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Resumo

O diabetes mellitus é uma doenca de alta prevaléncia na populacdo humana
atual, que pode levar a complicacbes como a neuropatia diabética e a doenca
vascular periférica; ambas sédo fatores de risco para o aparecimente das lesfes
do pé diabético, que por sua vez podem se agravar por infec¢des polimicrobianas
das quais a espécie Staphylococcus aureus € um dos principais e mais
frequentes microrganismos presentes. O presente estudo teve como objetivo
analisar genes de fatores de viruléncia comuns em S. aureus (n = 25), isolados
de feridas em pés de pacientes com diabetes no Hospital Geral de Palmas,
Tocantins. Os genes de viruléncia (fnbA, fnbB, clfA, clfB, sasX, hlA, hiB, higCB, seA,
seB, seD, sel, seH, etA, etB, etD, IUKED, LuUkPV, EDIN, arcA, Agr |, Agr Il, Agr lll e Agr
IV), biofilme (icaA, icaB, icaC e icaD) e capsula (cap5 e cap8) foram detectados
através de ensaios de PCR convencional. Os resultados dos ensaios mostraram
a presenca dos genes TSST em 14 amostras (56%); arcA em 10 (40%); clfB e
etA em 9 (36%); icaA em 8 (32%); cap5 e LUkPV em 6 (24%); icaD em 5 (20%);
IJUKED em 4 (16%); sel em 3 (12%); Agr Il e hIB em 2 (8%) e Agr |, higCB e fnbB
em 1 amostra (4%). Os genes clfA, etb, etd, fnbA, sasX, hlA, EDIN, seA, seB,
seD, seH, icaB, icaC, Agr lll, Agr IV e cap8 nao foram detectados. Das 25
amostras, 6 ndo apresentaram amplificacdo para nenhum gene, e uma amostra
(33A) apresentou amplificacdo para 11 genes (35% do painel total de
genotipagem). A amostra 11A apresentou configuracdo genética compativel com
a descrita na literatura para marcador clonal de USA300. As amostras 33A e 33B
apresentaram genotipo composto para icaA+icaD+cap5. A presenca difusa
encontrada do gene da sindrome do choque toxico (TSST) em varios isolados
alerta para aumento na dificuldade de tratamento devido a sua associa¢cdo com
cepas multidroga-resistentes. Mais estudos sdo necessarios para entender a

patogenicidade dessas cepas nas infec¢cdes do pé diabético.

Palavras-chave: Pé diabético, Staphylococcus aureus, Fatores de viruléncia,
Reacdo em cadeia da polimerase, Diversidade genética



Abstract

Diabetes mellitus is a highly prevalent disease in the current human population,
which can lead to complications such as diabetic neuropathy and peripheral
vascular disease; both are risk factors for the appearance of diabetic foot lesions,
which in turn can be aggravated by polymicrobial infections of which the
Staphylococcus aureus species is one of the main and most frequent
microorganisms present. The present study aimed to analyze genes of common
virulence factors in S. aureus (n = 25), isolated from wounds on the feet of
patients with diabetes at Hospital Geral de Palmas, Tocantins. The virulence
genes (fnbA, fnbB, clfA, clfB, sasX, hlA, hIB, higCB, seA, seB, seD, sel, seH, etA,
etB, etD, IUKED, LukPV, EDIN, arcA, Agr |, Agr I, Agr lll and Agr V), biofilm (icaA,
icaB, icaC and icaD) and capsule (cap5 and cap8) were detected by conventional
PCR assays. Assay results indicated the presence of TSST genes in 14 samples
(56%); arcA in 10 (40%); clfB and etA in 9 (36%); icaA in 8 (32%); cap5 and
LukPV in 6 (24%); icaD in 5 (20%); LUKED in 4 (16%); sel in 3 (12%); Agr Il and
hiB in 2 (8%) and Agr |, higCB and fnbB in 1 sample (4%). The clIfA, etB, etD,
fnbA, sasX, hlA, EDIN, seA, seB, seD, seH, icaB, icaC, Agr lll, Agr IV and cap8
genes were not detected. Of the 25 samples, 6 showed no amplification for any
gene, and one sample (33A) showed amplification for 11 genes (35% of the total
genotyping panel). The sample 11A presented a genetic configuration compatible
with that described in the literature for the clonal marker of USA300. Samples
33A and 33B showed a composite genotype for icaA+icaD+cap5. The diffuse
presence of the toxic shock syndrome gene (TSST) found in several isolates
alerts to the increase in the difficulty of treatment its association with multidrug-
resistant strains. More studies are needed to understand the pathogenicity of

these strains in diabetic foot infections.

Keywords: Diabetic foot, Staphylococcus aureus, Virulence factors, Polymerase

chain reaction, Genetical diversity
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1 —INTRODUCAO

1.1- Diabetes mellitus e a neuropatia diabética

O diabetes mellitus € uma doenca caraterizada pela deficiéncia de secre¢édo
ou acao da insulina no organismo, com grande prevaléncia na populacéo
humana atual e que pode levar a complicacbes (IDF, 2019; ADA, 2021). A
neuropatia diabética € uma dessas complicacfes frequentes e afeta até 50% dos
pacientes portadores, sendo uma complicacdo que pode levar a uma série de
sintomas incluindo dor, formigamento, dorméncia e fraqueza muscular nos
membros inferiores (Tesfaye e Boulton, 2010). Além disso, a neuropatia
diabética pode contribuir para o desenvolvimento de Ulceras nos pés e
amputacdes nos pacientes (Dyck e Albers, 2011).

Sua patologia é complexa e ainda ndo esta completamente compreendida.
Acredita-se que a hiperglicemia crbénica seja o principal fator envolvido no
desenvolvimento da neuropatia diabética derivada do diabetes mellitus. A
hiperglicemia crénica leva a uma série de alteragdes metabdlicas e estruturais
nos nervos periféricos afetando 0s nervos sensoriais, motores e autbnomos
(Callaghan et al., 2012), levando a formacao de produtos finais de glicacao
avancada, aumento da producdo de radicais livres e disfuncdo mitocondrial
(Pop-Busui et al., 2017). Além disso, a disfuncéo endotelial, o estresse oxidativo,
a inflamacdo e fatores genéticos também tém sido implicados em seu
desenvolvimento (Tesfaye, 2012).

O controle da glicemia € fundamental no progresso e prevencdo da
neuropatia diabética e o0s pacientes podem ser tratados com analgésicos,
antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes, opioides e outras medicacfes
para a dor (Callaghan et al., 2012). A prevencao de complica¢des inclui o uso de
calcados adequados e o cuidado constante dos membros inferiores mas, em
casos onde estes cuidados sdo subestimados, pode haver o aparecimento e
recorréncia das feridas e escaras caracteristicas da complicacdo denominada de
“pé diabético” (Dyck e Albers, 2011).

1.2— Pé diabético
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O pé diabético (PD) é definido como uma infeccéo, ulceracdo ou destruicao
de tecidos profundos dos membros inferiores, principalmente nos pés,
associados com anormalidades neurolégicas. Essas feridas geralmente
aparecem em locais onde se exerce maior pressdo, como por exemplo nas
plantas dos pés (IDF, 2017). Cerca de 15% das pessoas com diabetes
desenvolvem Ulceras nos pés e 2,5% acabam sofrendo amputacdes
(International Diabetes Federation, 2017). Os fatores de risco mais importantes
para o desenvolvimento do pé diabético sdo a neuropatia diabética, a doenca
vascular periférica, a historia prévia de Ulceras nos pés e o tempo de duracéo do
diabetes mellitus (Boulton et al., 2008). A doenca vascular periférica, que
também é comum em pacientes diabéticos, esta associada ainda ao aumento do

risco de amputacdes (Hinchliffe, 2016).

1.3- InfeccBes bacterianas

A infecc@o bacteriana é uma das principais complicacdes do pé diabético,
podendo levar a amputacdo, incapacidade e mortalidade. Neste contexto, é
importante entender a epidemiologia e os fatores de risco para tais infeccoes,
uma vez que ha um indice de que aproximadamente 60% das Ulceras de pé
diabético se tornam infectadas (Lipsky, 2007), e dentre os fatores de risco
destacam-se os o controle inadequado da glicemia, neuropatia diabética, doenca
vascular periférica, trauma, deformidades O6sseas e calosidades (Li Y, 2020).
Estas infeccdes tem carater polimicrobiano, causadas por comunidades
bacterianas, sendo que a presenca dessa grande variedade de espécies € um
fator dificultante para o diagndstico e tratamento, além de aumentar o risco de
complicacBes e de um progndstico negativo (Cardoso et al., 2018).

As infecgbes polimicrobianas sdo comuns em varias condi¢des clinicas,
incluindo infec¢cbes do trato respiratorio, infeccdes da pele e tecidos moles,
infeccdes do trato urinario e infecgdes intra-abdominais. A presenca de multiplas
espécies bacterianas pode dificultar o diagnostico e o tratamento, além de
aumentar o risco de complicacdes (Garcia et al., 2021). A patogénese dessas
infeccbes envolve a interacdo entre as diferentes espécies bacterianas, bem

como com o hospedeiro. Essas interacdes podem levar a formacéo de biofilmes
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bacterianos, que sdo complexas comunidades bacterianas aderidas a um
substrato biolégico ou abiotico e embebidas em matriz (Malone et al., 2017). Os
biofilmes bacterianos podem ser altamente resistentes aos antibioticos e ao
sistema imunoldgico, dificultando o tratamento e favorecendo a persisténcia da
infeccdo (Parsek & Singh, 2003). Dentre os géneros mais comuns de bactérias
encontradas nessas infeccbes, sdo citados Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus spp., Klebsiella spp. , Escherichia coli e os estafilococos, sendo a
Staphylococcus aureus a mais representativa, seguida de Staphylococcus
epidermidis (Rodriguez et al., 2014, Gelatti et al., 2014).

A colonizacdo de feridas por S. aureus € um fator de risco para o
desenvolvimento de infeccBes. Esta bactéria esta naturalmente presente na flora
normal do corpo humano, especialmente na pele e nas narinas (Thammavongsa
et al., 2015). No entanto, a presenca deste microrganismo na ferida pode levar
a um aumento da inflamacdo e retardar o processo de cicatrizacdo que,
associada a resisténcia a antimicrobianos, € uma caracteristica preocupante que
pode levar ao fracasso do tratamento. Um estudo conduzido por Lourtet-Hascoét
e colaboradores em 2018 demonstrou que a resisténcia a meticilinaem S. aureus
isolados de feridas € um problema crescente, com taxas de resisténcia acima de
50% em algumas regides do mundo. A infeccédo de feridas por S. aureus pode
levar a complicacdes graves, como septicemia e osteomielite (Santos et al.,
2007; Thammavongsa et al., 2015). Ainda, a presenca de fatores de viruléncia
como as enterotoxinas, pode desencadear reacfes imunoldgicas exacerbadas,

levando a sindrome do choque toxico (Lamaita et al., 2005; Carfora et al., 2015).

