
isolados no hospital
Sa34 Sangue Ambulatério - + - - P2 R2
Sa35 Secregdo Ocular Enfermaria + + - - P2 R3
Sa36 Secregédo Traqueal UTI - + - - P1 R4
Sa37 Secrecéo de Ulcera Enfermaria - + - - P1 R4
Sa38 Fragmento Osseo Enfermaria - + - - P1 R4
Sa39 Ponta de Cateter Enfermaria - + - - P1 R4
Sa40 Abscesso da Coxa Enfermaria - + - - P2 R1
Sa4l Cultura de Tecido de Ferida Operatéria Enfermaria - + - - P2 R1
Sa42 Cultura de Secrec¢édo de Cavidade de Tibia Enfermaria+ + - - P2 R3
Sa43 Ponta de Cateter Enfermaria - + - - P1 R4
Sad4 Cultura de Ferida Operatoria Enfermaria - + - - P4 R9
Sa45 Secrecéo de Dreno Toracico Enfermaria - + - - P3 R4
Sa46 Cultura de Orofaringe Ambulatério - + - - P1 R6
Sa47 Ponta de Cateter UTI - + - - P1 R4
Sa48 Secrecéo de Ulcera Ambulatério - + - - P1 R4
Sa49 Secregéo de Orofaringe Ambulatério - + - - P4 R2
Sa50 Secrec¢éo Nasal Ambulatério + + - - P2 R3
Sa51 Ponta de Cateter Enfermaria - + - - P2 R1
Sab2 Ponta de Cateter Enfermaria - + - - P1 R4
Sa53 Fragmento de Tecido de Ferida Operatdria Enfermaria - + - - P1 R4
Sab54 Ponta de Cateter Enfermaria - + - - P2 R1
Sa55 Secregédo Traqueal UTI - + - - P1 R4
Sa56 Ponta de Dreno Enfermaria - + - - P2 R1
Sa57 Exsudado Purulento do Antebrago Enfermaria - + - - P1 R4
Sa58 Fragmento Osseo de Quadril Enfermaria - + - - P2 R1
Sa59 Secrec¢éo de Ferida Operatéria Enfermaria - + - - P2 R1
Sa60 Secrec¢éo de Ferida (Transplante) Enfermaria - + - - P1 R4
Sa6l Ponta de Dreno Enfermaria - + - - P2 R11
Sa62 Secrec¢édo de Abscesso Joelho Enfermaria - + - - P2 R2
Sa63 Ponta de Cateter Enfermaria - + - - P1 R4
Sa64 Colegéo Abdominal Enfermaria - + - - P2 R11
Sa65 Orofaringe Enfermaria - + - - P1 R3
Sa66 Secregédo Traqueal UTI - + - - P1 R4
Sa67 Secrecéo de Ferida Operatoria Enfermaria - + - - P1 R4
Sa68 Cultura de Secrecéo de Ulcera Enfermaria - + - - P1 R3
Sa69 Tecido Superficial e Tecido Profundo Enfermaria - + - - P2 R1
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Tabela 10 Exotoxinas, coagulotipos, ribotipos, sitios dedgéo e distribuicdo d®. aureusio hospital. (Conclus&o)
S.aureus Sitio de Infeccao DistribuicBo sea  seb sec seg  seh eta ts¢  Coagulotipos Ribotipos
isolados no hospital

Sa70 Secrec¢do de Axila Ambulatério - - - + - - - P2 R2
Sa7l Secrecéo de Fistula Direita Ambulatério - - - + - - - P2 R1
Sa72 Secrecéo de Ferida Operatoria Enfermaria - - - + + - - P4 R2
Sa73 Ponta de Cateter Enfermaria - - - + - - - P1 R3
Sa74 Secrec¢édo de Cateter Enfermaria - - - + - - - P1 R3
Sa75 Sangue Enfermaria - - - + - - - P1 R3
Sa76 Secrec¢éo de Lesao Frontal Ambulatério - - - + - - - P2 R1
Sa77 Secrecédo Ocular Enfermaria - - - + - - - P1 R3
Sa78 Nasoorofaringe Ambulatério - - - + - - - P4 R2
Sa79 Ponta de Cateter Enfermaria - - - + - - - P2 R1
Sa80 Secrecéo de Ferida Operatoria Ambulatério - - - + - - + P2 R1

Fonte: Dados elaborados pelo proprio autor.



78
Tipagem molecular e investigacdo dos genes... Andrade, M. A.

9 CONCLUSOES

A partir da analise das exotoxinas, do polimorfistaoregido 3’ terminal do gene da
coagulasedoa) e das regides espacadoras intergénicas (ITSEMA 16S-23S dos isolados

deS. aureusle origem hospitalar, conclui-se que:

* Neste estudo foi observada uma alta freqliénciagdoss toxigénicosséa,
seb, secseq, seh, etatst) nosS. aureussolados de amostras clinicaspdo o
gene seg o0 mais frequente entre os isolados 8e aureus estudados,

representando potencial risco para a saude publica.

