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RESUMO

Diversos microrganismos sao capazes de causar infecgdes na mama, contudo,
Staphylococcus aureus é o patégeno mais frequente, estando presente em cerca de
40 a 50% dos casos. Infec¢cdes causadas por S. aureus podem vir a tornarem-se
mais graves em razdo dos diversos genes de viruléncia que esta espécie pode
carrear. O presente estudo teve como objetivo verificar a prevaléncia de S. aureus
resistente & meticilina (MRSA) em infec¢cdes de mama de pacientes atendidas em
um Hospital Universitario bem como pesquisar genes relacionados a viruléncia e
caracterizar geneticamente estes isolados. A investigacéo foi realizada entre 2017 e
2019 e 75 pacientes foram arroladas no estudo. Os dados epidemioldgicos das
pacientes foram obtidos através dos registros em seus prontuarios meédicos. Os
isolados foram submetidos a testes de susceptibilidade e testes moleculares para
tipagem do SCCmec, do gene que codifica a proteina A e para determinar a relacéo
genética entre as amostras. MRSA foi isolado em 43 (54,4%) casos. As amostras
foram susceptiveis a maioria dos antimicrobianos testados, com excecdo a
ampicilina, ciprofloxacina, levofloxacina e eritromicina. O SCCmec |V foi detectado
em todos os isolados, com prevaléncia do subtipo IVa (90,6%). Os genes que
codificam a toxina PVL foram detectados em todos os isolados, bem como os genes
clfA e clfB. Foi observada uma alta frequéncia de hemolisinas, sendo 93% dos
isolados positivos para os genes hla, hild e hlg-2. O gene fnbB foi detectado em
81,3% e cna em 37,2% dos isolados. Os 43 isolados apresentaram apenas trés
pulsotipos geneticamente distintos (A-C), sendo 40 pertencentes ao pulsotipo A, que
apresentou quatro subtipos (A1l-A4). Amostras deste pulsotipo apresentaram o ST8
e seis tipos de spa type: t008, t1405, t1451 e t1767, sendo prevalente o t008 (36
amostras). O perfil genético dos isolados do pulsotipo A foi compativel com o
denominado clone USA300. Este € o primeiro estudo a descrever a disseminacao do
clone USA300 PVL-positivo em infeccbes mamarias no Brasil. A presenca de PVL e
hemolisinas em infeccbes mamarias é preocupante e pode contribuir para o
agravamento da infeccdo. Nenhuma relacao epidemioldgica aparente foi identificada
entre as pacientes, deste modo, alguns hospitais/maternidades podem estar
servindo como fontes para disseminacdo destes isolados que estdo circulando na
comunidade.

Palavras-chave: Infeccbes mamarias; Staphylococcus aureus resistente a
meticilina; USA300; epidemiologia.



ABSTRACT

Several microorganisms can cause infections in the breast, however,
Staphylococcus aureus is the most frequent pathogen, being present in about 40 to
50% of cases. Infections caused by S. aureus can become more serious due to the
different virulence genes that it can carry. The present study aimed to verify the
prevalence of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) in breast infections of patients
treated at a University Hospital, as well as to detect virulence-related genes and to
genetically characterize these isolates. The investigation was carried out between
2017 and 2019 and 75 patients were included. The epidemiological data of the
patients were obtained through the records in their medical records. The isolates
were subjected to susceptibility tests and molecular tests to type the SCCmec, the
gene that encodes protein A, and to determine the genetic relationship between the
isolates. Forty-three MRSA were identified. The isolates were susceptible to most of
the tested antimicrobials, with the exception of ampicillin, ciprofloxacin, levofloxacin,
and erythromycin. SCCmec IV was detected in all isolates with a prevalence of
subtype IVa (90.6%). The genes encoding the PVL toxin were detected in all isolates,
as well as the clfA and clfB genes. A high frequency of hemolysins was observed in
the isolates, 93% positive for the hla, hld and hlg-2 genes. The fnbB gene was
detected in 81.3% and cna in 37.2% of the isolates.The 43 isolates showed only
three genetically distinct pulsotypes (A-C), 40 of which belong to pulsotype A, that
presented four subtypes (A1-A4). Isolates of this pulsotype presented ST8 and six
types of spa: t008, t1405, t1451, and t1767, with t008 being prevalent (36 isolates).
The genetic profile of pulsotype A was compatible with the named USA300 clone.
This is the first study to describe the spread of the USA300 PVL-positive clone in
breast infections in Brazil. The presence of PVL and hemolysins in breast infections
is a cause for concern and may contribute to the worsening of the infection. No
apparent epidemiological relationship has been identified among the patients, thus,
some hospitals/maternity hospitals may be serving as sources for the dissemination

of these isolates to the community.

Keywords: Breast infections; Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; USA300;
epidemiology.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O leite materno € considerado o alimento mais completo para o recém-nascido.
Composto por agua, carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas e sais minerais, faz-
se de extrema importancia para o suprimento das suas necessidades nutricionais.
No entanto, a amamentacdo vai além de prover nutricdo, pois, durante o
aleitamento, a nutriz também fornece anticorpos e imunomoduladores responsaveis
pelo desenvolvimento do sistema de defesa do neonato. Além dos beneficios
supracitados, a amamentacdo promove o fortalecimento do vinculo afetivo entre
mae e filho, sendo este, indiretamente responsavel pelo desenvolvimento
psicossocial do bebé. Neste contexto, quando se aborda a saude da mulher, as
mamas possuem um papel de grande importdncia em razdo das diversas
enfermidades que as acometem, como mastites e cancer. As afec¢cdes que mais
comprometem as mamas sdo as de carater inflamatdrio, como as mastites, que
podem levar a abscessos. Estas enfermidades sdo comumente iniciadas por
microrganismos comensais do corpo humano e seu tratamento € dificultado pela
resisténcia a adesao da paciente ao tratamento, por medo de comprometer a saude
do recém-nascido. Vérias espécies de microrganismos podem estar associadas ao
desenvolvimento de mastites e abscessos, dentre elas Staphylococcus aureus é o
mais prevalente, estando presente em cerca de 40 a 50% dos casos. Além de S.
aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus do grupo B,
enterobactérias, Enterococcus faecalis, Pseudomonas spp. e Candida spp. também
podem ser responsaveis pelo desenvolvimento deste tipo de infec¢do. Estudos
acerca da caracterizacdo de aspectos genéticos dos agentes causadores de
infeccbes de mama em humanos ndo sdo tdo comuns em nosso pais. Neste
contexto, o presente estudo prop0Oe-se a caracterizar as linhagens e avaliar a
presenca de relevantes determinantes de viruléncia em isolados de S. aureus
resistentes a meticilina obtidos de infecgcbes de mama de pacientes atendidas em
um hospital publico da cidade de Vitéria-ES. Com esse estudo, esperamos contribuir
para uma melhor compreensdo em relagdo as caracteristicas do principal agente

desta infec¢do, bem como para prevencdo, manejo e tratamento adequados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Staphylococcus aureus

S. aureus € uma bactéria Gram—positiva, descoberta em 1884 pelo cirurgido
alemao Anton J. Rosenbach. A etimologia do nome Staphylococcus aureus vem do
grego staphyle (de “cachos de uva”), kokkos (de “grdo, semente”) e aureus (de
“ouro”), referindo-se ao modo como as bactérias se encontram agrupadas, a forma
esférica da bactéria e sua cor amarelo-ouro (SCHLEIFER & BELL, 2015).

Em meio de cultura soélido, as colbnias de S. aureus costumam medir de 1 a 2
mm de diametro, possuem formato arredondado, séo lisas, elevadas, apresentam
textura cremosa e coloracdo que pode variar do cinza claro ao amarelo-dourado
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Em agar sangue esta espécie mede entre 0,5 e
1,0 um, é imovel, anaerdbia facultativa, ndo fotossintética, ndo esporulada, €&
produtora das enzimas coagulase e catalase, apresenta metabolismo fermentativo
com producdo de acido e é capaz de crescer em meio contendo 10% de cloreto de
sédio. A faixa de temperatura de crescimento € bem ampla, variando de 7 a 48°C,
sendo de 30 a 37°C a faixa de temperatura 6tima para seu crescimento (KLOOS &
BANNERMAN, 1999; SCHLEIFER & BELL, 2015). Tais caracteristicas permitem que
S. aureus colonize uma variedade de sitios como agua, alimentos, solo e animais de
sangue gquente (GORBACH, 1996).
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Figura 1. a. Lamina de uma coloracao de Gram evidenciando o formato esférico e o arranjo dos

cocos (Fonte: https://bit.ly/2ZCHhRS); b. Staphylococcus aureus cultivado em agar sangue

(Fonte: arquivo pessoal).