1.4— A Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva esférica (cocos), que
pode ser encontrada tanto na forma isolada como em aglomerados de col6nias
arredondadas, lisas e brilhantes que vao do acinzentado ao amarelo-ouro; sua
superficie pode apresentar diferentes tipos de estruturas, como a presenca de
capsula, peptideoglicano, acido teicoico e proteinas de ancoragem a parede
celular (Grundling et al., 2010). O acido teicdéico e o peptideoglicano, principais
constituintes dessa estrutura, sdo os responsaveis pela forma esférica da célula

(Foster, 2005). Quando a bactéria apresenta capsula, esta é constituida de
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polissacarideos, que confere resisténcia aos mecanismos de defesa do
hospedeiro (Sayed et al., 2012). Trata-se de uma bactéria cosmopolita,
comumente encontrada em humanos e pode causar uma variedade de
infeccdes, desde infecgBes de pele até doencas mais graves, como pneumonia
e bacteremia. Sua taxonomia foi historicamente baseada em caracteristicas
fenotipicas, como a presenca de catalase, coagulase e a capacidade de
fermentar manitol, no entanto, a taxonomia molecular mostrou que existem
varias subespécies e linhagens genéticas de S. aureus (Lindsay, 2014). A
identificacdo taxon6mica de S. aureus € uma tarefa importante para a
compreensao da epidemiologia, viruléncia e resisténcia desse patdgeno
bacteriano.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém tratado de novas abordagens para a
identificag8o precisa e rapida de S. aureus, incluindo ensaios fenotipicos e o uso
de técnicas moleculares, tendo esta ultima se mostrado uma ferramenta valiosa,
permitindo ndo sé a identificacdo da espécie mas também a deteccdo de
variantes genéticas associadas a viruléncia e resisténcia antimicrobiana.
Técnicas como a PCR em tempo real, sequenciamento de genomas completos
e analise de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) tém sido amplamente
utilizadas para a identificacdo de S. aureus em diferentes amostras clinicas e
ambientais (Kock et al., 2013; Tong et al., 2020). Além disso, a andlise fenotipica
tem sido aprimorada com o uso de novas tecnologias, como a espectrometria de
massa por MALDI-TOF, que permite a identificacdo pratica de S. aureus com
alta sensibilidade e especificidade (Hoyos-Mallecot et al., 2017). Outras técnicas
fenotipicas, como a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e a tipagem
multilocus de sequéncia (MLST), também sdo amplamente utilizadas na
identificacdo da bactéria em diferentes contextos clinicos e epidemioldgicos
(Valentin-Domelier et al., 2011). Em conjunto, essas técnicas moleculares tém
fornecido uma visdo mais precisa e abrangente da sua identidade taxonémica,
permitindo a identificacdo de variantes genéticas e fenotipicas associadas a
viruléncia e resisténcia antimicrobiana. A utilizacdo dessas abordagens para a
identificacdo taxondmica de S. aureus € essencial para o desenvolvimento de
estratégias de controle e prevencédo de infec¢des por esse patdgeno.

Analises genOmicas comparativas recentes de S. aureus revelaram a

presenca de uma variedade de elementos genéticos moveis como plasmideos,
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bacteriéfagos e ilhas gendmicas, que contribuem para a diversidade genética
desta bactéria (Lowder et al., 2009). Esses elementos podem conter genes de
viruléncia, resisténcia a antimicrobianos e fatores de adaptacédo ao hospedeiro,
que contribuem para a patogenicidade em S. aureus. Além disso, sua andlise
filogenética mostrou que o tdxon dessa bactéria pode ser dividido em varios
agrupamentos genéticos, denominados Clusters de Agrupamento de S. aureus
(SCCmec). Esses agrupamentos foram descobertos por meio da analise de
elementos cromossdmicos méveis que contém genes de resisténcia a meticilina
(mecA) (Ito et al., 2004). Os SCCmec foram divididos em varios tipos, cada um
com diferentes perfis de resisténcia a antimicrobianos e caracteristicas

epidemioldgicas (Oliveira e Lencastre, 2002).

1.5- O genoma de S. aureus

O genoma do S. aureus é altamente adaptativo e pode sofrer variacées por
meio de processos como recombinacdo homologa, transferéncia horizontal de
genes e mutacdo. Estudos de gendmica comparativa tém mostrado que
diferentes linhagens de S. aureus apresentam variacbes em seu conteudo
génico, incluindo genes que codificam fatores de viruléncia e resisténcia a
antibiéticos (Lowy, 1998). A andlise do genoma completo de S. aureus tem sido
uma ferramenta importante para entender a diversidade genética da bactéria e
a evolucao de suas diferentes linhagens (Tagini e Greub, 2017).

Um exemplo de variacdo genética em S. aureus € a presenca do gene mecA,
que confere resisténcia a meticilina, um antibiético comumente utilizado no
tratamento de infeccbes causadas por esta bactéria. Estudos gen6micos tém
mostrado que o0 gene mecA esta frequentemente localizado no elemento
genético mével SCCmec, que pode ser transferido horizontalmente entre
diferentes linhagens do género Staphylococcus (Shore e Coleman, 2013). Desse
modo, o conhecimento sobre a estrutura e a distribuicio do SCCmec em
diferentes linhagens de S. aureus € importante para entender a epidemiologia e
a evolucao da resisténcia a meticilina nesta bactéria (Deurenberg e Stobbering,
2008).

Além da resisténcia a antibidticos, o S. aureus possui uma ampla variedade

de fatores de viruléncia que contribuem para sua capacidade de causar
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infec¢des. Estudos genémicos tém identificado genes que codificam proteinas
envolvidas na adesédo a superficie das células hospedeiras, na degradacao de
tecidos e na producéo de toxinas (Novick e Geisinger, 2008). Um exemplo de
proteina de adesédo € a Ligante de fibronectina A (FnBPA), que é codificada pelo
gene fnbA. Estudos recentes mostraram que a presenca do gene fnbA em
diferentes linhagens de S. aureus esta diretamente associada a viruléncia da
bactéria (Foster, 2005).

Um estudo conduzido por Diep et al. em 2006 executou o sequenciamento
completo da cepa USA300, um clone epidémico de S. aureus resistente a
meticilina adquirido na comunidade, evidenciando o complexo mosaico de genes
associados a resisténcia adquirida, ilhas de viruléncia, genes associados a

producédo de biofilmes entre outros, como é mostrado na figura 1.
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Figura 1 - Genomacompleto do clone USA300 de S. aureus (Diep et al., 2006). Cada circulo
numerado do mais externo ao mais interno, representa os dados gendmicos obtidos para S
aureus USA300 cepa FPR3757 e comparacdo com outras cepas: COL, N315, MW2 e MRSA252.
Os dois primeiros circulos representam as genes de codificacdo previstas nas fitas sense e
antisense, respectivamente, coloridas de modo a legendar as sequéncias por suas funcfes
sendo em salméo genes de biossintese de aminoéacidos; azul claro genes de biossintese de
cofatores e grupos prostéticos; verde claro genes de envelope da célula; vermelho sequéncias
processos celulares (housekeeping); marrom sequéncias de metabolismo intermediario central;
amarelo genes de metabolismo do DNA; verde escuro sequéncias de metabolismo energético;
roxo genes de metabolismo de acidos graxos e fosfolipidios; rosa genes de sintese e
enderecamento de proteinas; laranja genes de metabolismo de &cidos nucléicos; azul escuro
genes de funcdes regulatérias; cinza genes de transcricdo; turquesa genes de transporte e de
proteinas de ligacdo e em preto genes de proteinas hipotéticas e conservadas. O terceiro circulo
mostra rRNA (vermelho), sRNA (azul) e tRNA (verde). Do quarto ao oitavo circulos - cepas
USA300 FPR3757, COL, N315, MW2 e MRSA252, respectivamente — exibe-se sequéncias
identificadas como ilhas de viruléncia (verde ou vermelho), préfago (preto), SCCmec (azul) e
ACME (azul claro). O nono circulo exibe SNPs totais por 5 kb em comparacdo com S aureus
cepa COL e por fim, o décimo e o décimo primeiro circulos, respectivamente, apresentam o0s
dados relativos ao numero de SNPs sindnimos e ndo sinbnimos encontrados dentro dos genes
de codificacdo comparando com a cepa COL. Fonte (adaptado): Diep, Binh An et al. “Complete
genome sequence of USA300, an epidemic clone of community-acquired meticillin-resistant
Staphylococcus aureus.”, 2010.

1.6— Fatores de viruléncia

Fatores de viruléncia sdo componentes moleculares que conferem a um
microrganismo a capacidade de causar doenca em um hospedeiro suscetivel.
Eles incluem uma ampla variedade de estruturas, como proteinas secretadas,
toxinas, polissacarideos de superficie e moléculas de adeséo (Bhattacharya et
al., 2015). As toxinas podem ser produzidas e liberadas durante a infeccéo, ou
podem ser produzidas dentro das células do hospedeiro infectadas. Por
exemplo, a toxina botulinica produzida por Clostridium botulinum é uma proteina
que bloqueia a liberacdo de neurotransmissores nas terminacdes nervosas,
levando a paralisia muscular (Rossetto et al., 2014). Outro fator de viruléncia
importante é a capacidade do microrganismo de evitar ou suprimir a resposta
imunoldgica do hospedeiro. Isso pode ser feito por meio da modificacdo da
superficie celular, evitando o reconhecimento pelo sistema imunologico, ou pela
producdo de proteinas que inibem a atividade dos leucoécitos do hospedeiro
(Bardoel et al., 2012).

S. aureus pode causar diversas infeccbes em humanos, desde infeccbes
cutaneas leves até infec¢des sistémicas graves, como endocardite e septicemia
e sua capacidade em causar essas e outras doencas esta relacionada a

producdo de diversos fatores de viruléncia (Bhattacharya et al., 2016; Falkow,
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2017). Um exemplo de seus fatores de viruléncia € a producdo de proteinas
adesinas que permitem que a bactéria se ligue a células e tecidos do hospedeiro.
Entre suas proteinas adesinas, destacam-se a proteina A (SpA) e a ja
mencionada ligante de fibronectina (FNBP), que se ligam a moléculas presentes
na superficie das células hospedeiras (Foster, 2019). Outro fator de viruléncia
importante de S. aureus é a producédo de toxinas, que podem causar danos
celulares e levar a sintomas como febre, vomitos e diarreia (Otto, 2014). Além
disso, S. aureus é capaz de produzir enzimas que permitem que a bactéria
degrade componentes do tecido do hospedeiro e escape do sistema imune.
Entre essas enzimas, destacam-se a estafiloquinase, que degrada a fibrina, e a
catalase, que neutraliza os radicais livres produzidos pelas células do hospedeiro
(Cheung & Otto, 2018).

1.7— Patogenicidade em S. aureus

Como ja& mencionado, a patogenicidade de S. aureus esta ligada a quais
fatores de viruléncia o clone ir4 carregar em seu genoma (Boyle-Vavra & Daum,
2006; Sotto et al., 2008; Diep & Otto, 2008). Um dos principais fatores de
viruléncia ja citado é capacidade de producéo de toxinas, como outro exemplo a
toxina alfa-hemolisina (HIA), que pode causar danos as células hospedeiras e
induzir a morte celular (Otto, 2014). Estudos recentes mostraram que a Hla
também pode ativar a inflamacdo do tecido pulmonar e contribuir para a
patogénese da pneumonia causada por S. aureus (Inoshima et al., 2011; Wilke
& Bubeck Wardenburg, 2010). Além disso, como mencionado anteriormente, 0
S. aureus é capaz de formar biofilmes, que sdo comunidades de células
bacterianas aderidas a uma superficie e envoltas em uma matriz extracelular
polissacaridica. Por sua natureza polimérica, esses biofilmes sdo muito
resistentes a difusdo de farmacos, como antibidticos e ao sistema imunologico
do hospedeiro, o0 que torna o tratamento das infec¢des por S. aureus ainda mais
dificil (Otto, 2013).