» Os isolados deS. aureus apresentaram grande polimorfismo genético
considerando o numero de amostras estudadas, oralowee ribotipos e

coagulotipos identificados;

* Avribotipagem - PCR e a PCR do gene da coagulasstranam-se ferramentas
Uteis na tipagem d8. aureudde diferentes origens, pois foi possivel verificar
uma ampla dispersdo dos isolados estudados entsetoses do hospital

(ambulatério, enfermaria e UTI);

* Na&o houve correlacdo dos coagulotipos e 0s geRggtucos, ja que 0 mesmo

perfil toxigénico foi observado nos diferentes adatipos.
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Resumo

Staphylococcus aureus uma bactéria oportunista e representa a espécgmente
envolvida em infec¢cbes humanas, tanto de origemundéria quanto hospitalar. Neste
estudo, a freqiéncia dos genes das toxinas estafitas ¢ea-seh, tst, et@ etbh foi
investigada em oitenta isolados clinicossdeureusoriundos de diversas fontes de infec¢ao
e setores de um hospital publico da cidade do &&¢if Brasil, pela PCR (Reagdo em Cadeia
da Polimerase). Foi analisada, também, a diversidgedética dos isolados 8e aureuso
ambiente hospitalar, através da analise do polismd da regido 3’ terminal do gene da
coagulase (PCR0d) e da regiao intergénica 16S-23S dos operonssainaais (ribotipagem-
PCR). O gene toxigénico mais frequente deg, presente em todas as amostras portadoras
79/79 (100%), seguido paeh 10/79 (12,7%) esea 09/79 (11,4%). A PCReoa revelou
guatro coagulotipos (Perfil 1-4), sendo o perfi(~800pb) o mais prevalente presente em
39/80 (48,75%) isolados d& aureusA ribotipagem-PCR demonstrou 3 a 7 fragmentos de
390 a 680pb, distribuidos em onze ribotipos (R1)RRIL e R4 foram os ribotipos mais
comuns, presentes em 28,75% dos isolados estud@dosoagulotipos e ribotipos foram
distribuidos entre os trés setores do hospital (datdrio, enfermaria e UTI). Estes dados
revelaram um grande polimorfismo genético e demarssh uma dispersao clonal d8s

aureusno ambiente hospitalar.

Palavras-chaveStaphylococcus aureusxotoxinas, tipagem molecular, saude publica.
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1. Introducéo

Staphylococcus aureué responsavel por uma grande diversidade de pnakle
médicos, incluindo infeccdes de pele e tecidos spolafec¢cdes de sitios cirdrgicos,
endocardites e bacteremias adquiridas em hospDaersas infecgdes estafilocdcicas ja
foram relatadas por conta do desenvolvimento deegiicmentos médicos, incluindo o uso de
préteses, imunossupressores e cateteres (Koneraan28t01; Casey et al., 2007).

Esta bactéria permanece como um dos patdgenos eoaisins em infeccdes
sistémicas de origem comunitaria e hospitalar. Bo® estudos epidemioldgicos, incluindo a
Vigilancia Nacional de Infeccdes Nosocomiais dogaéss Unidos, mostraram que a
incidéncia de infecgbes pd8. aureusvem aumentando consideravelmente nas ultimas
décadas em todas as faixas etérias, incluindo reedeidos (Ladhani et al., 1999).

S. aureusassume relevancia para a saude publica, pois podeizir enterotoxinas,
sendo frequentemente envolvido em intoxicacOesealiares, caracterizadas clinicamente por
nauseas, vomito, mal-estar, debilidade geral, émraquosa ndo sanguinolenta e dor
abdominal (Freitas et al.,, 2004; Fisher et al.,, 72J00A deteccdo de enterotoxinas €
epidemiologicamente fundamental (Sharma et al.,0R0Qois a intoxicacdo alimentar
estafilococica ocorre com frequiéncia no mundo liat@ergdoll, 1989). Esta espécie também
pode causar outras doencas como a Sindrome d&&médada (Ladhani et al., 1999) e a
Sindrome do Choque Toxico (Dinges et al., 2000).

As enterotoxinas foram classificadas em cinco tgwslogicos SEA, SEB, SEC, SED
e SEE. Contudo novas enterotoxinas ja foram dascn# literatura, incluindo SEG, SEH,
SEl, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SEE& (Ren et al., 1994; Su e Wong,
1995; Munson et al., 1998; Zhang et al., 1998;alatret al., 2001; Orwin et al., 2001,

Letertre et al., 2003; Omazt al., 2003).
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A Sindrome da Pele Escaldada é causada por detelasircepas de estafilococos
produtoras de toxinas chamadas de esfoliativasTA)E B (ETB) (Koneman et al., 2001).
Estas toxinas apresentam atividade proteoliticssoldem a matriz mucopolissacaridica da
epiderme, resultando na separacao intra-epitedislligacoes celulares do estrato granuloso,
observando-se a formacdo de bolhas em amplas éogadreas. A doenca é usualmente
observada em recém-nascidos e lactentes (Konemah, €2001; Trabulsi et al., 2002),
embora adultos com infec¢des latentes também sejaceptiveis (Ladhani et al., 2001).

A Sindrome do Choque Toxico Estafilocécico (TSS)n#a doenga caracterizada por
ocasionar febre, hipotensao, vertigem ortostaédaodermia (rash), vomitos de intensidade
variada, diarréia, insuficiéncia renal, cefaléialafrios, faringite, conjuntivite (Koneman et
al., 2001; Trabulsi et al., 2002) e descamacaoetiy, principalmente nas palmas das maos e
nas solas dos pés (Trabulsi et al., 2002). A tegida sindrome do choque toxico (TSST-1) é
reconhecida como a principal causa da TSS (Johetsaln 1991; Rajagopalan et al., 2007).

S. aureusproduz uma substancia chamada coagulase, umeiatonatico que causa
coagulacéo da fibrina no plasma, resultando numpéces de coagulo (Koneman et al., 2001).
A producdo da coagulase € um importante detern@ngerotipico na caracterizacdo de
isolados deS. aureuse geralmente esta associada a patogenicidadeemterigenicidade,
apesar do seu papel como fator de viruléncia aiddaestar claro. No entanto alguns autores
isolaram estafilococos coagulase negativos entagénicos das mados de manipuladores de
alimentos, leite e derivados (Su et al., 1999; Bdal., 1999; Silva et al., 2005).