S. aureus € um microrganismo comensal do ser humano e pode ser

comumente encontrado na epiderme e fossas nasais, sitio considerado reservatorio
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natural desta bactéria. Estima-se que, aproximadamente, 30% da populacdo mundial
seja portadora persistente desta bactéria e outros 30% sejam portadores
intermitentes. Muitos estudos apontam que a colonizagdo por S. aureus aumenta
significativamente o risco de desenvolvimento de infeccbes comunitarias e
nosocomiais (REBOLLO-PEREZ et al., 2011; LAKHUNDI & ZHANG 2018, BUCHAN
et al., 2019; LEE et al., 2018).

S. aureus € responsavel por causar uma grande quantidade de doencas
(Quadro 1), variando desde infeccoes mais simples de pele e tecidos moles, como
furdnculos e espinhas, a infec¢cdes graves, como pneumonia necrotizante,
endocardite, osteomielite e sepse (TONG et al., 2015; DAYAN et al., 2016; BUCHAN
et al., 2019; TURNER et al., 2019).

Quadro 1: Principais infec¢cdes causadas por Staphylococcus aureus.

Celulite Artrite séptica Intoxicacdes alimentares
Espinhas Empiema Sindrome do choque téxico (SST)
Foliculite Endocardite Sindrome da pele escaldada

estafilococica
Furdnculos Sepse

Feridas Abscessos musculares e cerebrais

Impetigo Meningite
Osteomielite
Pneumonia

Na pratica clinica, cepas de origem comunitaria sdo aquelas diagnosticadas em
pacientes ambulatoriais ou sem fatores de riscos pré-estabelecidos como: cateter
permanente, ter passado por internacao de longa duracdo no ultimo ano ou ter sido
submetido a hemodidlise ou cirurgia (GORWITZ et al., 2006; FIGUEIREDO, 2017). A
portaria n° 2.616 do Ministério da Saude define infeccdo de origem comunitaria
como:

l. “é aquela constatada ou em incubacdo no ato de admissdo do paciente,
desde que ndo relacionada com internacdo anterior no mesmo hospital.

Il a infeccao que esta associada com complicagdo ou extensao da infeccao ja
presente na admissdo, a menos que haja troca de microrganismos com
sinais ou sintomas fortemente sugestivos da aquisi¢cdo de nova infeccéo;

[l. a infeccdo em recém-nascido, cuja aquisicdo por via transplacentaria &
conhecida ou foi comprovada e que tornou-se evidente logo apds o
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nascimento  (exemplo: herpes simples, toxoplasmose, rubéola,
citomegalovirose, sifilis e AIDS);

V. as infeccdes de recém-nascidos associadas com bolsa rota superior a 24
(vinte e quatro) horas (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).”

Cepas de origem hospitalar, por sua vez, estdo diretamente relacionadas aos
cuidados da saude e se manifestam durante ou apds procedimentos hospitalares
e/ou internacdo (ANVISA, 2020). Segundo a portaria n® 2616 do Ministério da Saude
(1998) é definida como infeccdo de origem hospitalar “aquela adquirida apés a
admissdo do paciente e que se manifeste durante a internacdo ou apos a alta,

guando puder ser relacionada com a internacéo ou procedimentos hospitalares. ”

Anteriormente, cepas de origem hospitalar e comunitaria podiam ser bem
diferenciadas molecularmente, onde cepas originadas nos hospitais apresentavam
resisténcia de muitas classes de antimicrobianos, ao passo que cepas de origem
comunitaria eram mais suscetiveis e, comumente, mais virulentas (JUNIE et al,
2018). No entanto, este cenario tem se modificado e cada vez mais cepas com
caracteristicas moleculares de origem comunitaria tém sido encontradas no
ambiente hospitalar (KLEVENS et al., 2006; TAYLOR et al., 2015).

Ha algumas décadas tem sido observado o aumento significativo da
prevaléncia de S. aureus em todo mundo. Atualmente, este patdgeno € considerado
um grave problema de saude publica. Estudo conduzido por PEREIRA-FRANCHI et
al. (2017) em uma unidade bésica de saude em Botucatu-SP relatou a presenca de
S. aureus em 51,5% (88/171) dos casos de ferida cronica. No Brasil, a prevaléncia
de S. aureus como agente de infeccdo hospitalar varia entre 14,5 a 70%,
dependendo da regido estudada (KLEIN & GOULART et al., 2008, BRATRA et al.,
2010; OLIVEIRA & de PAULA, 2012; ANVISA, 2014; ANDRADE-FIGUEIREDO &
LEAL-BALBINO, 2016; PEREIRA-FRANCHI et al., 2017; LA OSSA et al., 2018).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina

S. aureus resistente a meticilina (methicillin-resistant Staphylococcus aureus -
MRSA) é um grande problema de saude publica em todo o mundo desde seu
isolamento, em 1961, um ano apos a insergcdo da meticilina como tratamento para
infeccbes para esse agente (ITO et al.,, 2001; DEURENBERG & STOBBERINGH,
2008; BHATTACHARYA, 2014; LAKHUNDI & ZHANG, 2018). A resisténcia a
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meticilina € atribuida ao gene mecA ou mecC, 0s quais expressam uma proteina
ligante de penicilina alterada, a PBP 2a (Penicillin Binding Protein 2a) e PBP 2c
(Penicillin Binding Protein 2c), respectivamente. A proteina PBP 2c é similar a PBP
2a em 63% de sua conformacao (BALLHAUSEN et al., 2014). Estas proteinas atuam
como transpeptidases que recuperam as funcbes de sintese da parede celular
quando as outras PBPs estdo bloqueadas e, deste modo, mantém a integridade da
célula na presenca de agentes beta-lactamicos (DEURENBERG & STOBBERINGH,
2008; KAISER et al., 2010; LAKHUNDI & ZHANG, 2018).

O gene mecA esta localizado em um elemento genético mével denominado
cassete cromossdmico estafilococico mec (staphylococcal cassette chromosome
mec - SCCmec). Atualmente, 14 tipos distintos de SCCmec estdo descritos na
literatura e sdo classificados do | ao XIV (Figura 2 — | ao XIll). Os tipos | - Xl
encontram-se descritos no site sccmec.org (http://www.sccmec.org/joomla3/
index.php/en/) enquanto os tipos XIllI, XIl e XIV foram descritos nos trabalhos de
KAYA et al. (2018), BAIG et al. (2018;) e URUSHIBARA et al. (2019),
respectivamente. Apesar de mudancas ao longo dos anos, 0s tipos mais
prevalentes ainda sao: I, Il e lll para cepas de HA-MRSA (Hospital-Acquired
Methicillin-Resistant ~ Staphylococcus  aureus), caracterizadas por serem
multirresistentes, e IV e V para cepas CA-MRSA (Community-Associated Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus). Contudo, como mencionado anteriormente, ha
alguns anos registram-se amostras com caracteristicas de CA-MRSA surgindo
dentro das unidades de saude e, por vezes, sendo o patdogeno mais frequente
(DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008; CHAMBERS & DELEO, 2009; DAVID &
DAUM 2010; LIU et al., 2016).
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Figura 2: Tipos, estruturas e classificacdo de 13 tipos de SCCmec e seus complexos. Caixas vermelhas

evidenciando plasmideos e transposons. Fonte: Lakhundi & Zhang (2018).

by

Além do gene responsavel pela resisténcia a oxacilina, o SCCmec abriga

outros genes e estruturas responsaveis pela atividade do elemento movel. Os genes
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regulatorios mecR1 e mecl sdo os responsaveis por induzir e reprimir a transcricao
do gene mecA. Estes genes regulatérios estdo localizados no complexo mec, o qual
pode variar do A ao E, sendo os complexos A e C 0s mais comuns até o presente
momento. Os genes ccr bem como as estruturas ORFs (do inglés: open reading
frame) constituem o complexo ccr. Os genes ccr possuem a funcdo de integrar e
excisar o SCCmec do genoma bacteriano ao passo que as ORFs ainda néo
possuem fungdo totalmente conhecida. Assim como o complexo mec, o complexo
ccr também é subdividido, e, até 0 momento, possui hove complexos distintos (ccrA
ao ccrC e suas variantes). Deste modo, o tipo SCCmec é determinado baseado nos
complexos mec e ccr e 0s subtipos sdo determinados utilizando as regibes
denominadas regides J, as quais carreiam genes acessorios de resisténcia a outros
antimicrobianos ou resisténcia a metais pesados (Figura 2) (KAYA et al., 2018; BAIG
et al., 2018; LAKHUNDI & ZHANG, 2018).