As sequencias associadas a fenétipos de viruléncia podem estar agrupadas
nas chamadas ilhas de viruléncia ou ilhas de patogenicidade, que por definicdo
sao regides do genoma bacteriano que possuem genes que conferem vantagens

adaptativas, como resisténcia a antibidticos, capacidade de colonizar e
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sobreviver em diferentes ambientes, e produgdo de toxinas. Essas ilhas
geralmente séo transferidas horizontalmente entre diferentes cepas bacterianas,
0 que pode aumentar a viruléncia e a patogenicidade dessas bactérias (Hacker
& Kaper, 2017). Um exemplo de ilha de viruléncia é a pathogenicity island 1 (SPI-
1), presente em Salmonella enterica. A SPI-1 é responsavel pela invasao das
células intestinais e pela producéo de inflamac&o no hospedeiro (Lopez-Garrido
e Casadesus, 2010). Outra ilha de viruléncia importante é a genomic island 1
(GI-1), presente em Acinetobacter baumannii. A GI-1 contém genes que
conferem resisténcia a antibioticos, além de genes envolvidos na colonizacéo e
persisténcia em ambientes hospitalares (Karah et al., 2012). Alguns estudos tém
mostrado que as ilhas de viruléncia podem ser reguladas por sistemas de
quoérum sensing, que sdo mecanismos de comunicacao celular utilizados por
bactérias para coordenar a expressao coletiva de genes como por exemplo em
Vibrio cholerae, onde a producéo de toxina € regulada por esse mecanismo, 0
que permite que as bactérias ajustem a producéo de toxina de acordo com a
densidade populacional (Ng & Bassler, 2019). Desse modo, a identificagdo e
caracterizacdo dos genes presentes nas ilhas de viruléncia podem ser Uteis nos
levando a entender a evolucéo e a adaptacdo das bactérias e assim ajudar no
desenvolvimento de novas estratégias e tratamentos de infeccdes
protagonizadas por elas.

Dentre os fatores que contribuem para a viruléncia de S. aureus estdo os
genes de viruléncia responsaveis por codificar proteinas envolvidas em
processos como adesao, invasao e destruicdo de células hospedeiras (Lakhundi
e Zhang, 2018; Foster, 2004). Um dos genes de viruléncia mais conhecidos de
S. aureus é o gene codificador da toxina Panton-Valentine (PVL), que é uma
citolisina que pode causar necrose de tecidos e leucocitdlise. O PVL é associado
a infeccbes de pele e tecidos moles, como furlnculos e abscessos, além de
infeccbes mais graves, como pneumonia necrosante e sepse (Otto, 2012). Outro
fator de viruléncia relevante de S. aureus sdos o0s genes codificadores da
enterotoxina estafilococica (SE), uma toxina que pode causar intoxicacéo
alimentar. Estudos mostraram que o subtipo SeA esta presente em cerca de 50%
das cepas clinicas de S. aureus e sua producdo é regulada por fatores de
transcricdo especificos como AgrA e SarA (Heinrichs et al., 1996; Misawa et al,
2015).
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Uma vez que a frequéncia de fatores de viruléncia nas bactérias podem ser
influenciada por varios agentes adaptativos (Karah et al., 2012; Hacker & Kaper,
2017), um cenario onde a situacao de infec¢des polimicrobianas torna-se mais
preocupante € o ambiente hospitalar, com o agravante do fenbmeno da
resisténcia antimicrobiana em decorréncia de situagdes recorrentes neste tipo
de ambiente, como por exemplo o uso inadequado de antibidticos e de
acessorios de diagnostico e de tratamento invasivos (cateteres urinarios e
respiratérios) bem como sua esterilizacao ineficiente sobretudo em unidades de
terapia intensiva; doencas intercorrentes que declinam para internacoes;
pacientes com queimaduras extensas e por fim as comorbidades e
particularidades de cada caso, como idade e condic&do imunoldgica (de Melo et
al., 2020 apud Dallacorte et al., 2016; Waele et al., 2018). Neste contexto, S.
aureus é uma das principais agentes acusadoras de infec¢cdes nosocomiais,
sendo os seus clones de cepas resistentes a meticilina os protagonistas da
situacdo problema (Magill et al.,, 2014). A exemplo disso, mesmo tendo
apresentado algum declinio de casos de infec¢Bes hospitalares contabilizados
de 2005 a 2011 nos Estados Unidos, os casos de infeccdo por esta espécie
nesses ambientes ainda se mantem significativamente preocupantes para a

saude publica local (Gajdacs, Urban & Terhes, 2019).

1.8— Fatores de viruléncia analisados neste trabalho

Alguns fatores de viruléncia encontrados no género Staphylococcus séo
comumente descritos como associados as infec¢cdes humanas. Dentre estes,
elenca-se no presente trabalho alguns grupos organizados em genes
codificadores de fatores de adesdo como as adesinas ligadoras de fibronectina
fnbA, fnbB, os fatores de ligacdo (Clumping factors) clfA, clfB e o gene sasX;
codificadores de toxinas como os genes de hemolisina hlA, hiB e higCB, os
genes de enterotoxinas seA, seB e seD; de exotoxinas etA, etB e etD e os genes
de leucocidinas IUKED e LukPV (PVL). Outros genes selecionados neste trabalho
incluem fatores de viruléncia associados a colonizagdo como de enterotoxinas
sel e seH e o EDIN; reguladores genéticos como o Elemento moével do
catabolismo de Arginina (arcA) e os genes Agr (subtipos I, II, Il e 1V);
superantigenos como o gene da Toxina da sindrome do choque toxico (TSST) e
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também os genes associados a formacgdo de biofilme do complexo ica (tipos
icaA, icaB, icaC e icaD). Dois genes relacionados a formacéao de capsula também
foram triados, sendo eles Cap5 e Cap8.

Os genes fnbA e fnbB codificam para as Proteinas ligadoras de fibronectina
A (FnBPA) e B (FnBPB), respectivamente, sendo fatores importantes para a
colonizac&o do hospedeiro humano uma vez que a FnBPA tem a capacidade de
se associar a fibronectinas da matriz extracelular e a FnBPB ao fibrinogénio
presente no sangue (Sinha et al., 1999 ; Shinji et al., 2011). Sua expressao pode
ser regulada por fatores ambientais, como a presenca de ions metalicos, pH e
temperatura (Sinha et al., 1999), tendo uma regulacdo complexa que envolve
diversos sistemas de regulacdo, incluindo o sistema Agr (Accessory gene
regulator) e o sistema Sae (S. aureus exoprotein expression) (Said-Salim et al.,
2003). Ha ainda grande diversidade genética de FnbA e FnbB com diferentes
variantes destes genes em linhagens bacterianas distintas, 0 que sugere que a
evolucdo deles pode estar relacionada a adaptacdo bacteriana & diferentes
nichos (Loughman et al., 2008; Burke et al., 2010).

As sequéncias cIfA e clfB codificam proteinas de superficie ligadoras de
fibronectina, as clumping factors, em situacdes distintas sendo a clfA expressa
na auséncia de plasma e esta mais associada a colonizacao de pele e mucosas
(McDeuvitt et al., 1994), enquanto que a clfB é expressa em contato com plasma
humano e indicada como importante na colonizacdo do trato respiratério superior
(Siboo et al.,, 2001). A regulacdo destes genes envolve varios fatores
independentes, o que sugere que as proteinas codificadas desempenham
papéis diferentes em infecc¢des distintas (Cheung et al., 2008).

O sasX é associado a colonizacdo e a severidade das infeccdes de pele e
pulmdes em hospitais, sendo descrito com grande prevaléncia asiatica, como na
China, sendo o codificador de uma proteina de superficie bacteriana com
potencial para ligacdo a varios alvos humanos (Li et al., 2012). De frequéncia
rara nas cepas da comunidade, este gene é predominantemente espalhado em
ambientes hospitalares (Li et al., 2012).

Os genes de hemolisina hlA, hiB e higCB codificam para as subunidades alfa,
beta e gama da hemolisina gama, uma porina que interage com as membranas
celulares e promove a lise de neutrofilos, mondcitos e macréfagos de humanos

e primatas; ao entrar em contato com o sangue humano, ha a regulagéo positiva
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da secrecgéo desses fatores que lisando também eritrocitos, fornece a S. aureus
acesso a hemoproteinas e ao ferro (Malachowa; DelLeo, 2011; Becker et al.,
2014).

Um dos principais fatores de viruléncia de S. aureus é a producédo de de
enterotoxinas como as da familia SE (SeA, SeB, SeD, Sel e SeH), todas
codificando proteinas relacionadas mais comumente com infec¢cdes alimentares
(Chen & Sangma, 2019; Nasaj et al., 2020). Os genes seA e seB sao dois genes de
viruléncia que codificam enterotoxinas estafilocécicas que podem desencadear
uma resposta imune e inflamatéria no hospedeiro (Schad at al., 1997). A
expressao desses genes é regulada pelo sistema Agr e sua prevaléncia varia de
acordo com a regido geografica. Suas toxinas resistem a condi¢cdes adversas do
trato gastrointestinal, o que aumenta a capacidade de S. aureus de causar
intoxicagcdo alimentar (Balaban & Rasooly, 2000). Os genes seD e sel ,
encontrados respectivamente em plasmideos e no cromossomo (de Oliveira
Calsolari et al., 2011), também codificam enterotoxinas estafilocécicas, com
produtos génico de baixo peso molecular, termotolerantes e também muito
relacionado com intoxicagdes alimentares (Bhatia & Zahoor, 2007; MANFREDI
et al., 2010). Alguns estudos mostram que o0 gene seD pode estar de alguma
forma associado a regulacdo de producao de biofilme e mutacdes no gene sel
podem estar relacionadas com a transmissdo de S. aureus entre humanos e
animais, uma vez que cepas com mutagdes neste gene foram encontradas em
animais de fazenda e seus tratadores (Cuny et al., 2006). A presenca do gene
seH, além de estar associada a capacidade de colonizagéo, pode ser usada para
deteccdo de linhagens hipervirulentas e/ou epidémicas da cepa ST1/USA400,
também conhecida como MW?2 (Diep & Otto, 2008).

As toxinas esfoliativas expressas pelos genes ET sdo toxinas secretadas
produzidas por varias espécies estafilococicas, causando bolhas tanto em
infeccbes humanas como em animais (Ladhani et al., 1999). Trés (etA, etB e etD)
dos quatro diferentes subtipos desta toxina estdo ligados diretamente a
infecgbes em humanos (Dunyach-Remy et al., 2016). O gene etA de S. aureus
codifica a exotoxina alfa, que é uma proteina secretada no meio, causa lise de
células hospedeiras e € capaz de induzir a producéo de citocinas inflamatorias
(Li et al., 2012). O gene etB codifica a exotoxina beta, uma proteina também

secretada no meio, que causa dano tecidual e cuja expressao € regulada
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negativamente pelo gene mgrA, que também regula a expressdo de outras
proteinas de viruléncia em S. aureus (Chen et al., 2013). Ja a presenca do gene
etD em triagens moleculares de Staphylococcus é considerada marcador clonal
para a linhagem caMRSA ST80, também conhecido de clone europeu (Aires de
Sousa et al., 2003; Strommenger et al., 2008).

A Sindrome do choque toxico esta associada a presenca do gene TSST, ou
TSST-1, que codifica uma proteina considerada um superantigeno estafilococico
(Lina et al., 2004). Essa proteina ativa uma grande quantidade de células T,
levando a uma resposta inflamatéria sistémica (Krakauer, 2019), tendo sua
expressdo regulada por varios fatores ambientais como pH, temperatura e
presenca de nutrientes assim bem como esta ligada ao sistema componente de
regulacdo Agr (Bohach et al., 1990; Krakauer, 2019). Seu diagnéstico é baseado
na detecc¢éo da toxina no sangue ou em outros fluidos corporais ou pode ser feita
usando ensaios imunolégicos, como ensaios de ELISA (Miwa et al., 1994).

As leucocidinas sao toxinas de S. aureus que agem de modo a inibir ou matar
células do sistema imunolégico do organismo humano. LUKED (Leucotoxina ED)
€ 0 gene de uma toxina de dois componentes que tem como alvo especifico as
células T CD4+ e CD8+, inibindo a ativacdo dessas células através do bloqueio
de seus canais de calcio (Tam & Torres, 2018). Também pode atuar usando o
receptor para quimiocinas CCR5 para matar linfocitos e outras células do sistema
imune. Em células deficientes em CCR5, ela pode se ligar a outros receptores
de quimiocinas como CXCR1 e CXCR2 (REYES-ROBLES et al., 2013). Ja o
gene LUKPV se trata de um operon que produz a leucocidina Panton-Valentin,
uma toxina também de dois componentes produzida pela codificacdo dos genes
em sequéncia lukF-PV e [ukS-PV (Strommenger et al., 2008; Dunyach-Remy et
al., 2016). E geralmente associada a severidade de infeccbes cuténeas e
respiratorias por S. aureus, com atividade citolitica em mondcitos e neutrofilos,
sendo pouco verificada em cepas nosocomiais (David & Daum, 2010;
Dormanesh et al., 2015).