O conhecimento do perfil epidemiolégico-moleculas ddoencas causadas [fr
aureuspodera auxiliar na elaboracéo de estratégias mkeob® mais eficientes para a reducéo
da infeccdo, uma vez que, a partir dos perfis niddees, pode-se inferir relacbes genéticas
entre os diferentes clones, detectar o fluxo gémidoacar rotas de dispersédo da infeccao

(Lange et al., 1999; Sommerauser et al., 2003).
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Em vista da consideravel heterogeneidade genétitgp@pulacbes naturais de.
aureus sistemas apropriados de tipagem sdo necessarnasipterminar a estrutura genética
dos isolados, proporcionando uma estratégia efe@vaontrole epidemiologico (Pereira et
al., 2002).

Dessa forma, este trabalho objetivou realizar unndesepidemioldgico-molecular em
S. aureusisolados de amostras clinicas, em um hospitaligmido Recife/PE, Brasil, para
compreender melhor os mecanismos de patogeniciizgtes microrganismos no homem e

verificar sua disperséo no ambiente hospitaladesto.

2. Material e Métodos

2.1 Amostras deStaphylococcus aureus estudadas

Foram estudados 80 isolados clinicosSdaureusgentilmente cedidos pelo Setor de
Bacteriologia, da Unidade Laboratorial do Hospitas Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC), Recife-PE, Brasil, obtidos de ™da® origens de infec¢do e oriundos de
diferentes setores do hospital (ambulatorio, erdeiame unidade de tratamento intensivo).

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética &gA&M (CAAE: 0024.0.095.000-07).

2.2 Extracdo do DNA gendmico

Para a realizacdo do trabalho os isolados foramupkdos em Agar Sangue e
incubados a 3T por 24 horas, com o objetivo de confirmar a pardas culturas. Em
seguida col6nias isoladas foram repicadas em BHaiiBHeart Infusion, Biobras) para

extracdo do DNA.
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Apbs 24 horas de incubacgdo a 37°C em 5mL de caltlpIBnL da cultura bacteriana
foi transferido para um microtub® centrifugado (2.500 x g), a 4°C durante 5 minu@s
sobrenadante foi descartado e, ao sedimento, adigise 50QL de TE 10:1 (Tris-HCI
10mM, pH 8,0; EDTA 1mM).

ApoOs nova centrifugacao (2.500 x g) por 5 minutbspbrenadante foi descartado e,
ao sedimento, foi adicionado mais H0Q0de TE 10:1, 1AL de solucédo de lisozima (10
mg/mL) e 1QL de solucdo de proteinase K (5 mg/mL). Os microsulbram incubados a
60°C por 20 minutos para iniciar a lise bacteridmgo em seguida foi adicionado }Q0de
STE (SDS 2,5%; Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 0,25N)¢cubando-se por mais 15 minutos
a 60°C.

Apdés 5 minutos a temperatura ambiente e 5 minutwsgelo, a suspensédo foi
neutralizada com 13@ de acetato de amonio 7,5M, permanecendo no geld® minutos.

A suspensao foi entdo centrifugada (2.500 x g) pOr minutos e o sobrenadante,
aproximadamente 7QQ foi transferido para um novo microtubo, onde &alicionado o
mesmo volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilid@5:24:1), homogeneizando e
centrifugando (2.500 x g) por 5 minutos a fim dedipitar proteinas e restos celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtelbm DNA precipitado com 42Q de
isopropanol a -20°C por 24 horas.

Os tubos foram centrifugados por 10 minutos (2.%0Q) e, apods eliminacdo do
sobrenadante, o sedimento, contendo o DNA foi secaentrifuga a vacuo por 5 minutos.
Em seguida, o DNA gendmico foi finalmente ressuspeam 10uL de agua deionizada estéril
e quantificado por meio de eletroforese em gelglrase 1% (m/v) em tampao TBE 0,5X
(Tris-borato 0,089M; acido bdérico 0,089M; EDTA, 02M) a 120V. ApOs a migracdo, o
DNA foi corado em solucdo aquosa de brometo deioet{t’>5 mg/mL), observado e

fotografado em transiluminador de luz ultravioldtdV). A quantificacdo do DNA foi
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realizada por comparacdo com o padrdo de DNA do Xaglivado com enzima de restricdo
Hindlll (marcador) usando o programa 1D Image Analg$tware, version 3.5 da Kodak

Digital Science, DC 120 zoom Digital Camera.

2. 3 Investigacao dos genes responsaveis pelas @xioas emS. aureus

Foram investigados os genes responsaveis pelamteninas estafilocdcicas (SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG e SEH), além das toxinasilesocicas esfoliativas (ETA e
ETB) e a toxina 1 da sindrome do choque téxico [F$5

Duas reacdes de PCR-multiplex foram preparadas; desgnada para detectar os
genes das enterotoxinas estafilococic@a{sege outra para detectar os getssetae etb.
As amplificacbes foram realizadas num termociclagopgramado para 30 ciclos,
compreendendo 96 para desnaturacio da fita de DNA por 1 minutdC Gfara anelamento
dos primers por 1 minuto e 7Z para sintese da fita por 2 minutos. @aners foram
desenhados como descrito por Becker et al., (192®ela 1).

As reacdes para PCR-multiplex foram preparadas paravolume final de 25uL
contendo 20pmol de cagsimer, 10mM Tris-HCI, pH 9,0, 50mM de KCI, 160uM de cada
dNTp, 3mM de MgClJ, 20ng de DNA gendmico e 1,2U daqg DNA polimerase (Invitrogen,
Brasil). Como controle da especificidade das remgie PCR, foram utilizadas as cepas
padrdo deS. aureusFRI (Food Research Institute Madison, Wiscosin AEUFRI MN8
portadora do gentst, FRI 722 portadora do gesea FRI S6 geneely FRI 361 geneses,
sed e sei e FRI 1151 genesed cedidas gentilmente pelo Laboratério de Enterotsin
Estafilococicas da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED}MR&cife-PE.