Frequentemente, infeccbes causadas por S. aureus sao precedidas por
colonizacdo nasal, que pode ser identificada na admissao do paciente ou adquirida
durante a internagdo (BANNERMAN, 2003; KLUYTMANS & STRUELENS, 2009). S.
aureus faz parte do grupo denominado ESKAPE, que relne os principais patégenos
nosocomiais juntamente com Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Infec¢oes
causadas por MRSA sdo graves e potencialmente fatais, e ocorrem com maior
frequéncia entre pacientes hospitalizados (CDC, 2020).

Diversos estudos apontam taxas de resisténcia a oxacilina em S. aureus bem
variadas em hospitais por todo o mundo, com taxas que variam de 25 a 250% na
Asia, América do Norte e do Sul (Figura 3), contrastando com locais como a regiéo
da Escandinavia, onde a taxa € inferior a 5% (STEFANI et al.,, 2012; LEE et al.,
2018). No Brasil, as taxas de MRSA também variam conforme regido, no Centro-
Oeste SILVA et al., 2017 relataram taxas de 40% (51/127) enquanto que na regiao
Sudeste as taxas variam entre 43% (120/279) e 59,2 %(45/76) (LA OSSA et al.,
2018; NASCIMENTO et al., 2018).

Taxas de resisténcia a meticilina em amostras da comunidade vém
aumentando em varias regides. Estudo conduzido em S&o Paulo por LA OSSA et al.
(2018) obteve 279 isolados de S. aureus de diversos tipos de infeccédo e 161 foram

23



classificadas como infeccdes de origem comunitaria, sendo 55 (34,1%) de CA-
MRSA.
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Figura 3: Taxas de resisténcia a meticilina em amostras hospitalares de Staphylococcus aureus no
mundo. Fonte: Adaptado de LEE et al. (2018).

Epidemiologia e fatores de viruléncia de S. aureus com énfase na linhagem
MRSA - USA300

Desde o0 advento da biologia molecular, diversas técnicas foram
desenvolvidas para o estudo epidemiolégico de microrganismos. A relevancia de S.
aureus como agente de diversas infec¢des contribuiu para uma busca de métodos
capazes de caracterizar precisamente as linhagens circulantes, tornando possivel
distinguir e compreender a disseminagdo deste patdogeno na comunidade e
hospitais. Além de monitorar a disseminacédo e a circulagdo, os métodos de tipagem
molecular s&o muito utilizados no estudo de eventos evolutivos. Atualmente, os
métodos mais utilizados para tipagem de S. aureus sao: tipagem SCCmec, tipagem
do gene da proteina A (spa typing), clivagem do DNA cromossémico com enzima de

restricdo e posterior separacgéo utilizando eletroforese de campo pulsado (do inglés:
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Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE), Multilocus Sequence Typing (MLST) e
sequenciamento completo do genoma (WGS).

A técnica de tipagem do SCCmec é baseada na identificacdo estrutural deste
elemento genético. Essa identificacdo ocorre através da deteccdo dos elementos-
chave mec e ccr. Em casos como o SCCmec do tipo IV € possivel refinar a
identificacdo utilizando a regido J1 para subtipagem, potencializando o poder de
discriminacéo. A tipagem e subtipagem costumam estar presentes em estudos de

caracterizacao de amostras com esse cassete (MONACO et al., 2016).

A tipagem do gene da proteina A consiste no sequenciamento do gene que
codifica a regido X da proteina A de S. aureus. A regido X € altamente polimorfica e
possui diversas repeticées in tandem. A combinacdo destas repeticdes determina o
spa type (Figura 4) (HARMSEN et al., 2003). A utilizacdo de um Unico locus spa
permite indexar, simultaneamente, micro e macrovariacdes, tornando esta técnica
uma boa escolha para o desenvolvimento de estudos epidemioldgicos locais e
globais. Este método possui diversas vantagens técnicas como rapidez,
reprodutibilidade e producédo de resultados inequivocos que podem ser comparaveis
entre laboratérios gracas a utilizacdo de nomenclatura padrao e de bancos de dados
online. Segundo o Ridom SpaServer (banco de dados spa type), até o presente
momento, foram relatadas 807 repeticdes e 19.600 spa types distintos em todo o

mundo.
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Figura 4: Imagem ilustrativa do gene spa e regido X. a) Esquema do gene spa. Xr é a regido de
VNTR (repeticdo in tandem de namero variavel). b) Modelo exemplificando as repeticdes da regiao Xr
(no exemplo esté ilustrado o spa type t008 sob duas nomenclaturas: Ridom-Harmsen e colaboradores
[numérica inferior] e Kreiswrirth). ¢) Comprimento das repeticbes. Fonte: adaptado de HALLIN,
FRIEDRICH & STRUELENS, 2009.
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Antes do desenvolvimento de técnicas baseadas em sequenciamento, a
clivagem do DNA cromossomico com enzima de restricdo e posterior separacao
utilizando eletroforese de campo pulsado (PFGE) se tornou a técnica padrdo-ouro na
discriminacéao de bactérias (TENOVER, 1997). Descrito pela primeira vez em 1984,
este método € amplamente utilizado até os dias atuais, em razdo do seu alto poder
discriminatério. Muito empregado no estudo de surtos, o PFGE consiste em
aprisionar o DNA em “plugs” de agarose e cliva-lo em sitios especificos utilizando
enzima de restricdo, no caso de S. aureus a enzima utilizada é a Smal. Apoés
clivagem sao gerados de 10 a 30 fragmentos que variam entre 10 e 800Kb de
tamanho. Estes fragmentos sdo submetidos a eletroforese de campo alternado,
promovendo a migracdo dos fragmentos de forma serpentiforme no gel. Ao final
desse processo, visualiza-se o padrao de fragmentacdo de cada amostra. A andlise
desses padrdes € realizada visualmente ou utilizando softwares como Bionumerics e
Gel J que comparam e agrupam os padroes baseado na similaridade entre eles.
Infelizmente, esta técnica ndo conta com uma base de dados a nivel mundial como
spa typing ou MLST, dificultando a comparacéo dos padrbes de fragmentacéo entre
os laboratérios. Os principais clones MRSA dos EUA e de outros paises constam na

base de dados Pulsenet (https://www.cdc.gov/pulsenet/index.html).

Baseado no sequenciamento de sete genes housekeeping, o MLST foi descrito
pela primeira vez por Maiden et al. (1998) propondo um método discriminatério que
superasse 0s problemas de reprodutibilidade entre laboratérios. As sequéncias
obtidas sdo analisadas em software e comparadas com as depositadas no banco de
dados disponivel em http://saureus.mist.net. Cada alelo recebe uma numeracédo e o
conjunto dos sete alelos da origem a um sequence type (ST). O MLST é empregado
para diversos tipos de estudos: estrutura populacional, filogenia, evolugédo, macro-
epidemiologia, entre outros, possibilitando analisar a diversidade genética em

diferentes regiées no mundo.

Nos ultimos anos, a técnica de sequenciamento de genoma completo (WGS)
vem substituindo as demais tipagens citadas anteriormente. Sequenciar todo o
genoma oferece os melhores resultados possiveis para os estudos sobre
similaridade, resisténcia e viruléncia (MONACO et al., 2016). O tamanho do genoma
de S. aureus varia entre 2,6 a 3,1Mb e 15 a 20% séo elementos moveis (TAGINI &

GREUB, 2017). Além de promover uma melhor compreensao dos elementos que
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compdem o genoma, o WGS também ja foi utilizado com sucesso para deteccdo de
surtos de MRSA em UTI neonatal, utilizando andlise de SNP (polimorfismo de
nucleotideo Unico) para diferenciar cepas de surto das demais (KOSER et al.,
2012b; HARRIS et al., 2013).

A maioria dos estudos epidemiologicos com S. aureus trata de linhagens de
MRSA e demonstram que as mesmas estdo em constante evolucdo em decorréncia
da globalizacdo e que, em determinados momentos, linhagens antigas tornam a
reaparecer. O primeiro MRSA, surgido nos anos 60, denominado clone arcaico
(ST250, CC8) comecou a desaparecer na década de 80, dando lugar a outros
clones, como o clone brasileiro (ST239, SCCmec IIlI). Este clone foi o mais
prevalente nos EUA, Australia e Reino Unido na década de 70, depois teve seu auge
na América do Sul e Europa nos anos 80, e por fim, entre os anos 1990 a 2000 foi
prevalente na Asia e Oriente médio. Nos EUA outros clones de origem nosocomial
também se disseminaram e continuam presentes até os dias atuais (Figura 5): como
o clone pediatrico (ST5-SCCmec IV/ USA800), clone New York/Japdo (ST5-
SCCmec II/ USA100), clone Ibérico (ST8-SCCmec IVh/USA500) e EMRSA-16
(ST36-SCCmec IV/USA200) (STEFANI et al.,, 2012; NICHOL et al., 2013). Na
América do Sul, os ST5 e ST239 sdo mais frequentemente encontrados, como o
clone Cordobes-Chileno (ST5-SCCmec 1) presente na Argentina e Coldmbia (EGEA
et al. 2014), este clone substituiu o clone pediatrico que era prevalente ao final da
década de 90 (JIMENEZ et al. 2012). No Brasil, além do clone brasileiro (ST239-
SCCmec Ill), os ST30, ST5 e ST1 séo prevalentes. Assim como o clone pediatrico, o
clone brasileiro parece estar sendo substituido em algumas regides do Brasil (sul e
sudeste) por cepas que carreiam o SCCmec Il e IV (CAIAFFA-FILHO et al., 2013;
DUARTE et al., 2018; BRIDE et al., 2019).
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Figura 5: Distribuicdo geografica dos clones de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina no

mundo (em negrito estdo destacados os clones mais comuns). Adaptado de MONACO et al. (2016).