A proteina EDIN tem sido implicada na capacidade de S. aureus de colonizar
e invadir as células epiteliais, contribuindo para a viruléncia da bactéria (Falugi
et al.,, 2013). O EDIN (Epidermal Cell Differentiation Inhibitor) € uma proteina
que, quando secretada por algumas cepas de S. aureus, inibe a diferenciacéo

de células epiteliais resultando em lesdes cutaneas graves, levando a formacéo
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de bolhas e atraso na cicatrizacdo de feridas (Messad et al., 2013). O EDIN é
codificado pelo gene homoénimo EDIN, localizado em um plasmideo encontrado
em algumas cepas de S. aureus (Falugi et al., 2013).

O gene arcA, descoberto pela primeira vez em cepas comunitérias de S.
aureus resistentes a meticilina (CA-SARM), é considerado uma ilha genémica
em estafilococos, que configura aumento em sua patogenicidade e é marcador
clonal da cepa USA300 (Diep et al, 2006) acreditando-se que seja um fator de
sobrevivéncia importante para a espécie (Goering et al., 2007; Granslo et al.,
2010). E um elemento genético mével composto por dois operons (arc-operon e
opp3-operon) onde o arc-operon € composto por sua vez por 6 genes de enzimas
da via do catabolismo de arginina, conferindo patogenicidade por uma suposta
via de viruléncia que converte l-arginina em dioxido de carbono, carbamoil-
ornitina, amonia e ATP (Diep et al., 2008; Granslo et al., 2010).

O regulador quérum-sensing Agr € um importante regulador global da
viruléncia em S. aureus, sendo um sistema composto por quatro grupos distintos,
Agrl, Agrll, Agrlll e AgrlV, que sao codificados por diferentes variantes alélicas
do gene (Queck et al., 2009). Cada um dos grupos alélicos Agr parece ter uma
funcdo diferente na patogénese de S. aureus. O grupo Agrl é encontrado em
cepas hospitalares e esta associado a infec¢gdes invasivas graves, como sepse
e endocardite enquanto o grupo Agrll € encontrado em cepas de comunidade e
esta associado a infec¢des de pele, como furdnculos e abscessos (Queck et al.,
2009). O grupo Agrlll é encontrado em cepas bovinas e esta associado a mastite
bovina e AgrlV é encontrado em cepas de animais de estimacao e de fazenda
(Monecke et al., 2013). O principal efetor do sistema Agr € o RNAIII, atuando
como um mMiRNA regulando a expresséao de varios fatores de viruléncia, incluindo
a maioria dos que sao codificantes de exotoxinas além de outras proteinas
extracelulares e proteinas de parede celular (Gong et al., 2014).

Os genes icaA, icaB, icaC e icaD sao responsaveis pela sintese do
polissacarideo intercelular (PIA), que é um dos principais componentes do
biofilme produzido por S. aureus (Archer et al., 2011). A regulacédo dos genes
ica é complexa e afetada por varios fatores, incluindo a presenca de
antimicrobianos, a presenca de proteinas de ligagdo a parede celular e a
presenca de outros fatores de viruléncia bacteriana. O gene icaA codifica a

enzima N-acetilglucosaminiltransferase, que € responsavel pela sintese do
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precursor do polissacarideo (PIA). Os genes icaB e icaC codificam proteinas
envolvidas na polimerizacdo do polissacarideo, enquanto o gene icaD codifica
uma proteina envolvida na regulacdo da expressdo do operon (Kropec et al.
2005). Estudos recentes demonstraram que a regulacdo dos genes ica também
pode ser afetada por fatores ambientais, como pH e temperatura (Vaeziet al.,
2020) enquanto outros estudos apontam para que mutacdes no operon desses
genes resultam em reducéo da producao de PIA e diminui¢cdo da capacidade de
formacao de biofilmes (Kropec et al., 2005; Archer et al., 2011).

Dentre os vérios fatores de viruléncia produzidos pelas bactérias se
encontram as capsulas polissacaridicas, que ajudam na colonizacdo e evitam a
resposta imunolégica do hospedeiro. Existem muitos tipos de capsulas e a
expressdo delas € regulada por véarios genes, incluindo cap5 e cap8, ambos
elencados para o presente estudo. O gene cap5 codifica a proteina de
transferéncia de grupamento de acucar (UDP-GIcNACc), que é essencial para a
sintese da capsula polissacaridica do tipo 5 (Kiser et al., 1999), uma das
principais expressas em cepas de S. aureus que causam infeccdes em humanos
(Kuroda et al., 2013). Por sua vez, o gene cap8 é responsavel pela sintese da
capsula polissacaridica do tipo 8, uma capsula de menor prevaléncia, mas ainda
associada a cepas de S. aureus que causam infec¢cdes em animais (Cabral et
al., 2004), mas também isoladas de infec¢bes graves em humanos (Tuchscherr
et al., 2018).

1.9- Classificacéo de risco bioldgico

A classificacao de risco de agentes biolégicos € uma pratica essencial para
garantir a seguranca dos profissionais de salude e da populacdo em geral. Ela
se baseia em uma avaliagcdo de risco dos agentes bioldgicos, que inclui a
identificag&do de microrganismos patogénicos levando em conta sua facilidade de
transmissao, a estabilidade ambiental, a capacidade de se disseminar e causar
epidemias, e a disponibilidade de tratamentos eficazes (CDC, 2009). A avaliacado
de cada um desses critérios é fundamental para determinar o nivel de
precaucdes necessarias para prevenir a exposicdo aos agentes biolégicos e
minimizar o risco de disseminacdo (WHO, 2004). A S. aureus é classificada

atualmente na categoria do tipo 2 de risco bioldgico. Essa categoria engloba
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de forma cumulativa a cada critério: 1) microrganismos de risco individual
moderado e risco limitado para a comunidade; 2) inclui agentes bioldgicos que
provocam infec¢gdes no ser humano e ou em animais (zoondticos); 3) esses
microrganismos tem potencial de propagagao na comunidade e de disseminagao
no meio ambiente de forma limitada e 4) existem medidas profilaticas e
terapéuticas eficazes conhecidas para as patogenias que estes desenvolvem
nos hospedeiros (BINSFELD et al., 210).

Classe de Risco Risco a Aptiddo para Capacidade de Profilaxia ou Terapia
Risco individual coletividade Zoonoses propagacao eficaz
1 Baixo Baixo Nao Baixa Existe
2 Moderado Baixo Sim Baixa Existe
3 Elevado Moderado Sim Moderada Usualmente existe

Tabela 1 - Classificagdo de risco de agentes biolégicos (ADAPTADO). (Ministério da Saude,
Secretaria de Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Insumos Estratégicos em Saude, Departamento
de Gestéo e Incorporacao de Tecnologias e Inovagdo em Salde, 2022).

A espécie S. aureus sendo uma das principais e mais frequentes bactérias
responsaveis por infeccdes nosocomiais, aliado ao fato de ter um genoma
altamente adaptativo que pode se munir de genes de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos (Lowy, 1998; Shore e Coleman, 2013) e sua capacidade de
disseminag&o na comunidade, meio ambiente e risco para 0os seres humanos e
demais organismos, ja € um importante alvo de estudos de caracterizacdo
molecular, necessérios para o desenvolvimento de estratégias e manobras de
controle epidemiolégico mais rapidas e robustas (Magill et al., 2014; Gajdéacs,
Urbén & Terhes, 2019).

Desse modo, o0 presente trabalho visa fazer a cobertura dos fatores de
viruléncia de uma colecdo de amostras de S. aureus, possibilitando uma melhor
identificacdo da presenca desses genes em lesdes nos pés de pacientes com

diabetes.

2 — OBJETIVOS

2.1- Objetivos gerais
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O objetivo geral deste trabalho foi o de analisar a presenca de genes de
viruléncia, biofilme e formacédo de capsula de cepas Staphylococci, isoladas de

lesBes nos pés de pacientes diabéticos.

2.2— Objetivos especificos
a) Analisar a presenca de genes associados a viruléncia de cepas de S.
aureus isoladas de pés de pacientes com diabetes;
b) ldentificar qual grupo de genes relacionados aos fatores de viruléncia
(Fatores associados a colonizagcdo, Enterotoxinas, Exotoxinas,
Hemolisinas, Leucocidinas, Reguladores genéticos e Evasinas) € o mais

prevalente nas amostras.

3 —METODOLOGIA

3.1- Origem das cepas bacterianas e aspectos éticos

Foram utilizadas 25 cepas Staphylococci de S. aureus com caréater
multirresistente, isoladas de Ulceras de pés de pacientes diabéticos admitidos no
Hospital Geral de Palmas (Tocantins, BR) durante janeiro a junho de 2013. As
amostras foram coletadas apés debridamento da Ulcera, levadas para cultivo na
Universidade Federal do Tocantins, onde logo apés seguiram-se etapas de
isolamento, identificacdo dos espécimes baseada em morfologia de coldnias,
coloracdo de Gram, mobilidade, teste de catalase, oxidase e coagulase, demais
testes bioquimicos e a caracterizacdo fenotipica quanto a resisténcia a
antimicrobianos através do método de difusdo em disco Kirby-Bauer modificado,
de acordo com o preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), testes estes executados e descritos por Perim et al. (2015).

As cepas sao identificadas com um numero correspondendo ao paciente e
uma letra correspondendo a ordem de identificacdo da bactéria, para identificar
cada uma das bactérias encontradas nas amostras adquiridas através do
debridamento. As 25 cepas analisadas no presente estudo estdo em uma
colecdo que se encontra atualmente armazenada no laboratério de pesquisa no
Departamento de Genética e Evolugao da Universidade Federal de Sao Carlos,
em Sao Carlos (Sao Paulo, BR), sob responsabilidade da Prof.2 Dr.2 Maria
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Cristina da Silva Pranchevicius.

3.2— Extracdo do DNA total

Em resumo, o DNA total foi extraido das bactérias que foram cultivadas em
caldo LB (Luria-Bertani), preparado na proporcdo de 20g do pé em 1L de agua
destilada ou deionizada e cujo crescimento das bactérias se desenvolveu por
24h & 37°C. 2 ml de cultura de cada isolado bacteriano foram aliquotados para a
extragdo que foi feita utilizando o método de lise térmica proposto por Adwan
(2014).

3.3— Reacao em cadeia da Polimerase (PCR)

As reacdes de amplificacdo para cada gene foram preparadas contendo 1X
de Master Mix Taq Pol 2X Green — Cellco, somados a 65 ng de DNA total, 10
nmol de cada primer forward e reverse (Exxtend, BR) e o restante completo com
agua tipo 3. Cada reacéo foi conduzida isoladamente em tubos de polipropileno
do tipo eppendorf de 200uL em termociclador C1000 Touch® Bio-Rad (EUA).

Na Tabela 2 sdo apresentadas informacdes sobre os primers utilizados para
triagem de cada gene, explicitando as temperaturas de melting usadas em cada
reacdo e o tamanho esperado dos amplicons resultantes de acordo com a
literatura. As condi¢cdes de ciclagem foram seguidas como descrito nas

respectivas referéncias associadas.

Tabela 2 - Informagdes sobre os pares de primers utilizados para detecgdo dos genes de
viruléncia.