A pesquisa dos geneseg e seh foi realizada pela PCR-uniplex usangamers

desenhados como descrito por Rosec; Gigaude (Z0@Bgla 1). As amplificagcdes foram
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aquecidas a 9€ por 3 minutos, seguido de 50 ciclos dé®#gor 30segs, 6C por 30segs e
72°C por 30segs. As reagdes consistiram de uma mida20pmol de cadarimer, 160uM
de cada dNTP, 1,5mM do Mg{Il10mM do Tris-HCI pH 9, 50mM de KCI, 20ng do DNA
gendmico e 1U ddag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) para um volufmeal de 25uL.
Foi usada para controle a cepa padra&.deureud=RI 361 portadora do gersege a cepa
CR6 portadora do gerseh

Os produtos de amplificagdangplicon$ foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (m/v), corados com brometo de etigtonog/mL), visualizados e fotografados
em transiluminador de UV. Para confirmar a idemt@aos fragmentos amplificados pela
PCR, algunsamplicons foram purificados e sequenciados. As sequéncigislasbforam
analisadas pelo programa blast versdo 2.2.12 (Altset al., 1990) e comparadas com

sequUéncias depositadas no GenBank.

2.4 Tipagem do gene da coagulaseof) emS. aureus

A regido 3’- terminal do geneoa foi amplificada utilizando o seguintggimers
especificosCOAG2 (5" ACC ACA AGG TAC TGA ATC AAC G 3’) eCOAG3 (5’ TGC
TTT CGA TTG TTC GAT GC 3’) descritos por Aarestrap al., (1995). As reacdes de
amplificacdo foram preparadas para um volume fad@al29L, contendo: 20ng do DNA
gendmico, tampdo PCR 10x (10 mM Tris-HCI, pH 9,0m81 de KCI), 1,5mM de MgG)
1uM de cadaprimer, 16QuM de desoxinucleotideos trifosfato (ANTP’s) e 1UTda DNA
Polimerase, completando-se com agua deionizadal.eSt&mo controle positivo foi utilizada
a cepa deS. aureusn’ 25923 proveniente dAmerican Type Culture CollectiopATCC

25923).
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As amostras foram submetidas a 40 ciclos térmicada um consistindo de 30
segundos a 98, 2 minutos a 6 e 4 minutos a PZ. Osampliconsforam separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (m/v), coradas brometo de etidio (15 mg/mL),
visualizados e fotografados em transiluminador & BEboi utilizado um marcador de peso

molecular de 100pb (DNAadder) para calcular o tamanho dasplicons

2.5 Ribotipagem-PCR

Para amplificacdo da regido 16S-23S, foi utilizada par de oligonucleotideos
descritos por Jensen et al. (1993) [RIB1] (5-GAAGGTA ACA AGG-3) e [RIB2] (5'-
CAA GGC CAC CGT-3)). A reacao foi preparada pama wolume final de 25uL contendo
20pmol de cada oligonucleotideo, 20ng de DNA, 10Mi-HCI pH 9.0, 50mM KCl,
1,5mM MgCh, 1U deTaqDNA polimerase e 200uM de dNTPs. Os 30 ciclos delificacéo
consistiram de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°Greriuto a 72°C, seguido de uma extensao
final de 4 minutos a 72°C.

Os ampliconsforam analisados por eletroforese em géis de sgaad?,0%, corados
com brometo de etidio, visualizados e fotografados transiluminador de luz UV. Um
marcador de peso molecular (DN&dder de 100 pb) foi utilizado como padréo para estimar

o tamanho dos fragmentos amplificados.

3. Resultados

3.1 Pesquisa das exotoxinas n&saureus isolados
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Nas rea¢fes de PCR, nenhuma dos isolados analigsestisia 0s gensgd seee eth
Houve apenas a amplificacdo do segmento de tamespgerado para o gesedna cepa de
referéncia (FRI) usada como controle positivo. &atrto, 79/80 (98,75%) dos isoladosSie
aureuspositivos para os genes toxigénicos amplificarargeneseg sel) seg seqg seh etae
tst separadamente ou em associacdes. O gene prevédergeg, presente em todas as
amostras positivas 79/79 (100%), seguido peh 10/79 (12,7%) esea 09/79 (11,4%)
(Figural). Apenas um isolado oriundo de hemoculh&adnidade de Tratamento Intensivo
(UTI) ndo comportou nenhum dos genes toxigénicos.

O genesegfoi observado em isolados provenientes do amhidatda enfermaria e da
UTI, sendo mais freqiiente na enfermaria e o Unéce gncontrado nos isolados presentes na
UTIL. Os genessea sel seqg sehe tst foram identificados no ambulatério e na enfermaria
sendo mais frequientemente encontrados no ambola@®geneeta foi observado em apenas
um isolado oriundo do ambulatério de amostra deaufTabela 2).

Os 79 isolados d&. aureuspositivos para 0s genes toxigénicos pela PCR foram
distribuidos em 10 genotipose seg + sec, seg + sea, seg + seb, seg + tst, sdg,iseg +
seh, seg + sec + tst, seg + sea + seh, seg + seabt+ seh)Os gendtipos mais frequentes
foram; segisoladamente em 56/79 (70,9%) dos isolados e sotagdeseg+ sehem 06/79
(7,6%) eseg + seaem 05/79 (6,3%). Entre os isolados positivos, $67D,9%) amplificaram
apenas um gene, 17/79 (21,5%) amplificaram doieged5/79 (6,3%) amplificaram trés
genes e 01/79 (1,3%) amplificou quatro genes.