Desde o surgimento do primeiro MRSA, no inicio dos anos 60, até o final da
década de 80, as infeccBes causadas por este patdgeno estavam relacionadas a
assisténcia a saude (NIMMO & COOMBS, 2008). A partir de 1990, comegaram a
surgir casos de infeccdes por MRSA em individuos saudaveis e sem nenhum tipo de
hospitalizagéo anterior, e que mais tarde seriam relatados como os primeiros CA-
MRSA. Entre 1997 e 1999 a linhagem CA-MRSA denominada USA400 causou
surtos na regido centro-oeste dos EUA, logo apds, em 2001, esta linhagem foi
substituida pelo clone epidémico USA300. Este clone se estabeleceu como
predominante nos EUA causando diversos surtos de infeccéo de pele e partes moles
em individuos saudaveis, como atletas e militares, e também acometia recém-
nascidos e homossexuais. Além de infec¢cdes de pele e partes moles, o USA300
também foi responsavel por infeccbes graves, como sepse e pneumonia
necrotizante (NIMMO, 2012). Em 2005 o clone ja havia sido relatado em outros
continentes, incluindo América do Sul, contudo, ndo se tornou predominante. Em

2011 foi observado que o USA300 além de estar substituindo outras cepas de S.
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aureus, estava causando infeccfes mais graves. Nos dias atuais, USA300 ainda € o
CA-MRSA mais prevalente nos Estados Unidos e, frequentemente, esta associado a
surtos em diversos locais pelo mundo (SEIDL et al.,, 2014; ENSTROM et al.,
2018; GUARDABASSI et al., 2019; HANAWA et al., 2020).

Nomeado de USA300-NAE (North American Epidemic lineage), este clone é
molecularmente caracterizado pela presenca de SCCmec tipo IVa, spa type t008,
ST8/CC8, ACME (elemento movel catabdlico da arginina) e PVL. Comumente,
carreia genes de viruléncia e apresenta resisténcia a poucos antimicrobianos,
geralmente, aos beta-lactamicos e eritromicina. Contudo, nos ultimos anos também
tem sido observado um aumento na resisténcia as fluoroquinolonas (JUNIE et al.,
2018; GUARDABASSI et al., 2019).

Apesar da disseminacao global, o USA300-NAE tem uma baixa prevaléncia no
Brasil, onde clones CA-MRSA pertencentes aos ST5/CC5 e ST30/CC30 ainda séo
prevalentes (MONACO et al., 2016). Descrito pela primeira vez por Ribeiro et al.
(2005), este clone (USA300-NAE) foi relatado poucas vezes ao longo dos anos e,
apos o primeiro caso, Ribeiro et al. novamente notificaram o isolamento de USA300-
NAE em 2007. Em seguida, Schuenck et al. (2009), analisando 20 MRSA,
descreveram uma cepa de USA300 isolada de ferida. Posteriormente, Rossi et al.,
(2014) relataram uma cepa de infec¢do de corrente sanguinea. Mais recentemente,
Zumma et al., (2017) analisaram 61 MRSA obtidos de corrente sanguinea e
identificaram duas cepas do USA300. Bride et al. (2019) investigaram 67 cepas,
entre elas MSSA e MRSA, e identificaram trés de USA300 isoladas de feridas e
abscessos. Em contraste, em outros paises da América do Sul, como Equador e
Colémbia, ha a predominancia da variante latino-americana (USA300-LV) desde
2006 (REYES et al., 2009; JUNIE et al., 2018; MONACO et al., 2017). Esta variante
possui o sistema COMER (elemento movel de resisténcia a cobre e mercurio) no
lugar de ACME e abriga o SCCmec tipo IVc (PLANET et al., 2015), devido as estas
substituices, USA300-LV parece ser menos eficaz na disseminacdo pelo mundo do
gue sua variante norte-americana (NIMMO, 2012), no entanto, ambos os clones
podem causar infec¢des invasivas, sendo, inclusive, o USA300-LV j& relatado como
causador de infeccbes nosocomiais (JIMENEZ et al., 2012; EGEA et al., 2014).
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O sucesso de S. aureus em causar infeccdes deve-se ao grande namero de
fatores de viruléncia que propiciam a colonizacdo, invasao de tecidos e evasao ao
sistema imunologico (FOSTER et al., 2014). Muitas dessas proteinas sdo secretadas
pela bactéria, outras estdo presentes em sua superficie, ancoradas covalentemente
ao peptideoglicano da parede celular. Conhecidas como proteinas ancoradas a
parede celular (CWA), estas proteinas (FNnBPA, FnBPB, CIfA, CIfB, Cna, etc) sdo
responsaveis pela adeséo, formacao de biofilme, aquisicdo de ferro, invasdo celular
e evasdao da imunidade inata e adaptativa. Algumas dessas proteinas e suas
funcdes estéo listadas no Quadro 2 (RASIGADE & VANDENESCH 2014; FOSTER
et al., 2014).

Quadro 2: Principais proteinas ancoradas a parede celular de Staphylococcus aureus.

Fator de aglutinacdo A clfa Adeséo ao fibrinogénio imobilizado; evasédo imune pela
ligacéo de fibrinogénio soluvel.

Fator de aglutinacdo B clfb Adesdo a células epiteliais descamadas; colonizacdo
nasal

Proteinas A de ligacdo a fibronectina fnbpa | Adesé&o a matriz extracelular.

Proteinas B de ligacéo a fibronectina fnbpb | Ades&o a matriz extracelular.

Proteina ligadora de colageno cna | Adesao a tecido rico em colageno; Prevencao da via

classica de ativacdo do complemento.
Proteina de ligacdo a sialoproteina 6ssea bbp Adesao a matriz extracelular.

Proteina D contendo repeticdo de serina- sdrd | Colonizagéo nasal.

aspartato

Proteina E contendo repeticao de serina- sdre | Evaséo imunolégica.

aspartato

Proteina A de superficie regulada por isda | Captacao de heme e aquisicdo de ferro; adeséo a células
ferro epiteliais descamadas; resisténcia para lactoferrina.

Fonte: Adaptado de FOSTER et al, 2014.
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Figura 6: Fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus (estruturais e secretados). Fonte:
GORDON & LOWY (2008).

Acido
lipoteicéico

/

Lipoproteina

Outro importante fator de viruléncia de S. aureus é a producdo de toxinas
(Quadro 3). Estas podem ser divididas em trés grupos: hemolisinas, leucocidinas e
superantigenos. As hemolisinas sdo divididas de acordo com sua acéo litica, a alfa
hemolisina atua formando poros em células nucleadas e eritrcitos, ao passo que a
beta hemolisina é uma esfingomielinase dependente de Mg?* e atua degradando a
esfingomielina encontrada na membrana celular de leucdcitos, neurbnios e
eritrécitos (LINA et al.,, 1999; OTTO, 2015). As leucocidinas, gama hemolisina e
leucocidina de Panton-Valentine (PVL) formam poros em células do sistema
imunoldgico, como neutréfilos polimorfonucleares (PMN) (LINA et al.,, 1999;
BRIZUELA et al., 2016). Por fim, os superantigenos incluem enterotoxinas,
exfoliatinas A e B e a toxina da sindrome do choque téxico (TSST). Estes fatores de
viruléncia sdo essenciais para a sobrevivéncia de S. aureus em seu estado
comensal e durante o processo de invasdo (RASIGADE & VANDENESCH 2013;
FOSTER et al., 2014).
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Quadro 3: Toxinas secretadas por Staphylococcus aureus.