Gene alvo Sequéncia do primer (5'-3'), F/R An}zﬁc):on ;I;I::/; Referéncias
fnbA cC'|'AGCTAGA'|'CGC(?TG/.\CAA'|'AciT/.\A'|'TGA'|'CE: 1,362 50 Peacock et al., 2002
o | TSRS |y | 5 | ncto o

clfA CQETGCGQGCTCGG?SGTTCTAGGCTA?E; G 1,584 56 Peacock et al., 2002
| RGO | o | 72 | e

hi GTGCACTTACTGACAATAGTGC 309 | 58 | raudetal, 2002
hlgCB GEEAA?Z;CAGCTGTTA;ATGTSAGAACA GA(?/I$ ¢ 938 55 Kumar et al., 2009
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CTATTTACTGTAGGAGCTAG . ,
etA ATTTATTTGATGCTCTCTAT 741 46,5 Ruzickova et al., 2005
CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC .
et AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACTC 612 25,3 Lietal, 2018
CCCGTTGATTAGTCATGCAG
etD TCCAGAATTTCCCGACTCAG 606 55 Strommenger et al., 2008
Seh CAACTGCTGATTTAGCTCAG 358 55 Strommenger et al., 2008

GTCGAATGAGTAATCTCTAGG
TGAAAAAGGTTCAAAGTTGATACGAG
lukED TGTATTCGATAGCAAAAGCAGTGCA 269 60 Jarraud et al., 2002

ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCC

lukS/F-PV (PVL) GOATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC 432 58 Strommenger et al., 2008
GCTCAAACTTTGAGAGATGAA
ACME-arcA TTACGTACGCCAGCCATGAT 216 54 Strommenger et al., 2008
GAAGTATCTAATACTTCTTTAGCAGC
EDIN TCATTTGACAATTCTACACTTCCAAC 625 >4 Jarraud et al., 2002
TSST AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 447 54,5 Becker et al., 1998

ATCGAACTTTGGCCCATACTTT
AGAATTAGAAGTACGTCTAAATGC

sasX GCTGATTATGTAAATGACTCAAATG >21 >3 Lietal., 2012
icaA i’ég@;gl?élgi?ﬁ;;ii? 770 50 Peacock et al, 2002
ot CTGATCAAGARTITAARTCACAAA 500 | 56 | sobtieral 2015
eac TAACTTTAGGCGCATATGTTTT w00 | s6 | soetalo0ms
icaD Aé-'rriﬂfﬁ ? AG Aﬁ%‘?ﬁﬁiﬁééi A 198 55,5 Arciola et al, 2001
s NTCGCAGCTTATAGTACTTGT 7 | 50 | peacocketal 2002
Agrll C/-\Giiiﬁgii':%iiﬁg-éﬁlzl 691 50 Peacock et al, 2002
Agr Il Tﬁ;ﬁiﬁﬁgfgf Air,ITrngerG 712 50 Peacock et al, 2002
Agr IV T%T(:ﬁ':ﬁTGTAGGTTG AA,AT;TE?SZ-\G 683 50 Peacock et al, 2002
se GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA 560 55 Jarraud et al, 1999

CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC

ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA
seB ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT 404 52 Salamandane et al. 2022

GTGGTGAAATAGATAGGACTGC
seD ATATGAAGGTGCTCTGTGG 384 58,5 Machado et al. 2020

AGGCAGTCCATCTCCTGTATAA
sel TGCTCAAGGTGATATTGGTGTAG >68 60 Moura et al, 2020

TGGCGGCAAATTTTACAGTGACAGA
clf AGAAATGTTCGCGCCATTTGGTTT 404 60 Campbell et al, 2008

CGAACCGATGATTGATGCTATTG
Cap> TGCTATGACTGCACCAGTATTT 255 61 Acosta et al, 2018

GGAGGAAATGACGATGAGGATAG
Cap8 TAGCTTCTGTAGCGGTGAATG 608 61 Acosta et al, 2018

pb = pares de bases; Tm (°C) = Temperatura de Melting.

Os fragmentos de DNA amplificados (amplicons) foram submetidos a
eletroforese convencional em gel de Agarose a 1% (p/v), utilizando tampéao TAE
1X (Tris-acetato, 40 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) a 90 V por 30 minutos. O volume
total cada reacéo foi aplicado no gel, o qual foi previamente confeccionado com
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Brometo de etidio a 1% (p/v). Por fim, o padrdo de bandas produzidas pela

eletroforese foi visualizado e registrado em transiluminador Gel Doc XR+

System® Bio-rad (EUA) em ultravioleta, utilizando o programa Image Lab5™.

4 — RESULTADOS

4.1- Deteccéao de genes de viruléncia atraves de PCR

A presenca de genes de viruléncia foi verificada através de ensaios de PCR

convencional, incluindo os genes descritos no Tabela 2 da subsecdo 3.3

(Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR) da Metodologia deste trabalho. Na

Tabela 3 séo relacionados os resultados positivos obtidos em gel de agarose

para cada amostra, sendo utilizado como critério de triagem a presenca evidente

de uma banda fluorescente com peso molecular correspondente ao tamanho

esperado do amplicon.

Tabela 3 - Relagdo dos genes de viruléncia encontrados nas 25 cepas de S. aureus.

Fatores
Amostra associados a Hemolisinas Enterotoxinas Exotoxinas Leucocidinas Reguladores
colonizagao genéticos

2C - - - - - -

5A - - - TSST - arcA
5C clfB - - TSST, etA LukPV, LukED Agrl
5D clf8 - - TSST, etA - arcA
10A clf8 - - TSST, etA LukPV -
108 - hlgCB - TSST - arcA
11A - - - TSST LukPV arcA
11C clf8 - - - - -
11D clfB - - TSST - -
12A - - - TSST LukPV -
18A clfB - - TSST, etA LukPV -
18D - - - TSST LukPV -
20A clfB - - - - arcA
20C - - - - - -
21A - - - - - -
24A sel hiB - TSST, etA - arcA
248 - - - TSST, etA - arcA
25A - - - - - arcA
26A - - - - - -
29A - - - - - -
33A clfB, sel - - TSST, etA LukED arcA, Agr i
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338 clfB, sel hiB - LukED arcA, Agr i
36A fnbB - - LukED -
36B - - TSST, etA - -
39A - - etA - -

As sequéncias triadas estdo organizados em grupos de fatores de viruléncia cujos produtos

génicos compartilham de atividades similares.

As frequéncias dos genes de viruléncia analisados no presente estudo estao

descritas na Figura 2, indicadas pelas barras que representam a porcentagem

simples observada para cada fator de viruléncia triado.

Totzl de cepas

sal-  12%
==D- 0%
=B - 0%
sed - 0%
Aarl- 0%
Agrlll- 0%
Agril- &%
Agrl- 4%
=3z¥ - 0%
T55T - 5&%
EDIM - 0%
arch - 40%
luk Py - 24%
lukED - 16%
seh- 0%
eth - 0%
eth - 0%
eth - 6%
higCB- 4%
hiB - 2%
hlA - 0%
cFBE- 36%
clis - 0%
fmbB - 4%
fnbA - 0%

=]

15

20 25

Figura 2 - Perfil de viruléncia de 25 amostras de S. aureus isoladas de lesGes de pés

diabéticos.

Dentre os 15 genes que apresentaram resultado positivo para os ensaios de

PCR (48% do painel total), a representatividade dos fatores de viruléncia, da maior

para a menor foi de: 56% das amostras para TSST; 40% para arcA; 36% para clfB
e etA; 24% para LukPV; 16% para IuKED; 12% para sel; 8% para Agr Il e hiB e



33

4% para Agr |, hlgCB e fnbB. Os demais genes, como nao apresentaram nenhum
padrao de amplificacdo nos géis, assumem frequéncia de 0% nas amostras. Das
31 triagens conduzidas nas 25 amostras, 0s genes clfA, etB, etD, fnbA, sasX, hlA,
EDIN, seA, seB, seD, seH, icaB, icaC, Agr lll, Agr IV e cap8 nao indicaram
amplificagdo com bandas correspondentes aos amplicons descritos na literatura.

Nas figuras 3 e Figura 4 é possivel observar o padrdo de bandas formado
para genotipagem do fator de viruléncia de maior frequéncia, o gene TSST,

servindo como exemplificacao da visualizacdo dos resultados em gel de agarose.

2C 5A 5C 5D 10A10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

Figura 3 - Visualizagdo de bandas em gel de agarose do gene TSST, com banda com peso
molecular de 447 pares de bases correspondentes ao tamanho do amplicon do gene. A figura
apresenta os resultados das 19 amostras legendadas no topo da imagem.

Gene: TSST
29A 33A 33B 36A 36B 39A

Figura 4 — Visualizacdo de bandas em gel de agarose do gene TSST, com os resultados
das 6 amostras legendadas no topo da imagem.

4.2— Deteccdo de fatores de viruléncia associados a formagéo de
biofilme e capsula

Quatro genes de formacéao de biofilme e dois genes de formacéo de capsula
também foram analisados com ensaios de PCR. Os fatores de viruléncia
associados a biofilme deste trabalho fazem parte dos genes ica, subdividos nos
quatro tipos correspondentes a icaA, icaB, icaC e icaD e sdo responsaveis pela
sintese do polissacarideo intercelular (PIA), que é um dos principais
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componentes do biofiime de S. aureus (ARCHER et al., 2011). Ja os fatores
associados a formacdo de cépsula correspondem aos genes Cap5 e Cap8,
descritos na literatura como pertencendo a uma familia de codificadores de
capsula ou microcipsula, uma vez que essa estrutura s6 pode ser visualizada
em S. aureus através de micrografia eletrbnica (Salasia, Khusnan e Artanto,
2004).

Das 25 amostras analisadas, 12 apresentaram amplificacdo para pelo menos
um dos 4 genes do grupo ica e dos sorotipos de capsula 5 e 8. Nenhuma das
amostra apresentou resultado simultanemente positivo para 0s genes cap5 e
cap8, no entanto, duas amostras (33A e 33B) apresentaram genotipos
sinergéticos para 2 fatores ica, amplificando os genes icaA e icaD. O Quadro 1,
apresenta a relacdo dos resultados obtidos das 12 cepas positivas para estes

genes.

Quadro 1 - Relacdo dos genes de biofilme e capsula encontrados nas 25 cepas de S.
aureus.

Amostra icaA IcaB IcaC icaD cap5 cap8
5C
5D

10A
11A
11C
12A
18A
18D
20A
24A
33A
33B

Os resultados positivos apresentam marcacdo em verde, relacionando a presenca de amplicon
com a amostra analisada. Os campos em branco representam os resultados negativos para
amplificagdo do gene.

A frequéncia global destes fatores de viruléncia nas 25 amostras é
apresentada na Figura 5, com percentual simples calculado para cada gene. As
frequéncias observadas para os genes de biofilme foram de 32% para icaA, 20%
para icaD e 0% para icaC e icaB. Ja para os genes de capsula foram de 24%

para o sorotipo Cap5 e 0% para sorotipo Cap8.
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Totalde cepes

capE- OH

caps- 24% [N
- 2% I

iac- 0%
iceB- 0%

sa- 325
o 5 10 15 20 25

Figura 5 - Frequéncia de genes de biofilme ica e dos sorotipos de céapsula 5 (Cap5) e 8
(Cap8) nas 25 amostras de S. aureus genotipadas.

O gene gue mais apareceu dentre as Evasinas foi o icaA, como nota-se na
frequéncia apresentada de cada gendtipo encontrado na Figura 5. Nas Figuras
6 e Figura 7 observa-se o resultado do gel de agarose confeccionado com os
ensaios de PCR deste fator de viruléncia. Ainda na Figura 7 (referente a imagem
gerada do gel das amostras 29A, 33A, 33B, 36B e 39A), € possivel observar um
padrdo de amplificacdo inespecifica, com aparecimento de amplicons de peso
molecular ndo consistente com o descrito na literatura para este gene. Destas
amostras, apenas 33A e 33B foram consideradas positivas para a presenca do
gene, pois apresentaram além do padrédo de banda inespecifico, o amplicon com
peso molecular correto para icaA - 770 pares de bases — (Peacock et al, 2002).
As bandas com peso molecular diferente do descrito para o gene, precisam ser
sequenciadas para detectar o que é o amplicon e averiguar o padrdo de
amplificacdo inespecifico.