Trés sitios de infeccdo mais frequentes foram asvadi: urina (18 isolados), os genes
toxigénicos observados nos isolados deste sitenfeeg seh seg sehe etg secrecdo e
ponta de cateter (13 isolados), geseg se¢G seg sehe tst cultura de tecido e secrecao de
ferida operatdria (10 isolados), genssg seg sehe tst Os genesseg seg sehforam

observados em todos os isolados dos principais i@ infeccdo (Figura 2).
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3.2 Tipagem molecular dosS. aureusisolados de amostras clinicas, pelo polimorfismo do

gene da coagulasecga)

Todos odsolados amplificaram o gem®ana reacéo de PCR. A amplificacao do gene
coa dos S. aureusisolados de amostras clinicas produziu quatroigogdnotipicos. Desta
forma, os isolados foram distribuidos em quatroyatiipos, de acordo com o tamanho do
segmento amplificado (Perfil 1= ~700pb, Perfil 2808pb, Perfil 3= ~900pb e Perfil 4=
~1000pb). A cepa utilizada como controle positi$o qureusATCC 25923) amplificou um
fragmento de ~800pb (Figura 3).

A maioria dos isolados 39/80 (48,75%) amplificou tragmento de ~800pb (P2).
Este perfil foi distribuido no ambulatério e na emfaria, com maior freqiéncia na
enfermaria. O perfil 1 foi o segundo mais frequergste estudo, 35/80 (43,75%) dos isolados
e observado nos trés setores do hospital (ambidagmfermaria e UTI), sendo o Unico
presente na UTIL. Apenas cinco isolados amplificatam fragmento de ~1000pb (P4),
presentes na enfermaria e no ambulatério quaseomheafequivalente. O perfil 3 foi
observado em apenas um isolado presente na eni@rmar

Os sitios de infeccdo mais frequentes onde forastades 0sS. aureusforam
avaliados em relacdo aos coagulotipos observadios (18 isolados), distribuidos em trés
coagulotipos: P1, P2, P4, com predominancia dec&#®jra de tecido e secrecdo de ferida
operatodria (10 isolados), distribuidos em trés atmos: P1, P2, P4, com predominancia de
P1 e P2; secrecao e ponta de cateter (13 isolatisg)buidos em dois coagulotipos Ple P2,
com predominancia de P1. Os perfis 1 e 2 foramrehdes em todos os principais sitios de
infeccdo. O perfil 3 ndo foi observado nestes sitie infeccdo por estar presente em apenas

um isolado proveniente de secrecao de dreno tarf€igura 4).
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3.3 Tipagem molecular dos isolados clinicos & aureus pela ribotipagem-PCR

Nas reacdes de ribotipagem-PCR, foram observad@sadé fragmentos de tamanho
aproximado de 390 a 680 pb. Com base nos padroampificacdo, os 80 isolados foram
classificados em 11 ribotipos, denominados neabalino de R1 a R11 (Figura 5).

Neste estudo, os ribotipos mais comuns observatos @s isolados analisados foram
R1 e R4 presentes em 28,75% dos isolados. O Rdiune$ isolados distribuidos tanto no
ambulatorio quanto na enfermaria, sendo mais freggiira enfermaria. O ribotipo R4 foi
observado no ambulatério, na enfermaria e na Udlemtanto, com maior freqiéncia na
enfermaria. Este ribotipo foi o inico encontraddJia.

O RS3 foi observado em 13,75% dos isolados, didtiit®mI no ambulatério e na
enfermaria, exibindo maior freqiéncia na enfermddaR2 (11,25% das amostras) também
foi encontrado em isolados presentes no ambula®m@a enfermaria, contudo apresentou
maior freqiéncia no ambulatorio, e 0 R7 (6,25% alasstras) também foi encontrado em
isolados presentes na enfermaria e no ambulat®saibotipos R5, R6, R8, R9, R10 e R11
foram encontrados apenas em um ou dois isoladosamfexclusivos de determinado setor
do hospital (ambulatorio ou enfermaria), com exoad@ R9 encontrado no ambulatério e na
enfermaria.

Os sitios de infeccdo onde foram isoladosSoswureugmais freqiientes neste estudo
foram: urina (18 isolados), distribuidos em seotipos: R1, R2, R3, R4, R7, R9, com
predominancia de R1; cultura de tecido e secreg@dedda operatoria (10 isolados),
distribuidos em cinco ribotipos: R1, R2, R4, R7, B&M predominancia de R1; secrec¢ao e
ponta de cateter (13 isolados), distribuidos ensccimbotipos R1, R3, R4, R7, R10, com

predominancia de R4. O R1, R4 e R7 foram observadogodos os principais sitios de
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infecgdo. Os ribotipos R5, R6, R8 e R11 nédo foréaseosados nestes sitios de infec¢ao por
estarem distribuidos num menor nimero de isoldgigsir@a 6).

Os coagulotipos foram subtipados nos ribotipospagalotipo 1 (P1) foi distribuido
entre os ribotipos R2, R3, R4, R6, R7; o coagutofpP2) foi distribuido entre os ribotipos
R1, R2, R3, R5, R6, R8, R9, R10, R11; o coagulofigf4) foi distribuido entre os ribotipos
R2, R3, R9. O coagulotipo 3 (P3) mostrou relacéenap com o ribotipo R4, pois sé um
isolado exibiu este coagulotipo. Os ribotipos RI,eRR11 apresentaram relacdo direta com
0s coagulotipos P2, P1 e P2, respectivamente (d&)el

Todos os cinco isolados oriundos da UTI apresemtaranesmo coagulotipo (P1) e o

mesmo ribotipo (R4), além de apresentarem apepessanca do gerseg.