PVL luks, lukF Toxina formadora de poros
a-Toxina hla Toxina formadora de poros

HIgAB (Gama-hemolisina) hlgA, higB Toxina formadora de poros

HIgCB (Gama-hemolisina) hlgC, higB Toxina formadora de poros

LukED lukE, lukD Toxina formadora de poros
LukAB/HG lukA/H, lukB/G Toxina formadora de poros

PSMal - PSMa4 psmal to psma 4 Modulinas soltveis em fenol
PSMpB1, PSMB2 psmB1, psmB2 Modulinas soltveis em fenol
6-Toxina hld Modulinas soluveis em fenol
PSM-mec psm-mec Modulinas soltveis em fenol
e-Toxina cytE Citotoxina

SEA - SEE, SEG sea to see, seq Enterotoxinas, superantigenos de células T
SE-I H to SE-1 Y selh to sely Superantigenos de células T

TSST-1 tst Superantigenos de células T

SpA spa Superantigeno de célula B
B-Toxina hib Esfingomielinase, ligase de biofilme
Toxina exfoliativa A eta Serina protease

Toxina exfoliativa B etb Serina protease

Fonte: Adaptado de TAM &TORRES, 2018 e OLIVEIRA, BORGES & SIMOES, 2018.

De todos os fatores de viruléncia produzidos por S. aureus, a PVL tem sido
uma das mais investigadas ao longo dos anos. Descrita pela primeira vez em 1930,
esta leucocidina bi-componente tem sido apontada como agravante em casos de
infeccdes de pele e tecidos moles em individuos saudaveis (BAKTHAVATCHALAM
et al.,, 2017; TAM & TORRES, 2018). A PVL desempenha diversas fungdes, tais
como: lise de neutrofilos polimorfonucleares, mondcitos e macréfagos humanos,
ativacdo de canais de calcio, alteragBes na transcricdo génica e necrose dependente
de concentracdo (BAKTHAVATCHALAM et al., 2017, OLIVEIRA, BORGES &
SIMOES, 2018). Menos de 5% das cepas de S. aureus sdo capazes de produzir
esta citotoxina, porém, os genes LuUkS-PV e LukF-PV estdo intimamente
relacionados ao CA-MRSA chegando a ser considerado um marcador para cepas de
origem comunitaria (DIEP et al, 2006; BAKTHAVATCHALAM et al., 2017).
Juntamente com ACME (elemento mével catabdlico da arginina) e opp-3 (sistema de

permeacédo de oligopeptideos) a PVL é considerada pec¢a chave para o sucesso do
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clone USA300 em infectar e permanecer no hospedeiro por meio da evasao do
sistema imunoldégico (DIEP et al., 2006).

Além da PVL, ACME e opp-3, o clone USA300 possui outros genes associados
a expressao de fatores de viruléncia. Em uma ilha de patogenicidade estafilocécica
estd contido SaPl5, responsavel por codificar duas enterotoxinas SEQ e SEK
(YARWOOD et al, 2002, TAM &TORRES, 2018). Estas enterotoxinas sao
superantigenos e promovem a estimulacdo de células T que expressam elementos
especificos do receptor V das células T (DIEP et al 2006, TAM &TORRES, 2018).

Em outro elemento genético estad localizado um profago responsavel por
codificar a estafiloquinase (SAK) e a fibrolisina (proteina inibidora da quimiotaxia).
Esta proteina é um agente anti-inflamatério que inibe o recrutamento de neutroéfilos
dependente de Cbha. A estafiloquinase funciona como ativador do plasminogénio
podendo facilitar a disseminacdo bacteriana promovendo a dissolucdo de grandes
coagulos de fibrina (DIEP et al, 2006, VAKILI et al., 2017).

A importancia de Staphylococcus aureus nas infeccdes de mama

O leite materno € o alimento mais completo que existe, sua composicao rica
em gorduras e minerais traz iniUmeros beneficios para o desenvolvimento inicial do
recém-nascido. A composicao do leite varia de individuo para individuo e do periodo
pdés-parto, no entanto, via de regra, o leite apresenta em sua composicdo agua,
carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas, sais minerais, nucleotideos e
imunoglobulinas, tornando-o um alimento ideal para o suprimento das necessidades
nutricionais do neonato (CALIL & FALCAOQ, 2003). Além de nutricdo, o leite materno
€ responsavel pelo inicio do desenvolvimento do sistema imunolégico do recém-
nascido, provendo anticorpos e imunomoduladores. Por fim, destaca-se que o
aleitamento materno promove o contato pele a pele entre mae e filho, estimulando
respostas hormonais, como a producdo de prolactina e ocitocina, que podem,
indiretamente, melhorar o desenvolvimento cognitivo e psicossocial do neonato (DEL
BONO & RABE, 2012).

A amamentacdo é fortemente recomendada pela Organizacdo Mundial da

Saude (OMS) e pelo Ministério da Saude nos primeiros seis meses de vida e
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incentivada até dois anos ou mais (EIDELMAN, 2012; ASCOM & ANVISA, 2019).
Para que o aleitamento seja levado adiante durante esse tempo, deve-se redobrar a
atencdo aos cuidados com a saude da mama em razao das diversas enfermidades

gue as acometem, principalmente no periodo lactacional.

Afeccbes de carater inflamatoério sdo as mais frequentes entre as enfermidades
gue afetam as mamas e a maior causa de abandono do aleitamento (ESPINOLA-
DOCIO et al.,, 2016). A inflamacdo da mama € denominada mastite e pode ser
dividida em diversas categorias e subcategorias, sendo a classificagdo dicotdmica,
lactacional e nao lactacional, a mais utilizada. Desencadeada tanto por
microrganismos quanto por estimulos hormonais, a mastite é favorecida por fatores
gue promovam a estagnacdo do leite, como ingurgitamento, estresse, técnica
incorreta de amamentacgao, uso incorreto de bombas de leite, fissura nos mamilos,
higiene precaria, entre outros (ESPINOLADOCIO et al., 2016).

A maioria das mastites lactacionais evolui para um quadro de abscesso
mamario, principalmente quando a lactante tem a primeira gravidez apos os 30 anos
de idade ou teve gestacdo com mais de 41 semanas. Pacientes diabéticos, obesos e
fumantes tendem a desenvolver infec¢des recorrentes (DENER & INAN 2003;
KATARIA, SRIVASTAVA & DHAR, 2013). O desenvolvimento de abscesso mamario
é relativamente comum em lactantes que tiveram mastite (DENER & INAN 2003). O
tratamento do abscesso envolve inciséo e drenagem do pus, juntamente com uso de
antimicrobianos, contudo, a eficacia do tratamento é dificultada pela resisténcia da
lactante a aderir ao tratamento por receio de comprometer a saude do recém-
nascido (KATARIA, SRIVASTAVA & DHAR, 2013; ESPINOLA-DOCIO et al., 2016).

Por ser rico em nutrientes, o leite materno torna-se um meio de cultura ideal
para o crescimento de microrganismos. Na maioria dos casos, S. aureus € o0 agente
etiolégico mais comumente encontrado nas infeccées, com uma prevaléncia de 40 a
50%, seguido de Staphylococcus epidermidis, Streptococcus do grupo B,
enterobactérias, Enterococcus faecalis e Pseudomonas spp. (CONTRERAS &
RODRIGUEZ, 2011; KATARIA, SRIVASTAVA & DHAR, 2013; BOUTET, 2012;
ESPINOLA-DOCIO et al., 2016). Normalmente, a infeccdo por S. aureus ocorre
atraveés de fissura mamilar, porém, pode ocorrer infeccdo hematogénica. A infeccao

tende a ficar somente em Unico segmento da mama, contudo, sob circunstancias
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que impec¢am a saida do leite, a infec¢do pode se espalhar pelos ductos lacteos e
estroma, acometendo toda a mama (KATARIA, SRIVASTAVA & DHAR, 2013).

A prevaléncia de S. aureus em infec¢cbes de mama varia geograficamente. Em
estudo realizado por RAMAKRISHNAN et al. (2019), analisando 97 casos de
abscessos de mama na Iindia, foi identificada a presenca de S. aureus em 58% das
infeccbes. Na Italia, RIMOLDI et al. (2019) analisaram 60 isolados obtidos de mastite
e abscesso de mama. Neste estudo, S. aureus foi o causador de 78,3% dessas
infecgbes sendo 44,6% MRSA. Na Irlanda, 108 isolados foram analisados por
RUSSELL et al. (2019) que observaram uma taxa de 40,7% de S. aureus nas
infeccdes, sendo que 5,88% eram MRSA. Além de estudos conduzidos com isolados
obtidos diretamente do sitio de infeccdo, analises da microbiota do leite também
demonstram a prevaléncia de S. aureus durante a infeccdo. JIMENEZ et al. (2015)
compararam o microbioma do leite saudavel com o do leite mastitico e observaram
0S géneros Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Elizabethkingia,
Variovorax, Bifidobacterium, Flavobacterium, Stenotrophomonas, Brevundimonas,
Chryseobacterium, Lactobacillus e Enterobacter em mulheres saudaveis ao passo
que no leite de mulheres acometidas por mastite aguda e subaguda foram,
predominantemente, encontradas as espécies S. aureus e S. epidermidis,
respectivamente. O estudo conduzido por PATEL et al. (2017) também verificou a
microbiota do leite humano de mulheres saudaveis e acometidas por mastite. Nas
amostras de mulheres saudaveis foram identificados os géneros Aeromonas,
Staphylococcus, Ralstonia, Klebsiella, Serratia, Enterococcus e Pseudomonas ao
passo que nas amostras de mastite aguda e subaguda a microbiota foi bastante
distinta e drasticamente reduzida, reforcando a hipétese de que mulheres
acometidas por mastite tém menor diversidade microbiana e maior abundancia de

patdgenos oportunistas.