Gene: icad
2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

7l

Figura 6 - Visualizacdo de bandas em gel de agarose do gene icaA, com banda de peso
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molecular de 770 pares de bases correspondentes ao tamanho do amplicon do gene. A
figura apresenta os resultados das 19 amostras legendadas no topo da imagem.

Gene: icad

29A 33A 33B 36A 36B 39A

Amplicon inespecifico

Figura 7 - Visualizagdo de bandas em gel de agarose do gene icaA, com os resultados das
6 amostras legendadas no topo da imagem. Observa-se padréo de amplificacdo inespecifico
apontado pela linha em cinza.

Quando observamos a frequéncia total de genes por amostra, a cepa 33A foi
a detentora do maior numero de genes, positiva para 10 dos 31 fatores de
viruléncia testados, mostrada em vermelho na Figura 8. Em seguida coloca-se
a amostra 33B, apresentando resultado positivo para 9 genes. Os genes em

comum entre as duas cepas foram clfB, luKED, sel, Agr Il, icaA, icaD e cap5.

IR e,
354 mm
6B
354
336
JIA
258
288
254
Z4B ——
2448 I —
218
Z0C
204
130 e——
154 ——
12 .
11D e
11C
118  e—
10B e
104
S0 ——
SC

54
ZC

=]

5 10 15 20 25 30

Figura 8 - Frequéncia do aparecimento global de fatores de viruléncia por amostra de S.
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aureus genotipada.

4.3— Proporgao entre os fatores de viruléncia encontrados

Os fatores de viruléncia cuja presenca foi positiva em pelo menos uma das
amostras foram organizados em grupos de acordo com sua funcionalidade para
a biologia, interacdo com o hospedeiro ou patogenicidade conferida a S. aureus.

Os genes que codificam produtos de viruléncia de atividade semelhante
foram reunidos de modo a resultar em 7 grupos, com a intencéo de se comparar
qual atividade de viruléncia foi mais representativa entre as 25 amostras
testadas. Os grupos formados foram: Fatores associados a colonizagao (clfB e
fnbB); Hemolisinas (hIB e hlgCB); Exotoxinas (etA e TSST); Leucocidinas (LukPV
e luKED); Reguladores (arcA, Agr | e Agr Il) e o grupo dos fatores de Evasinas
(icaA, icaD e capb).

De acordo com as propor¢des encontradas, o genétipo de viruléncia de maior
frequéncia na colegéo de S. aureus analisada neste trabalho, foi o de Exotoxinas
gue se mostraram presentes em 28% das amostras positivas para pelo menos
um gene triado, seguido sequencialmente pelo gendtipo das Evasinas com 24%,

como é apresentado na Figura 9.

m Fatores de colonizacdo m Hemaolisinas
B Exotoxinas m Leucocidinas
® Reguladaores Evasinas

Figura 9. Comparacédo das proporc¢des de fatores de viruléncia encontrados nas amostras
de S. aureus quando agrupados por fenotipo expresso.

Em uma contagem global, incluindo mesmo as cepas que ndo amplificaram
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nenhum gene, 12 amostras apresentaram fatores de viruléncia aqui agrupados
como Evasinas, 13 apresentaram genes de Exotoxinas, 10 apresentaram genes
de Fatores associados a colonizacédo, 8 apresentaram genes de Reguladores
genéticos, 10 apresentaram genes de Leucocidinas e 3 apresentaram genes de
Hemolisinas. Nenhuma amostra amplificou genes do grupo das Enterotoxinas,
gue neste trabalho compreende somente aos genes seA, seB e seD uma vez
que sel e seH, apesar de codificarem toxinas, foram alocados no grupo dos
Fatores associados a colonizagdo pela atividade putativa de seus produtos
génicos no processo de infeccdo por S. aureus. Desse modo, € possivel
visualizar a distribuicdo de todos os genes de viruléncia encontrados nas

amostras testadas e sua propor¢éo de acordo com a organizacao dos grupos de

fendtipo expressado, na Figura 10.

\!
u"‘

9
<

Figura 10 — Distribuicdo proporcional de todos os fatores de viruléncia positivos na
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colecdo de S. aureus deste trabalho.

5 — DISCUSSAO

O presente trabalho objetivou a identificacdo e frequéncia de fatores de
viruléncia de uma colecdo de amostras de Staphylococcus aureus, que foi
isolada e fenotipada por Perim et al., (2015), e cujos genes de resisténcia foram
analisados por Valéria Christiane da Silva, que foi aluna de Iniciacdo Cientifica
em nosso grupo de pesquisa no ano de 2018. Muitas das cepas analisadas
apresentaram genes de resisténcia, que estava de acordo com o perfil de
multirresisténcia observado por Perim et al., (2015), incluindo cepas S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA). Nesse estudo, as S. aureus isoladas de
pacientes com lesdes nos pés apresentaram mdultiplos genes de viruléncia.
Segundo a literatura, ha indicio de que cepas multirresistentes como MRSA
possuem mais genes de viruléncia em seu genoma (Baba et al., 2002; David &
Daum, 2010), por uma possivel associacdo entre localizacGes adjacentes dessas
duas classes de genes em elementos genéticos moveis, que acabam por ser
transportados juntos quando ha transferéncia genética horizontal (Peacok et al,
2002; Campbell et al., 2008).

No grupo identificado como Fatores associados a colonizacdo, obteve-se
a presenca dos genes clfB (9), fnbB (1) e sel (3). Os genes clIfA e clfB codificam
proteinas conhecidas como clumping factor, adesinas de ligacdo a fibronectina
expressas diferencialmente na presenca ou auséncia de plasma humano
(McDevitt et al., 1994; Siboo et al., 2001). Ja foram encontrados ubiqguamente
em cepas isoladas de amostras de sangue e de pacientes com abcessos, feridas
e queimaduras purulentes (Peacock et al, 2002; Campbell et al, 2008). Esses
dois fatores de viruléncia parecem ser muito comuns e difundidos em varios
clones ao redor do mundo sendo encontrados em pacientes com doencas
invasivas ou mesmo pacientes saudaveis, como apontam Tristan e
colaboradores em seu estudo de 2003, em contraste com os resultados
encontrados no presente trabalho onde a frequéncia desses genes nao foi rara.
Ha indicios, porém, de que ambos os fatores sejam mais relacionados a
infec¢des cronicas intradermais, como em abcessos infectados (Campbell et al,

2008). Ainda assim, a triagem do gene clfA apresentou um padréo de banda néo
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correspondente ao descrito da literatura cosultada para obengéo do protocolo de
PCR, no entanto, 3 bandas nitidas apareceram com o mesmo peso molecular
em amostras diferentes; essas bandas devem ser sequenciadas afim de
identificar o que é o amplicon isolado no gel. No caso dos genes fnbA e fnbB,
estes se apresentam seguindo uma linha evolutiva de adptacéo das bactérias a
diferentes nichos (Loughman et al., 2008; Burke et al., 2010). No presente
estudo, gene fnbB foi presente em apenas uma de nossas amostras. Nos
resultados obtidos por Campbell e colaboradores num estudo conduzido em
2008, mostraram que cepas MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina) eram mais propensas a carregar fnbB e outros genes de viruléncia,
do que cepas MSSA (Staphylococcus aureus Sensivel a Meticilina) ao passo que
fnbA esta mais associado a infec¢bes de carater mais invasivo (Peacock et al,
2002; Tristan et al., 2003). As enterotoxinas codificadas pelos genes sel e seH,
neste trabalho foram alocadas no grupo dos Fatores associados a colonizacao
por seus respectivos efeitos aparentes no processo infeccioso de S. aureus. Sel
€ descrito como um gene cromossomal (de Oliveira Calsolari et al., 2011) e foi
positiva em 13 amostras do presente estudo enquanto seH nao apareceu
nenhuma vez. Estes genes ndo eram largamente descritos até a década de 90,
guando alguns estudos apontaram para a existéncia de mais genes de
enterotoxina proximos ao cluster genético tradicional composto por seA, seB,
seC e seD (Strommenger et al., 2008; Jarraud et al., 2009). De fato, foram
encontrados outros genes associados a producdo dessas enterotoxinas no
trabalho de Jarraud e colaboradores em 2009, conduzindo um estudo com cepas
isoladas na Franca onde todas as suas amostras foram positivas para sel e seG,
indicando ainda pelos ensaios de PCR executados que o0s genes se
encontravam associados em tandem separados por 1,9 kb (kilobases) de DNA
intergénico, 0 que parece ndo ser incomum entre as toxinas estafilocécicas
(Zhang, Jandolo & Stweart; 1998; Lindsay et al., 1998). Em comparacao, seH
parece estar mais associado a infeccbes de tecidos mais profundos em
humanos, como pneumonia e bacteremia, sendo ainda mais encontrado em
contaminagdes animais como em mastites bovinas (Strommenger et al., 2008;
Machado et al., 2014).

O gene EDIN néo esteve presente em nenhum dos isolados do atual trabalho,

também sendo pouco encontrados em outros trabalhos na literatura, como nos
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ensaios de PCR de Thompson e Brown em 2017 que encontraram poucas cepas
positivas para esse genotipo dentre seus isolados da Jamaica. Esse gene é
encontrado em plasmideos (Falugi et al., 2013) e produz um fator que inibe a
diferenciacdo de células epiteliais resultando em lesdes cutaneas graves
(Messad et al., 2013).

O gene sasX também néo foi encontrado em nossas amostras. Este fator de
viruléncia é descrito na literatura como sendo extremamente raro fora de paises
asiaticos; na China ele é fortemente associado a disseminagdo de clones MRSA
em ambiente hospitalar, sendo utilizado como marcador clonal para a cepa
ST239 (Li et al., 2012). O gene encontrado em elemento genético mével do tipo
préfago € indicado com promissor para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas de imunizacao uma vez que sua proteina codificada é expressa na
membrana celular para atuagdo em mecanismos de evasdo imune como
encontrado em doencas pulmonares e abcessos em pacientes em hospitais na
China (Li et al., 2012).

No grupo identificado como Hemolisinas, obteve-se a presenca dos genes
hiB (2) e higCB (1). As hemolisinas séo produzidas em S. aureus atuando na
citolise de leucdcitos e eritrécitos tanto como um ataque direto ao sistema
imunologico quanto para obtencdo de componentes férricos (Malachowa;
DeLeo, 2011; Becker et al., 2014). O gene hlA ndo apresentou amplificacdo em
nenhuma amostra do presente estudo. Por outro lado, Lin et al. descreveu muita
incidéncia deste e de hIB e hilgCB na China em isolados de pacientes de
procedimentos médicos invasivos no ano de 2021. Em outro contexto, gene hiB
foi amplamente encontrado em amostras coagulase-positivas isoladas de
comida de rua no estudo de Salamandane e colaboradores em Mogambique em
2002. A presenca de hIB em S. aureus parece estar associada a uma
transferéncia horizontal entre linhagens limitadas, como sugerido anteriormente
por Booth et al., baseado nos resultados de analises filogenéticas conduzidas
em 2001 que evidenciaram um grande contraste da distribuicdo deste gene em
suas amostras. O fator de viruléncia associado a producéo da hemolisina gama
também teve pouca frequéncia nos resultados do presente estudo, assim como
os achados de Kumar et al. em 2009, onde a presenca de hlgCB representava
menos de 25% das cepas isoladas de ambiente hospitalar, contrastando com os
resultados na China por Lin et al. em 2021. Se a causa da distribuicao diferente
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dos genes de hemolisinas nao for devida somente ao transito mundial das cepas,
mas também tiver relacdo com complexos clonais e linhagens especificas,
diferencas regionais e maior quantidade de espécimes devem ser examinados
com mais profundidade.