3.5 Correlagéo entre os genes toxigénicos e a pr@dw da coagulase er8. aureus

Neste estudo ndo houve correlacdo entre a prodig&magulase e a presenca de
genes enterotoxigénicos n8s aureusestudados, uma vez que os diferentes coagulotipos
apresentaram 0S mesmos genes toxigénicos.

O perfil 1 apresentou relacdo com 0s genétigeg seg+sea, seg+seb, seg+seh,
segteta, seg+seatseh, seg+sea+seb+sBhgendtipo mais freqiiente feeg presente em
26/35 (74,3%) dos isolados que exibiram este peréipenas um isolado ndo apresentou os
genes toxigénicos. O perfil 2 apresentou relacdn os genotiposseg, seg+sea, seg+seb,
segtsec, seg+seh, seg+tst, seg+sect@®igendtipo mais frequiente tambémdegpresente
em 26/39 (66,7%) isolados. Um unico isolado exdperfil 3, que apresentou relacdo com o
geneseg. O perfil 4 apresentou relacdo com os gendtigeg, seg+seb, seg+setendo o

genotiposegmais freqlente, presente em 03/05 (60%) isolados.



110
Tipagem molecular e investigacdo dos genes... Andrade, M. A.

4. Discussao

Neste estudo, a freqliéncia de isolados comportasdenes que codificam as toxinas
mais recentemente descritas (SEG e SEH) foi sagmife. O gensegfoi observado em todas
as amostras positivas para os genes toxigénicogem@sehfoi o segundo mais frequente,
presente em 12,7% dos isolados positivos. Com érceeeta presente em apenas um
isolado oriundo do ambulatério, todos os genes iéingalos foram observados em isolados
presentes tanto no ambulatério, quanto na enfeam@rigenesegfoi o Unico observado em
isolados presentes em todos os setores do hosgitalado (ambulatério, enfermaria e UTI),
demonstrando a presenca apenas deste gene niesteséitor.

Todos os trés genes classicesq, sele seq foram observados associados ao gaEtpe
mais recentemente descrifds geneseg seg sehforam observados em isolados presentes
em todos os principais sitios de infec¢do (urieares;do e ponta de cateter, cultura de tecido
e secrecao de ferida operatoria). O gishédi encontrado em associacasege sece 0 gene
etaassociado aeg.

E importante ressaltar qust foi observado em trés isolados provenientes dec&o
vaginal (paciente ambulatorial), ponta de catgiaciente de enfermaria) e secrecao de ferida
operatoria (paciente ambulatorialp. aureusé o responsavel pelos casos menstruais da
Sindrome do Choque Toxico e por cerca de metadeatms ndo menstruais. De acordo com
Koneman et al. (2001), esta sindrome foi descrmtianac uma complicacdo de abscessos
estafilococicos, osteomielite, infecgbes de feragrgicas e pneumonia pés-influenza.

O geneetafoi verificado em apenas um isolado, provenieeidna, de um paciente
ambulatorial. Os baixos indices de isolados portxlalos gene®ta e etb estdo em

conformidade com outras investigacbes, embora sefp@stante escassos 0s dados
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epidemiolégicos sobr8. aureuportadores destes genes (Becker et al., 2003; ¥aknet al.,
2005).

Em diferentes regides do mundo sdo observadositdstpercentuais para 0s genes
toxigénicos (Silva et al., 2005). O papel destas &tentemente descritas na intoxicacao
alimentar estafilocécica, ainda permanece indeteado (Rosec; Gigaud, 2002), no entanto,
McLauchlin et al. (2000) ao analisarem 23 isoladesstafilococos envolvidos em casos de
intoxicacdo alimentar ndo observaram a producadckasas SEA, SEB, SEC, SED ou SEE,
mas detectaram a presenca dos genes toxigé&egoseh, saisej indicando que estas novas
SEs podem ser responsaveis por tais surtos dedag@o alimentar.

Diversos estudos corroboram com 0s nossos ressgjtan relacdo a expressiva
presenca dos genes das toxinas mais recentemardadss ens. aureuse também retificam
a observacédo de que apenas 0s genes responsdagitopmas classicas estdo envolvidos em
intoxicacdes alimentares e outras doencas (Betledr, 2003; Omoe et al., 2002; Bania et al.,
2006).

S. aureusrepresenta um risco para a saude publica, umaguezesta bactéria é
freqientemente envolvida em doencas de origem dténane hospitalar. A aplicacado de
técnicas moleculares na deteccdo das exotoxinaffl@sicicas € um passo relevante para se
caracterizar rapidamente estas toxinas, além &g gdgormacdes que possam contribuir para
o conhecimento e controle das doencas.

De um modo geral, foram analisados quatro coagulsti sendo a maioria dos
isolados observados na enfermaria e no ambulat@wigual um destes encontrava-se também
na UTI, indicando uma disperséo clonal dos isolatiygro do ambiente hospitalar, podendo
ser responsaveis por infeccdes nosocomiais notabsgiudado. Nos sitios de infec¢cdo mais
freqUentes, houve predominéancia dos perfis 1 @2sgrem os coagulotipos mais comumente

encontrados.
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Diversos estudos epidemiolégicos Sleaureuautilizam a andlise do polimorfismo do
gene da coagulase com sucesso (Montesinos et @02).2Porém, alguns trabalhos
encontraram limitacdo no uso desta técnica, obteedaltados pouco discriminatorios,
sugerindo sua associacdo a outros métodos de nipgdrehwarzkopf; Karch, 1994; Shopsin
et al., 2000). Neste estudo, a tipagem dos isolattesés do gene da coagulase produziu
guatro coagulotipos entre os isolados distribufdsssetores do hospital estudado.