Em gravidas, a maior parte das infeccdes por MRSA séo de pele e partes
moles, como a mastite infecciosa e os abscessos mamarios, estando também
relacionado a casos de pneumonia puerperal, meningite e sepse (CORREA et al.,
2012; CULLINANE et al., 2015; TOGO et al, 2019). O tratamento para
mastite/abscesso lactacional é realizado utilizando antimicrobianos e anti-
inflamatorios orais nao toxicos, evitando que os mesmos sejam excretados no leite.

Os esquemas de antibidticos mais recomendados para o tratamento de infecgbes na
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mama incluem amoxicilina + clavulanato 875 mg (duas vezes ao dia) ou cefalexina
500 mg (quatro vezes ao dia). Alternativamente, quando a paciente possui alergia a
penicilina ou a bactéria é resistente a mesma, outros esquemas sao utilizados como:
ciprofloxacina 500 mg (duas vezes ao dia), clindamicina 300 mg (quatro vezes ao
dia), dicloxacilina 500 mg (quatro vezes ao dia) e o sulfametoxazol/trimetoprima
160/800 mg (duas vezes ao dia) (VALENTE & GROBMYER, 2018). Em casos mais
graves, onde os antimicrobianos de primeira e segunda escolha ndo possam ser
utilizados o tratamento fica limitado ao uso de antimicrobianos como vancomicina,
tigeciclina, linezolida e daptomicina que apresentam custos e toxicidade elevados ou
possuem uso vetado para lactantes (GOULD et al., 2011; RAHIMI, 2016).
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3. OBJETIVOS
3.10bjetivo geral

O presente estudo teve como objetivo verificar a prevaléncia de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em infeccbes de mama de
pacientes atendidas no Hospital Universitario Cassiano Anténio de Morais (HUCAM)
bem como pesquisar genes relacionados a viruléncia e caracterizar geneticamente

estes isolados.

3.2 Objetivos especificos
i.  Determinar a prevaléncia de MRSA em infec¢cbes de mama,
i. Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos normalmente
utilizados na pratica clinica;
iii.  Identificar o tipo de cassete cromossémico mec estafilocécico (SCCmec);
iv.  Investigar a ocorréncia de genes relacionados a adesdo, invasédo e lise
celular;
v. Realizar a tipagem do gene que codifica a proteina A;
vi. Determinar a similaridade genética entre os isolados;
vii.  Identificar os STs circulantes e compara-los com as linhagens circulantes em

outras regides.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO, LOCAL DO ESTUDO E AMOSTRAS BACTERIANAS

Este é um estudo de carater transversal onde foram utilizadas 43 amostras de
MRSA isoladas de infeccdes mamarias coletadas entre o periodo de abril de 2017 a
maio de 2019 de pacientes atendidas no Setor de Ginecologia e Obstetricia do

Hospital Universitario Cassiano Anténio de Morais (HUCAM).

O HUCAM ¢é um hospital-escola referéncia em média e alta complexidades,
incorporado a Universidade Federal do Espirito Santo, localizado na capital do
estado, Vitoria. Direciona seus esforcos para assisténcia, ensino, pesquisa e
extensdo na area da saude, atendendo pacientes de todo o Espirito Santo e estados
adjacentes. O hospital possui 300 leitos ativos e 129 consultérios (36 leitos
dedicados a unidade de saude da mulher e maternidade infantil). Por ano, séo
realizadas mais de 200 mil consultas (aproximadamente, 16 mil consultas e 1.200
procedimentos cirdrgicos por més). Além disso, durante o ano séo realizados cerca
de 500 mil exames de analises clinicas, 14 mil cirurgias, 10 mil interna¢des, 1.500
partos e 25 mil exames por imagem. O HUCAM também se destaca como centro de
referéncia para diagndstico e tratamento de AIDS, tuberculose multirresistente,
maternidade de alto risco, terapia intensiva neonatal e de adulto, transplante renal,
cirurgia geral e cardiaca, hemodindmica e outros atendimentos de maior

complexidade.

As amostras bacterianas deste estudo foram isoladas, primariamente, pelo
Laboratério de Microbiologia do HUCAM. Seguindo os critérios de incluséo, todas as
pacientes que apresentaram sinais de infeccdo nas mamas (destacadamente: dor,
inchaco, febre, enrijecimento, ponto de flutuagcdo e descamacéo) tiveram material
coletado (punc¢do ou drenagem) para analise microbiolégica. A identificacdo das
amostras foi realizada utilizando o sistema automatizado VITEK 2 Compact
(BioMérieux, France). As amostras identificadas como MRSA pelo Laboratério do
HUCAMM foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular e Viruléncia
Bacteriana, localizado no Departamento de Patologia da Universidade Federal do
Espirito Santo e estocadas em caldo TSB (Tryptic Soy Broth - Kasvi, Brasil)

acrescido de 20% de glicerol e mantidas a -20°C.
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4.1.1 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Este estudo obteve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HUCAM, estando registrado sob o CAAE 16343119.5.0000.5060.

4.2 COLETA DE DADOS

Foram coletadas informacdes sociodemograficas e relacionadas ao histérico de
salude das pacientes por meio de consulta aos respectivos prontuarios meédicos. As

informacg0des coletadas estéo descritas no quadro a seguir:

Quadro 4: Informagdes coletadas dos prontuarios médicos das pacientes do estudo.

Paciente:
Idade:

Bairro/Municipio:
Estado civil:
Escolaridade:

Lactante? ( )Sim ( ) Nao

Tipo de parto:
Atendimento: ( ) Ambulatério ( ) Internada
Presenca de doenca de base ( )Nao ( )Sim. Qual?

Uso de antibidticos nos udltimos 30 dias ?: ( )Nao ( )Sim. Qual?

Ha relatos de:
( ) Estase do leite
( ) Fissuras mamilares

( ) Ingurgitamento

( ) Mastite e/ou abscesso anterior
( ) Uso de bomba de sucgéo de leite

4.3 CONFIRMACAO MOLECULAR DA IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS
BACTERIANAS

A confirmacdo molecular da identificacdo das amostras deu-se por meio da
realizacdo do teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacao

do gene nuc, especifico da espécie S. aureus, conforme descrito a seguir.
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4.3.1 EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

Em uma placa de agar sangue, foi realizada uma semeadura em “tapete”, de
modo a cobrir toda a placa com o crescimento bacteriano. Em um microtubo
contendo 400 pL de solucdo de lise (0,5 mL de 5000 unidades/mL de lisozima
[Sigma-Aldrich, EUA]; 0,5 mL 500 unidades/mL de lisostafina [Sigma-Aldrich]; 0,2 mL
de EDTA 0,5 M;0,1 mL Tris 1M; 8,7 mL de agua deionizada) foi adicionado 1/8 do
crescimento da placa e incubado a 37°C por 30 minutos. Ap0s 0 pré-tratamento com
a solucao de lise, utilizou-se o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Pomega, USA) para a liberacéo e purificacdo do DNA, seguindo os procedimentos

determinados pelo fabricante. A armazenagem do DNA obtido foi feita a -2°C.

4.3.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA DETECCAO DO GENE

nuc

Foi realizado segundo o protocolo estabelecido por Brakstad, Aasbakk &
Maeland (1992), com modificagbes. A amplificacdo foi realizada através de um
termociclador (Veriti — Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) utilizando um
volume total de 50 uL para uma reagcdo composta de: 1uL de DNA, 200 pyM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 5 yL do tampé&o da
enzima 10x (10 mM Tris HCI, 25mM KCI), 2 mM de MgCl,, 1,5 U de Tag DNA
polimerase (JumpStar, Sigma-Aldrich) e acrescido de 0,4 uM dos oligonucleotideos
nucl (5GCGATTGATGGTGATACGGTT3’) e nuc2 (5’ AGCCAAGCCTTGACGAAC
TAAAGC 3’). A amplificagdo seguiu as seguintes etapas: desnaturacao inicial a 94°C
por 3 minutos e 30 segundos, seguidos de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2minutos.
Posteriormente, foi realizada uma etapa final de extensdo a 72°C por 5 minutos.
Subsequentemente, os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em TBE (0,89 M Tris [Hexapur], 0,89 M &acido boérico
[Hexapur], 2,5 mM EDTA [Hexapur], pH 8,2), a 100V por 1h:30min. A colorac¢do do
gel foi realizada utilizando solucdo de brometo de etidio a 0,5ug/mL (Hexapur,
Amsterdam-Holanda) por 10 minutos e sua imagem foi capturada em
fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro,UNISCIENCE, Brasil). Como marcador

de tamanho molecular foi utilizado o padrédo de 100 pb DNA ladder (Invitrogen,
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EUA). As amostras que apresentaram uma banda equivalente a 270pb foram

confirmadas como S. aureus.