Do grupo das Enterotoxinas, as reacdes de PCR n&o acusaram a presenca
de nenhum gene de toxina entérica elencado para esse trabalho. Os genes seA,
seB e seD compdem uma regido plasmidial que codifica para as enterotoxinas
do tipo A, tipo B e tipo D, respectivamente sendo ainda que seA e seD
compartilham intimamente de determinantes imunolégicos (Schad at al., 1997).
Esses genes apresentaram pouca prevaléncia no cenario de infeccbes
hospitalares, sendo mais associados a cepas de infec¢des alimentares (Argudin
et al.,, 2010; Chen & Sangma, 2019; Nasaj et al., 2020) em contraste com as
amostras deste estudo oriundas de feridas em membros inferiores. Machado e
colaboradores, em 2014, ainda associaram o0 gendtipo seD mais
recorrentemente a contaminacgdes de origem animal.

Dos isolados genotipados neste trabalho, 14 amostras apresentaram
amplificagéo para o gene TSST, sendo este portanto, o gene de viruléncia com
maior prevaléncia no presente estudo. Este gene que codifica a exotoxina
considerada superantigeno estafilococico TSST-1, uma proteina de 22
quilodaltons que quando presente no organismo hospedeiro, leva aos sintomas
da sindrome do choque téxico como por exemplo febre alta, descamacdes e
erupcdes cutaneas, hipotensdo, choque hipovolémico podendo evoluir ainda
para faléncia multipla de érgdos (Ahmad-Mansour et al, 2021). Essa toxina foi
amplamente encontrada conservada em linhagens europeias e norte americanas
de S. aureus na década de 1990 até os anos 2000 (Becker et al., 1998; Peacock
et al., 2002; Campbell et al., 2008). Nas amostras oriundas dos EUA, a literatura
reforca uma possivel ligacdo entre a presenca do gene e cepas resistentes,
justificando que o gene é localizado em uma ilha de patogenicidade que deve
ser adjacente a elementos genéticos moveis dotados de genes de resisténcia
(Peacok et al, 2002; Campbell et al., 2008). A grande incidéncia deste gene nas
amostras do presente trabalho esta de acordo com essa hip6tese, uma vez que
a maior parte das cepas utilizadas nesse trabalho foi resistente a maioria dos
antibioticos testados nos testes de fenotipagem, realizados por Perim et al. em
2015.
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Nove amostras deste trabalho apontaram para presenca do gene etA
enguanto nenhuma apresentou o gene etB ou etD. Esses genes codificam para
as exotoxinas esfoliativas ligadas a infec¢cdes de pele em humanos (Dunyach-
Remy et al., 2016), produzindo um quadro de bolhas em infeccdes menos
invasivas (Ladhani et al., 1999). De acordo com a revisao da literatura, sua
distribuicdo em cepas ao redor do mundo nao foi notadamente uniforme (Becker
et al., 1998; RZIKOVA et al, 2005) e enquanto em 2005 RZIKOVA indicou que a
presenca de qualquer gene de toxina esfoliativa ndo precisa ser associada a
presenca genes de resisténcia, Thompson & Brown em 2017 levantaram a
hipétese de uma associacdo entre etB e o elemento regulatorio Agr, baseado
nos resultados de seus ensaios de PCR, ampliando a lacuna para estudos mais
profundos acerca de distribuicéo e associacao entre genes de fendtipos distintos.

Os genes de leucocidinas tem pouca prevaléncia em ambientes nosocomiais,
segundo descreve a literatura. O LukPV é codificado num elemento genético
derivado de bacteriofago, estando bastante associado a S. aureus resistentes a
meticilina associados a comunidade (caMRSA) (Baba et al.,, 2002, David &
Daum, 2010), e o fato de historicamente ter sido pouco reportado em ambiente
clinico-hospitalar consona com os resultados de Lin e colaboradores em 2021
com isolados de pacientes de pds-cirurgia, e também do presente estudo onde
de 25 amostras isoladas de ambiente hospitalar, 6 foram positivas para a
presenca do gene. No trabalho de Strommenger e colaboradores de 2008,
avaliaram cepas comunitarias de amostras oriundas da Alemanha e Europa
Central e LukPV foi indicado como um possivel marcador de cepas de caMRSA.
O gene LUKED, também pertencente a familia das leucotoxinas bicomponentes,
também corroborou pouca frequéncia, sendo encontrado em 4 amostras do
presente trabalho.

Os resultados das PCRs para elementos reguladores genéticos indicaram 10
amostras positivas para 0 gene arcA, 2 para Agr Il e 1 para Agr I. O elemento
arcA € uma ilha genémica dotada de dois operons que por sua vez, produzem
enzimas da via do catabolismo de arginina (Diep et al., 2008; Granslo et al.,
2010). Pouca prevaléncia em espécies estafilococicas de ambiente hospitalar €
reportada no trabalho de Salgueiro e colaboradores de 2017, em contraste com
os resultados deste estudo. A literatura levanta a hipétese de associacdo da

presenca desses elementos com genes de viruléncia, onde dependendo da
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combinagdo encontrada, a associacao pode ser usada como marcador clonal
(Diep et al, 2006). Strommenger e colaboradores indicaram em 2008 que a
combinacéo de arcA e LukPV aponta para a presenca do clone USA300 e essa
configuracéo foi encontrada em um isolado do presente estudo (amostra 11A).
Ja os elementos Agr sdo reguladores genéticos baseados no mecanismo de
guorum-sensing, permitindo as bactérias regularem a expressao de varios genes
de viruléncia de acordo com a densidade populacional (Heinrichs et al., 1996;
Queck et al., 2009). E um elemento associado a infecgdes invasivas graves e
tem distribuicdo diferencial de seus 4 subtipos, o que sugere uma relagéo
evolutiva de adaptacdo das bactérias a diferentes ambientes e hospedeiros
(Queck et al., 2009; Monecke et al., 2013). Notadamente no presente estudo, as
cepas que apresentaram um dos dois alelos Agr positivos (Agr | e Agr 11), também
apresentaram mais de um gene de toxina associado (amostras 5C, 33A e 33B).
Em nosso estudo, o gendtipo Agr | foi positivo em apenas uma amostra, no
entanto, a presenca desse gene estd associada a cepas nosocomiais de
infeccbes graves como endocardite e sepse (Queck et al., 2009). A presenca
desse gene quando associada a outros fatores de viruléncia especificos, pode
também indicar uma adaptac&o bacteriana ao nicho intracelular (Bardiau et al.,
2016).

No grupo dos fatores denominados no presente trabalho como Evasinas,
apareceram icaA (8), icaD (5) e cap5 (6). Os genes do complexo ica sé&o
responsaveis diferencialmente pela sintese e polimerizagdo de PIA
(polissacarideo Intercelular), que compde caracteristicamente o biofilme em S.
aureus (Kropec et al., 2005; Archer et al., 2011). Estes genes se encontram no
cromossomo (Peacock et al, 2002) e estudos indicam que, embora sua presenca
esteja mais relacionada ao ambiente hospitalar (Kumar et al., 2009), se encontra
variavelmente presente nos isolados clinicos (Solati et al., 2015). Gad e
colaboradores, em 2009 no Ird, acharam muito mais producéo de biofilme dos
isolados de urina do que de cateter de dialise; ainda assim, muito menos cepas
foram produtoras do que as encontradas no Egito das mesmas fontes. Silva e
colaboradores relataram em 2002 que de todos os subtipos de ica, icaA e icaD
tem um papel significativo na formacgéo de biofilme em estafilococos. Em 2015,
Solati e colaboradores encontraram todos os genes do complexo em 80 isolados
de Staphylococcus epidermidis, espécie indicada pela literatura como
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reservatorio genético de fatores de viruléncia e resisténcia (Otto, 2013). Em seus
ensaios fenotipicos, as amostras que menos expressavam biofilme
correspondiam as que tinham um gendtipo apenas de icaA + icaD, o que é
corroborado pelo fato que a expressao isolada de icaA induz apenas uma
atividade enzimatica menor, no entanto, para uma producdo completa de
biofilme, & necessaria a coexpressao de pelo menos icaA e icaD (Gerke et al.,
1998; Arciola et al., 2001). Nos resultados do presente estudo, duas amostras
em particular (33A e 33B) apresentaram um gendtipo composto de icaA + icaD
+ capb, sugerindo um alto potencial de evaséo desses isolados em respostas do
sistema imunoldgico e ainda, dificuldade em resposta a farmacoterapias. Desse
modo, o reconhecimento de bactérias aptas a produzir biofilme se prova
importante para prevenir e controlar possiveis surtos epidémicos por estas. Os
genes cap5 e cap8 sdo responsaveis pela expressdo de capsulas
polissacaridicas de diferentes tipos em S. aureus (tipo 5 e tipo 8,
respectivamente). Essa estrutura s6 pode ser visualizada em S. aureus através
de micrografia eletrbnica, portanto também é chamada de microcapsula (Salasia,
Khusnan e Artanto, 2004). A literatura indica que cap5 é mais associado a
infeccbes humanas e cap8, em animais (Kiser et al., 1999; Cabral et al., 2004;
Tuchscherr et al., 2018). Acosta e colaboradores aponta em seu trabalho de
2018 que o genotipo cap8 tende a ser mais virulento por ter mais genes de
viruléncia associado, o que corrobora com Tuchscherr e colaboradores que no
mesmo ano, indica a presenca deste gendtipo em infec¢cdes humanas de carater
mais grave. Ha ainda na literatura a hipotese de que enquanto o genétipo cap5-
Agr | indica para cepas mais adaptadas ao nicho intracelular e gere infecgbes
cronicas, o genotipo cap8-Agrll indica para cepas mais adaptadas ao nicho
extracelular e gere infec¢cdes mais agudas (Bardiau et al. 2016). Das 25 amostras
do presente trabalho triadas para estes genes, nenhuma apresentou resultado
simultaneamente positivo para os dois.

A maior quantidade de fatores de viruléncia foi associada a duas amostras de
um mesmo paciente. A presenca de 11 e 10 fatores de viruléncia distintos
encontrada nas amostras 33A e 33B, respectivamente, pode indicar que o
paciente possivelmente apresentava um quadro de infecgdo mais vigoroso. Estre
as duas amostras, 7 genes eram comuns, indicando ainda a transferéncia

putativa de genes horizontalmente entre bactérias de uma mesma ferida ou de
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feridas distintas de um mesmo hospedeiro, talvez por auto reinfecgcdo ou por

higienizacéo ineficiente.

6 — CONCLUSAO

Foram encontradas nesse estudo bactérias com um perfil de viruléncia
diversos. As diferentes combinacdes de genes encontradas sugere um aumento

na dificuldade de tratamentos para as bactérias de pés diabéticos;

Genes reportados neste trabalho também foram associados a marcadores
clonais e sua presenca demonstra a necessidade uma caracterizacdo molecular
dos perfis de viruléncia mais aprofundada, uma vez que alguns desses

marcadores estdo relacionados a patogenicidade de cepas portadoras.

A presenca difusa do gene da sindrome do choque téxico (TSST) em varios
isolados alerta para o risco de infecgdes com progndstico negativo, podendo
impactar futuramente o sistema publico de saude. Além disso, o
desenvolvimento crescente de infecgbes por Staphylococcus aureus resistentes

a meticilina associadas a expressédo de TSST-1 torna o tratamento mais dificil.

6.1— Perspectivas do trabalho

Com o advento de novas técnicas e metodologias em biotecnologia, ha a
possibilidade de aplicacbes cada vez mais praticas dos conhecimentos
produzidos por ciéncia de base, como os do presente trabalho. Sugere-se
identificacdo dos clones mais prevalentes na cole¢édo de S. aureus, através da
técnica de MLST. A MLST é uma técnica poderosa para estudar a diversidade
genética de bactérias, permitindo a identificacdo de clones emergentes e o
estudo da evolucéo e filogenia de bactérias patogénicas (Maiden et al., 1998).
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Informacdes sobre os primers utilizados nos ensaios de PCR e condic¢des de
programacao no termociclador (temperatura e tempo) em que foram conduzidas

as reacdes para a triagem de cada gene.