Nas reacdes de ribotipagem-PCR, dos onze ribotgrosontrados, seis foram
observados em isolados da enfermaria e do ambolatéa enfermaria foram observados
nove ribotipos diferentes, demonstrando a preseéecaove diferentes isolados circulando
neste setor do hospital. No ambulatoério foi obs#ava presenca de oito ribotipos,
demonstrando a presenca de oito diferentes isola@sentes neste setor. Na UTI apenas um
ribotipo foi encontrado, no entanto, este ribotifmd observado também em isolados
procedentes do ambulatério e da enfermaria, indwaa circulacdo deste clone nos trés
setores do hospital. Estes resultados demonstnangendisperséao clonal dos isolados dentro
do ambiente hospitalar estudado.

Alguns trabalhos que utilizam a ribotipagem-PCR ramoram com o amplo
polimorfismo encontrado em nossos estudos, corsider a quantidade de isolados e o
namero de ribotipos observados, indicando uma difpedos isolados nos setores do
hospital, como também, mostrando dhleaureugpermanece como um dos patégenos mais
comuns em infeccdes sistémicas de origem comumitrospitalar (Jensen et al., 1993;
Pereira et al, 2002; Silveira-Filho, 2007).

Apenas um clone dé&. aureusfoi encontrado na UTI e distribuido também no
ambulatério e na enfermaria, demonstrando a cicéolaleste isolado em todo o ambiente

hospitalar analisado.
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A técnica de ribotipagem-PCR tem a vantagem demsgros propensa a variagoes,
porque é especifica e realizada sob condicfes t@e esitringéncia. Dessa forma, o
polimorfismo da regido 16S-23S dos operons riboasorfoi mais discriminatério que a
andlise do geneoa No entanto, a associacao entre as duas técrecpagiem mostrou-se
necessdria para uma caracterizacdo mais aprofurttadeeterogeneidade genética $e
aureus isolados de amostras clinicas, no hospital edtuda

Em conclusdo, neste estudo foi observada a expaesgiesenca de genes
enterotoxigénicos entre & aureusestudados, representando potencial risco paralde sa
publica. Os isolados d@. aureusapresentaram grande polimorfismo genético coreadier o
namero de amostras estudadas, o numero de ribotiposagulotipos identificados. A
ribotipagem - PCR e a PCR do gene da coagulasdrarars-se ferramentas Uteis na tipagem
de S. aureusde diferentes origens, pois foi possivel verificema ampla dispersao dos

iIsolados estudados entre os diferentes setoressjhatél.
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Tabela 1. Sequéncias gemersusados na analise da PCR para a deteccédo dossgengse,
seg, seh, tst, etmetb em isolados d&. aureusoriundos de amostras clinicas, de um hospital
publico de Recife-PE.

Gene Primer Sequiéncia de Oligonucleotideos Tamanho do
(5—> 3) Fragmento (pb)

*sea SEA-3b CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG 127
SEA-4b TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAAC

*seb SEB-1c TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 477
SEB-4b GCA GGT ACT CTATAA GTG CCT GC

*sec SEC-3b CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG 271
SEC-4b TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC

*sed SED-3b CTAGTT TGG TAATAT CTC CTT TAA ACG 319
SED-4b TTAATG CTATAT CTT ATAGGG TAAACATC

*see SEE-3b CAG TAC CTATAG ATA AAG TTA AAA CAAGC 178
SEE-2c TAA CTT ACC GTG GAC CCTTC

*tst  TST-3 AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 445
TST-6 ATCGAACTTTGGCCCATACTTT

*eta ETA-3b CTAGTGCATTTGTTATTCAAGACG 119
ETA-4b TGCATTGACACCATAGTACTTATTC

*etb ETB-3b ACG GCT ATATAC ATT CAATTC AAT G 262
ETB-4b AAA GTT ATT CAT TTA ATG CAC TGT CTC

**seg SEG-1 ACGTCTCCACCTGTTGAAGG 400
SEG-2 TGAGCCAGTGTCTTGCTTTG

**seh  SEH-1 TCACATCATATGCGAAAGCAG 357

SHE-2 TAGCACCAATCACCCTTTCC

*BECKER; ROTH; PETERS, 1998, **ROSEC; GIGAUD, 2002.
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Tabela 2Distribuicdo dos genes das exotoxinas eSlaaureusos setores do hospital.

Genes das N° de isolados (%) Distribuicdo por setores dos
exotoxinas S. aureus no hospital
Ambulatério Enfermaria UTI
sea 09 11,4 05 04 -
seb 04 51 03 01 -
SEC 03 3,8 02 01 -
seg 79 100 31 44 04
seh 10 12,7 06 04 -
eta 01 1,27 01 - -
tst 03 3,8 02 01 -
Tabela 3. Ribotipos e coagulotipos relacionados$Seaureus
Ribotipos N°de isolados  Coagulotipos Distribuicdo dos isolados
de S. aureus no hospital
Ambulatério Enfermaria  UTI
R1 23 P2 09 14
R2 01 P1 06 03
05 P2
03 P4
R3 06 P1 03 08
04 P2
01 P4
R4 22 P1 05 13 05
01 P3
R5 01 P2 01
R6 01 P1 02
01 P2
R7 05 P1 04 01
R8 01 P2 01
R9 01 P2 01 01
01 P4
R10 01 P2 01
R11 02 P2 02
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M12 3456 7 M