4.4 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Uma parte dos testes foi realizada utilizando o sistema de identificagéo
automatizada VITEK 2 Compact (BioMérieux, Franca). Os antimicrobianos testados
por este método foram: gentamicina, rifampicina, clindamicina, ciprofloxacina,
eritromicina, levofloxacina linezolida, teicoplanina, sulfametoxazol/trimetoprima e
vancomicina. A interpretacao dos resultados foi feita segundo o Brazilian Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast,2019).

Para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) dos
antimicrobianos oxacilina e vancomicina (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado o método
de microdiluicdo em caldo, conforme preconizado pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) 2018.

Os antimicrobianos foram ressuspensos em agua e diluidos 1:1 em caldo
Mueller Hinton céation ajustado (Sigma-Aldrich). Ap6s a resuspensdo dos
antimicrobianos, os mesmos foram diluidos de forma seriada até obter as
concentracdes de 256 a 2ug/mL. A partir de uma semeadura recente (18-24h), uma
a duas colbnias foram ressuspensas em solucdo salina a fim de obter o padréo de
turvacdo de 0,5 da escala McFarland (~1,5 x 108 UFC/mL). Posteriormente, esta
solucdo foi diluida 1:20 a fim de obter ~1,5 x 10° UFC/mL. Em seguida, foram
adicionados 180uL da diluicdo dos antimicrobianos e 20uL da ressuspenséo
bacteriana a ~1,5 x 10° UFC/mL. Ap6s este procedimento, a placa foi incubada em
estufa bacteriol6gica a 37°C por 18-24h. Apés o periodo de incubacao, foi realizada
a leitura visual dos pocos, onde 0s pogcos que apresentaram turvacado foram
considerados positivos para crescimento microbiano. A concentragdo do primeiro
poco onde ndo houve turvagdo do meio foi considerada a concentragcdo minima
inibitéria da bactéria. O controle positivo utilizado para o teste foi o S. aureus ATCC
25923 e a interpretacao foi realizada segundo os pontos de corte estabelecidos pelo
BRcast (2019).

A CMI de daptomicina foi realizada através de E-test® (BioMerieux). A partir de

uma semeadura recente (18-24h), foram selecionadas de 3 a 5 colbnias para serem
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diluidas em solucdo salina 0,9% (p/v), até atingir o padrdo de turvacdo de 0,5 da
escala de McFarland. Visando obter um crescimento homogéneo em toda placa
contendo agar Miuller-Hinton (Difco), foi utilizado um swab para espalhar a
ressuspensao bacteriana e realizar a semeadura em forma de “tapete”. Em seguida,
as fitas de E-test foram, delicadamente, colocadas sobre o meio de cultura. Apés
incubacéo de 18-24 horas a 35 °C foi realizada a leitura do teste. A interpretacéo do
teste deu-se a partir da leitura do halo de inibicdo criado pela fita graduada
impregnada de antimicrobiano. Considerou-se o ponto graduado onde iniciou o
crescimento microbiano. A leitura ocorreu segundo os parametros estabelecidos
pelo BRcast (2019). Para controle de qualidade do teste foi utilizada a amostra
padrao S. aureus ATCC 25923.

45 TIPAGEM DO CASSETE CROMOSSOMICO ESTAFILOCOCICO mec
(SCCmec)

A identificacdo do tipo de SCCmec das amostras foi realizada de acordo com o
protocolo utilizado por Milheirico, Oliveira & De Lancastre (2007).

A PCR-multiplex foi realizada utilizando 20 oligonucleotideos especificos e
descritos na Tabela 1. Como controles internos da reacdo foram utilizados os
oligonucleotideos mecA P4 e mecA P7, responsaveis pela amplificacdo do gene de
resisténcia mecA.

O volume de reacao foi de 50 pL, sendo constituido por: 1 uL de DNA, 5 pL do
tampéo da enzima (10 mM de Tris-HCI e 25 mM de KCI); 3 mM de MgCI2; 200 uM
de cada deoxinucleotideotrifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen,
Estados Unidos); 2,0 U de Tag DNA polimerase (JumpStar, Sigma-Aldrich); 0,4 uM
dos oligonucleotideos: CIF2 R2 e F2, RIF2 F10 e F13, SCCmec VJI F e R, SCCmec
V-VIJIFeVJ1LR, SCCmec lll-J1 F e J1R; 0,4 uM dos oligonucleotideos ccrC F2 e
ccr R2, dcs F2 e R2, ccrB2 F2 e R2, mecl P2 e P3, mecA P4 e P7; e 0,2 uM dos
oligonucleotideos KDF1 e R1 (Invitrogen).

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti —
Applied Biosystems) obedecendo as seguintes etapas: desnaturacao inicial a 94°C
por 4 minutos, acompanhada por 30 ciclos de 30 segundos de desnaturagcéo a 94°C

mais 30 segundos de anelamento a 53°C e também um minuto de extenséo a 72 °C,
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sendo finalizado com 4 minutos de extensado a 72 °C. ApGs a amplificacdo, o produto
da PCR foi analisado em eletroforese de gel de agarose a 2,5% em tampao TBE
0,5X (Tris 0,89 M, acido bérico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Decorrido o periodo
de 2h de corrida eletroforética a 100 V, o gel foi corado em solucdo de brometo de
etidio (0,5 pg/mL) (Hexapur, Holanda) e sua imagem capturada em
fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro,Uniscience). Como marcador de
tamanho molecular foi utilizado o 100 pb DNA ladder (Invitrogen).

Tabela 1: Identificacdo, sequéncia nucleotidica, especificidade dos oligonucleotideos e tamanhos dos
amplicons da reacdo de PCR-multiplex para tipagem do cassete cromossdmico mec das amostras
deste estudo.

Oligonucleotideos Sequéncia nucleotidica (5'-3") SCCmec/Regiao Amplicons (pb)
cif2 F2 TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG .
. I, regido J1 495

cif2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
dcs F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC »

I, 11, IV e VI, regiao J3 342
decs R1 CTAAATCATAGCCATGACCG
kdp F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC .

I, regiao J1 284
kdp R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
mecl P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC

Il e lll, complexo mec 209
mecl P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC
ccrB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG

Il e IV, complexo ccr 311
ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC
SCCmec Il J1F CATTTGTGAAACACAGTACG »

11, regiao J1 243
SCCmec Il J1R GTTATTGAGACTCCTAAAGC
rif5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG .

11, regido J3 414
rif5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC
ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG

V, complexo ccr 449
cerC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
SCCmecVJ1F TTCTCCATTCTTGTTCATCC N

V, regiao J1 377
SCCmecVJ1R AGAGACTACTGACTTAAGTGG
mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG Controle interno 162
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG positivo

4.6 SUBTIPAGEM DO SCCmec IV

O teste ocorreu seguindo o protocolo estabelecido por Milheirico, Oliveira & De
Lancastre (2007b). A reacdo de PCR-multiplex foi realizada utilizando 14
oligonucleotideos especificos e descritos na Tabela 2. Como controle interno da
reacao foram utilizados os primers ccrB-F e ccrB-R, responsaveis pela amplificacao

do complexo ccr do elemento genético.
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O volume de reacgdo foi de 50 uL, sendo constituido por: 1 uyL de DNA, 5 uL do
tampdao da enzima (10 mM de Tris-HCIl e 25 mM de KCI); 1,5 mM de MgCI2; 50 uM
de cada deoxinucleotideotrifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen,
Estados Unidos); 1,25 U de Taq DNA polimerase (JumpStar, Sigma-Aldrich); 0,4 uM
dos oligonucleotideos: J IVa F, J IVa R, J IVb F e J IVb R; 0,8 yM pmoles dos
oligonucleotideos ccrB2 F, J IVc F e J IVc R; 1,6 uM pmoles dos oligonucleotideos
ccrB2 R, J IVd F and J IVd R; 90 pmoles dos oligonucleotideos IVgF e JIVgR e
180 pmoles dos oligonucleotideos J IVh F and J IVh R.

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti —
Applied Biosystems) obedecendo as seguintes etapas: desnaturagao inicial a 94°C
por 4 minutos, acompanhada por 35 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 94°C
mais 30 segundos de anelamento a 48°C e dois minutos de extensdo a 72 °C, sendo
finalizado com 4 minutos de extensao a 72 °C.