Gene Amplicon Namero
alvo Sequéncia do primer (5'-3’), F/R (pb) de CondicGes de Ciclagem
P ciclos
Abl: 942C/5min; Ab: 942C/60seg; Hb:
fnbA CACAACCAGCAAATATAG 1,362 35 509C/60seg/Ext:722C/2min;
CTGTGTGGTAATCAATGTC
Exf: 722C/7min
. (_J H . C_J . .
b GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 523 35 2\2’13205257&.Aybz'o%}e%/szos-eg' "
CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC - B/ EXL. 725 &
Exf:m722C/ 10min
ATTOGCETEECTTCAGTGCT Abl: 942C/5min; Ab: 942C/60seg; Hb:
clfA 1,584 40 45°C/60seg/ Ext: 722C/2min; Exf:722C
CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG B
. gQo ine . gQo . .
A | ATGAAAACACGTATAGTCAGCTCAGTAACAAC 960 35 /;;’ ",CE/’EZ; ogé Z;nEI;'t-A7bi°g::£; 6%/5 iosleg’ Hb:
TTAATTTGTCATTTCTTCTTTTTCCCAATCGA &/ Bxt &
Exf:m722C/ 5min
CTOCACTTACTGACAATAGTGE Abl: 942C/30seg; Ab: 942C/30seg; Hb:
0 . 790 .
hiB O TOATGACTACCTACCITEAGT 309 35 552C/60seg/ Ext: 722C/60seg;
Exf:7292C/7min
GCCAATCCGTTATTAGAAAATGE Abl: 942C/5min; Ab: 952C/60seg; Hb:
hlgCB 938 35 552C/60seg/ Ext: 722C/60seg;
CCATAGACGTAGCAACGGAT
Exf:m722C/ 5min
CTATTTACTGTAGGAGCTAG Abl: 942C/4min; Ab: 942C/30seg; Hb:
etA 741 35 549C/30seg/ Ext: 722C/90seg;
ATTTATTTGATGCTCTCTAT
Exf:7292C/7min
. g H% . (_J . .
ot CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC o1 35 :E (','C% OZ STE';'t_A;Z'OQ; 9%/5 15 seg; Hb:
AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACTC . &/ Bxt: 725 &
Exf:m722C/ 10min
CCCGTTGATTAGTCATGCAG Abl: 942C/3min; Ab: 942C/45seg; Hb:
etD TCCAGAATTITCCCGACTCAG 606 35 559C/45seg/ Ext: 722C/60seg;
Exf:m722C/ Smin (ADAPTADO)
CAACTGCTGATTTAGCTCAG Abl: 942C/3min; Ab: 942C/45seg; Hb:
Seh GTCGAATGAGTAATCTCTAGG 358 35 552C/45seg/ Ext: 722C/60seg;
Exf:m722C/ Smin (ADAPTADO)
. 940 . . 940 . .
JUKED TGAAAAAGGTTCAAAGTTGATACGAG 260 35 ?;’l'c% ogé 3(/)5Eigtj ’;;’;376 ()Cs/queg' Hb:
TGTATTCGATAGCAAAAGCAGTGCA - &/ Btz 725 &
Exf:722C/7min
. (_J H Y . (_J . .
JukS/F-PV |  ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCC 132 35 Q;’léisfg}n&;-Aybz'o%is%/geg' "
L i e !
(PVL) GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC Exfim725C/ Smin (ADAPTADO)
ACME. CCTCAAACTTTGAGAGATGAA Abl: 942C/3min; Ab: 942C/45seg; Hb:
arcA TTACGTACGCCAGCCATGAT 216 35 550C/45seg/ Ext: 72°C/60seg;
Exf:m722C/ 5min (ADAPTADO)
1 95¢ in; Ab: 942C/1min; Hb:
DI GAAGTATCTAATACTTCTTTAGCAGC 625 35 ??lcizoiés?:z’t-A7bzogc;2%inn-qln’ "
TCATTTGACAATTCTACACTTCCAAC &/ Xt '
Exf:m722C/ 10min
Abl: 952C/2ming; Ab: 952C/60seg; Hb:
TSST AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 447 35 559C/60seg/ Ext: 722C/2min;

ATCGAACTTTGGCCCATACTTT

Exf:m722C/ 5min —
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AGAATTAGAAGTACGTCTAAATGC

Abl: 942C/4MIN; Ab: 94°C/A5seg; Hb:

sasX 521 35 559C/45seg/ Ext: 722C/60seg;
GCTGATTATGTAAATGACTCAAATG Exf:m725C/ Smin (ADAPTADO)
. o ine . o . .
| o | | g | St
ACTACTGCTGCGTTAATAAT X728 /Srmin - 35 ciclos
. o ine . o . .
. CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA Abl‘ 94°C/5min; Ab'094 C/30seg; Hb:
icaB AAAGTCCCATAAGCCTGTTT 302 50 542C/30seg/ Ext: 722C/60seg;
Exf:m722C/ 2min
. o ine . o . .
. TAACTTTAGGCGCATATGTTTT Ab(l). 949C/5min; Ab.°94 C/30seg; Hb:
icaC TTCCAGTTAGGCTGGTATTG 400 50 549C/30seg/ Ext: 722C/60seg;
Exf:m722C/ 2min
. o ine . o . .
' ATGGTCAAGCCCAGACAGAG Abl.?4 C/5min; Ab: Qil C/30seg; Hb:
icaD AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA 198 50 55.52C/30seg/ Ext: 729C/40seg;
Exf:m722C/ 2min
. o ine . o . .
Agr ATCGCAGCTTATAGTACTTGT . 35 ’ggl-c 32022 ZTI!T(It'A7b2.°%> 6%/5 Z‘;eg: Hb:
CTTGATTACGTTTATATTTCATC Exf:m722C/7min — 35 ciclos
. o ine . o . .
pgril AACGCTTGCAGCAGTTTATTT 6ol 35 ?8",3201;”;2;.‘\7b2'i‘}s‘éﬁi‘;eg' o
CGACATTATAAGTATTACAACA Exfm728C/7min — 35 ciclos
. o e . o . .
agr i TATATAAATTGTGATTTTTTATTG 2 | 30| orc oy e moscrsonm
TTCTTTAAGAGTAAATTGAGAA Exfm720C/7min 35 ciclos
. o ine . o . .
Agr 1V TATATAAATTGTGATTTTTTATTG 683 35 g\gltigogéz;néz;.A7b2' 0536((2)/:;(;5.%, o
TTCTTTAAGAGTAAATTGAGAA ExFm728C/7rmin — 35 ciclos
. o e . o . .
won GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA ceo 35 ?5182 0(5:2 > ;“E';'t_A;Z'ogc‘} 6%/5 iosleg’ Hb:
CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC §/ Bxt: 127 &
Exf:722C/7min — 35 ciclos
. o e . o . .
ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA Abl: 94 C/min; Ab: 94 C/30seg; Hb:
seB ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT 404 35 522C/45seg/ Ext: 722C/45seg;
Exf:m722C/ 5min
. (_J H% . (_J . .
GTGGTGAAATAGATAGGACTGC Ab‘IJ. 949C/Amin; Ab.°94 C/60seg; Hb:
seD ATATGAAGGTGCTCTGTGG 384 35 579C/60seg/ Ext: 722C/60seg;
Exf:m722C/ 4min
. o e . o ine .
ol AGGCAGTCCATCTCCTGTATAA ces 35 ??lc%mcu/n 5/";; ‘7“2’;,?;16 gs/ezrf“”' Hb:
TGCTCAAGGTGATATTGGTGTAG ) e &
Exf:m722C/ 7min
. (_J H% Y . (_J . .
TGGCGGCAAATTTTACAGTGACAGA Abl: 95 C/5min; Ab: 95 C/60seg; Hb:
clf8 AGAAATGTTCGCGCCATITGGTTT 404 35 602C/60seg/ Ext: 722C/60seg;
Exf:m722C/ 10min
. o e . o . .
COAACCGATGATTGATGCTATTG Ab‘IJ. 942C/5min; Ab.°94 C/ 60 seg; Hb:
Cap5 TGCTATGACTGCACCAGTATTT 555 35 612C/60seg; Ext: 722C/60seg; Exf:
729C/ 5min
Abl: 942C/5min; Ab: 942C/ 60 seg; Hb:
AGGAAATGACGATGAGGATA
Cap8 GGAGG GACGATGAGGATAG 608 35 612C/60seg; Ext: 722C/60seg;

TAGCTTCTGTAGCGGTGAATG

Exf: 722C/ 5min

F/R: Forward/Reverse; pb: pares de bases; Abl: Abertura inicial; Ab: Abertura; Hb: Hibridizagdo; Ext: Extensdo; ExF:

Extenséo final.
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ANEXO B

Resultados das genotipagens dos fatores de viruléncia agrupados em
“Associados a colonizacao”, “Hemolisinas”, “Enterotoxinas”, “Exotoxinas”,
“Leucocidinas” e “Reguladores Genéticos”.

Associados a colonizacao

Gene: clfA (1584pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500p

Gene: clfA (1584pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: clfB (404pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A
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Gene: clfB (404pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

404pb!

Gene: fnbA (1362pb)
2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb—

Gene: fnbA (1362pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb-

Gene: fnbB (523pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb—

Gene: fnbB (523pb)
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29A 33A 33B 36A 36B 39A

Gene: EDIN (625pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

Gene: EDIN (625pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

Gene: sasX (521pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

Gene: sasX (521pb)
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29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: sel (568pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: sel (568pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

568pb

Gene: seH (358pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A 29A 33A 33B 36A 36B 39A

Hemolisinas



69

Gene: hlA (960pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: hlA (960pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: hiB (309pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: hIB (309pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

309pb

Gene: hlgCB (938pb)
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2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

Gene: higCB (938pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Enterotoxinas

Gene: seA (560pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: seA (560pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb
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Gene: seB (404pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: seB (404pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: seD (384pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

Gene: seD (384pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Exotoxinas
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Gene: etA (714pb)

5A 26A

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 2

741pb

Gene: etA (741pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

Gene: etB (612pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: etB (612pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb
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Gene: etD (605pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: etD (605pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb -

Gene: TSST (447pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

447pb

Gene: TSST (447pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

447pb

Leucocidinas
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Gene: LUkPV (432pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

432pb
Gene: LUkPV (432pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: LUKED (269pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

Gene: LUKED (269pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

Reguladores Genéticos

Gene: arcA (216pb)
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2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

216pb

Gene: arcA (216pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

216pb

Gene: AgR | (739pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

739pb

Gene: AgR | (739pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: AgR | (691pb)I
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2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A
: RO S ) ARIUATS S o e

o=y

Gene: AgR 1l (691pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

Gene: AgR 1l (712pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: AgR 1l (712pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: AgR IV (683pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb
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Gene: AgR IV (683pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

ANEXO C
Resultados das genotipagens dos fatores de viruléncia agrupados em
“Evasinas”, correspondentes aos genes associados a formagao de biofiime e
capsula.

Biofilme
Gene: icaA (770pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

Gene: icaA (770pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

Gene: icaB (302pb)
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2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: icaB (302pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: icaC (400pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb

Gene: icaC (400pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb

Gene: icaD (198pb)
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2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

198pb _

Gene: icaD (198pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

198pbg

Gene: cap5 (555pb)

2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

555pb;

Gene: cap5 (555pb)

29A 33A 33B 36A 36B 39A

555pb-

Gene: cap8 (608pb)
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2C 5A 5C 5D 10A 10B 11A 11C 11D 12A 18A 18D 20A 20C 21A 24A 24B 25A 26A

500pb
Gene: cap8 (608pb)
29A 33A 33B 36A 36B 39A

500pb