800pb =P

Figura 1. Produto de amplificacdo da PCR dos gsmgssel seg seg seh tst e eta nos
isolados dé5. aureusestudados. Linh#l, marcador de peso molecular (100pb Diddder).
Linha 1- seg Linha2- sely Linha 3- seg Linha4- seg Linha5- seh Linha6- tst, Linha7- eta

Qulturade Tecido
e Screcaode Sea, Seg,
Ferida Operatoria; SEh' tst
10 Urina; 18
seh, eta

Screcdo e Ponta
de Cateter; 13

S€q, SeC, seg,
seh, tst

Figura 2. Sitios de infeccdo mais freqlentes Poraureuse 0s genes das exotoxinas
relacionados.
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M 1P1 P2 P3P4

800ph —P

Figura 3. Perfis eletroforéticos representativos pmodutos de PCR do genea dos isolados
clinicos deS. aureusestudados. Marcador de peso molecular, likh&100 pb DNAladder).

Controle positivo, linhal (S. aureusATCC 25923): ~800pb. Coagulotipo$1=~700pb,
P2=~800pb,P3=~900pb &€4=~1000pb.

Qulturade Tecido
e Screcdode P1, P2, P4

Ferida Operatoria;
10 Urina; 18

P1, P2, P4

Secrecdo e Ponta
de Cateter; 13 P1, P2

Figura 4. Sitios mais frequentes de infeccaoJ@ureuse os coagulotipos relacionados.
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Figura 5. Perfis eletroforéticos representativosiloiatipagem-PCR doS. aureussolados de

amostras clinicas. Marcador de peso molecular @NA ladder), linhaM. Ribotipos 1 a
11.

Tecidoe
Secrecao de Rl, R2
Ferida R4, R7. R!
Operatoria; 10 Urina; 18
R1, R2, R:
R4, R7, R9

Secrecaoe

Pontade R1, R3
Cateter; 13 R4, R, R1l

Figura 6. Sitios mais frequentes de infeccadoS@ureus os ribotipos relacionados.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer do CEP/CPgAM

ﬁ‘al.

Comlte de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: "Investigacdo dos genes responséveis pela produgdo da
enzima coagulase e exotoxinas em Staphylococcus aureus, isolados de
amostras clinicas de origens diversas em um hospital publico da cidade do
Recife-PE"

Pesquisador responsavel: Mariana de Azevedo Andrade

Instituigido onde sera realizado o projeto: CPgAM/FIOCRUZ - NESC

Data de apresentagdo ao CEP: 23/04/2007

Registro no CEP/ICPgAM/FIOCRUZ: 24/07

Registro no CAAE: 0024.0.095.000-07

PARECER N° 011/2007

O Comité avaliou e considera que o Projeto em questdo nao envolve
procedimentos relacionados as exigéncias de conduta ética envolvendo seres

humanos, de acordo com o Cédigo de Etica, Resolugio CNS 196/96 e
complementares.

Recife, 04 de maio de 2007.

3 Naria 0 Medenos
m Biomédica
Coordenadora
CEPICPQAMIFIOCRUZ

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639
Recife - PE - Brasil
comitedeetica@cpgam.fiocruz. br

5} FIOCRUZ
MAGALHAES Ministerio da Satide
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ANEXO B - Declaracdo do CEP/CPgAM

em Pesquisa .
Titulo do Projeto: "Investigacdo dos genes responséveis pela produgdo da
enzima coagulase e exotoxinas em Staphylococcus aureus, isolados de
amostras clinicas de origens diversas em um hospital pulblico da cidade do
Recife-PE"

Pesquisador responsavel: Mariana de Azevedo Andrade

Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/FIOCRUZ - NESC
Data de apresentagdo ao CEP: 23/04/2007

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 24/07

Registro no CAAE: 0024.0.095.000-07

DECLARAGAO

O Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalh&es recebeu, em 17/01/2008, a notificacdo de modificagées propostas
no projeto supracitado, no tocante a mudanga no titulo e inclusdo de duas
técnicas na metodologia.

O referido projeto foi avaliado na reunido de 02/05/2007, enquadrando-
se na categoria SEM IMPLICAGAQ ETICA. O Comité avaliou e considera que o
Projeto em quest&o n&o envolve procedimentos relacionados as exigéncias de
conduta ética envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica,
Resolugdo CNS 196/96 e complementares (Parecer n® 011/2007, emitido em
04/05/2007).

O novo titulo do projetc passou a ser: “Tipagem molecular e
investigagdo dos genes responsaveis pela produgdo da enzima coagulase
e exotoxinas em Staphylococcus aureus, isolados de amostras clinicas
de origens diversas em um hospital publico da cidade do Recife-PE’. Com
relagdo as duas técnicas incluidas, elas tém como objetivo: 1- investigar mais
uma enterotoxina estafilococica (SE), denominada SEH através da PCR; 2-
Tipagem molecular (Ribotipagem-PCR) que se baseia na andlise do
polimorfismo da regido intergénica 168-23S dos operons ribossomais dos
isolados clinicos de Staphylococcus aureus, com o objetivo de acompanhar a
disperséo dessas cepas no ambiente hospitalar.

Em reuni&o realizada em 13/02/2008, tais modificacGes foram avaliadas,
concluindo-se que com essas alteragdes o projeto continua a nao ter
implicagbes éticas, uma vez que os isolados de Staphylococcus aureus seréo
obtidos na rotina do Laboratério do Hospital das Clinicas da UFPE,
provenientes de demanda espontanea.

Recife, 10 de abril de 2008

% bighit e Moo
Biomadica
Cordenadora

CEPICPAMIFIOCRLT

m

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 G
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 e

Recife - PE - Brasil AGGEU FIoCRUZ

comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Saiide
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