Apos a amplificagéo, o produto da PCR foi analisado em eletroforese de gel de
agarose a 2,0% em tampéao TBE 0,5X (Tris 0,89 M, acido bérico 0,89 M, EDTA 2,5
mM, pH 8,2). Apds o periodo de 1h:30min de corrida eletroforética a 100 V, o gel foi
corado em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Hexapur) e sua imagem
capturada em fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro,Uniscience). Como
marcador de tamanho molecular foi utilizado o 100 pb DNA ladder (Invitrogen).

Tabela 2: Amplicons gerados e oligonucleotideos utilizados para subtipagem do SCCmec IV.

Oligonucleotideos Sequéncia nucleotidica (5'-3") Especificidade Amplicons (pb)
ccrB2 F CGAACGTAATAACATTGTCG ccrB2 (Controle interno) 203
ccrB2 R TTGGCWATTTTACGATAGCC
JIvaF ATAAGAGATCGAACAGAAGC Tipo IVa 278
JIvaR TGAAGAAATCATGCCTATCG
JIVbF TTGCTCATTTCAGTCTTACC Tipo IVb e IVF 336
JIVbR TTACTTCAGCTGCATTAAGC
JIVcF CCATTGCAAATTTCTCTTCC Tipo IVc e IVE 483
JIVcR ATAGATTCTACTGCAAGTCC
JIVdF TCTCGACTGTTTGCAATAGG Tipo IVd 575
JIVdR CAATCATCTAGTTGGATACG
JIVg F TGATAGTCAAAGTATGGTGG Tipo IVg 792
JIVgR GAATAATGCAAAGTGGAACG
JIVh F TTCCTCGTTTTTTCTGAACG Tipo IVh 663
JIVh R CAAACACTGATATTGTGTCG
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4.7 DETECCAO DOS GENES RELACIONADOS A VIRULENCIA BACTERIANA

A deteccéo dos genes IukS/F-PV, hla, hlb, hid, hlg e hlg-2 ocorreu por meio de
PCR-multiplex, segundo o protocolo estabelecido por JARRAUD et al. (2002). Os
amplicons gerados e os oligonucleotideos utilizados para a realizacdo dos testes
estdo descritos na Tabela 3. O volume total de reacdo foi de 25 uL, onde estavam
contidos: 1,0 uL de DNA, 2,5uL de Tampao da enzima Taq (10 mM de Tris-HCl e 25
mM de KCI); 1,5mM de MgCI2, 200 uM de cada deoxinucleotideotrifosfatado (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen), 0,5 U de Tag DNA polimerase (JumpStar, Sigma-
Aldrich) e 0,8uM dos seus respectivos oligonucleotideos. A amplificacdo dos
fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti — Applied Biosystems) com o
seguinte ciclo: desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, acompanhada por 30
ciclos de 1 minuto de desnaturacéo a 95°C mais 1 minuto de anelamento a 55° C e 2

minutos de extensdo a 72°C, sendo finalizado com 10 minutos de extensao a 72 °C.

A deteccéo dos genes fnbB, clfA e clfB ocorreu por PCR multiplex, segundo o
protocolo estabelecido por TRISTAN et al. (2003). O volume da reacao foi de 25 pL
contendo: 1,0 uL de DNA, 2,5 uL de tampéo da enzima Taq (10 mM de Tris-HCl e 25
mM de KCI); 3 mM de MgCI2; 200 uM de cada deoxinucleotideotrifosfatado (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen); 1,5 U de Tag DNA polimerase (JumpStar, Sigma-
Aldrich); 0,8 yM dos respectivos oligonucleotideos. A amplificacdo dos fragmentos
foi realizada nas seguintes condi¢cdes: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos,
acompanhada por 30 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C mais 1 minuto de
anelamento a 55 °C e também um minuto de extensdo a 72 °C, sendo finalizado

com 10 minutos de extenséo a 72°C.

O gene cna foi detectado por PCR simples, segundo o protocolo estabelecido
por TANG et al. (2013). O volume total da reacéo foi de 25uL contendo: 1,0 pyL de
DNA, 2,5 yuL de Tampéo da enzima Taq (10 mM de Tris-HCl e 25 mM de KCI); 2 mM
de MgCl,; 200 uM de cada deoxinucleotideotrifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
(Invitrogen); 1U de Taq DNA polimerase (JumpStar, Sigma-Aldrich) e 0,4 uM dos
oligonucleotideos. A amplificacdo dos fragmentos foi realizada nas seguintes
condi¢bes: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, acompanhada por 35 ciclos de

40 segundos de desnaturacao a 95 °C mais 50 segundos de anelamento a 54 °C e
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50 segundos de extensdo a 72 °C, sendo finalizado com 10 minutos de extenséo a
72°C.

Posteriormente, foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% para
confirmar a amplificacdo dos fragmentos. A eletroforese ocorreu em tampao TBE
0,5X (Tris 0,89 M, acido borico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Depois de 1h:30min
de corrida eletroforética a 100 V, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio
(0,5 png/mL) (Hexapur) e sua imagem capturada em fotodocumentador ultravioleta
(MiniBIS Pro, Uniscience). Como marcador de tamanho molecular foi utilizado 100
pb DNA ladder (Invitrogen).

Tabela 3: Sequéncias nucleotidicas e amplicons dos genes relacionados a viruléncia investigados neste

estudo.
Oligonucleotideos Gene Sequéncia nucleotidica (5'-3") Am?pl:t;:)ons Referéncia
PVL-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA
ukS/E-PV 433 JARRAUD et al.
PVL-2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC (2002)
HLA-1 hlat CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 209 JARRAUD et al.
HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT (2002)
HLB-1 GTGCACTTACTGACAATAGTGC JARRAUD et al.
hlbt 309
HLB-2 GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT (2002)
HLD-1 Hidt AAGAATTTTTATCTTAATTAAGGAAGGAGTG 111 JARRAUD et al.
HLD-2 TTAGTGAATTTGTTCACTGTGTCGA (2002)
mpHLG-1 Hiat GTCAYAGAGTCCATAATGCATTTAA 535 JARRAUD et al.
mpHLG-2 g CACCAAATGTATAGCCTAAAGTG (2002)
mpHLG2-1 hig.ot GACATAGAGTCCATAATGCATTYGT 390 JARRAUD et al.
mpHLG2-2 g ATAGTCATTAGGATTAGGTTTCACAAAG (2002)
FNBB1 GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT TRISTAN et al.
fnbB2 524
FNBB2 CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC (2003)
cnal CGATAACATCTGGGAATAAA TANG et al.
cha 716
cna2 ATAGTCTCCACTAGGCAACG (2013)
clfAl ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT TRISTAN et al.
clfA2 292 2003
clfA2 CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG ( )
clfBl ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC TRISTAN et al.
clfB2 205 2003
clfB2 TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC (2003)
1Multiplex | 2 Multiplex Il
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4.8 ANALISE DO PADRAO DE FRAGMENTACAO DO DNA CROMOSSOMICO
DAS AMOSTRAS COM USO DA ENZIMA DE RESTRICAO Smal E SEPARACAO
EM GEL POR ELETROFERESE DE CAMPO PULSADO (PFGE).

Este teste foi realizado conforme o protocolo estabelecido por VIVONI et al.
(2005).

Inicialmente, as amostras de S. aureus foram semeadas em agar sangue e
incubadas a 37 °C por 24 - 48 horas. Ap6s o crescimento, as colonias foram
ressuspensas em solucéo salina a 0,9% (p/v) até atingirem um padrdo de turvacao
de 3,0 da escala McFarland, correspondendo, aproximadamente, a 9x10® UFC/mL.
Em seguida, 1,5 mL da ressuspensao foram centrifugados em microtubo durante 5
minutos a 4.000 xg. Apds centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e as células
bacterianas foram ressuspensas em 250 pL de solucédo PIV (NaCl 1M, TRIS-HCI 10
mM, pH 7,6). Em seguida, adicionou-se a ressuspenséao 250 uL de agarose de baixo
ponto de fusdo (“low melting point agarose”, Promega, EUA) a 2% dissolvida em
solucéo PIV. A solucdo contendo agarose foi distribuida em moldes retangulares e,
posteriormente, armazenada a 4 °C por 10 minutos para enrijecimento e formacao
dos “plugs”. Subsequentemente, os “plugs” foram incubados a 37° C em uma
solucéao de lise EC (Tris-HClI 6mM, NaCl 1M, EDTA 100 mM, 0,5 Brij 58 e 0,5%
laurilsarcosinato de soédio, pH final 7,5) acrescida de 50.000 U de lisozima (Sigma-
Aldrich) e 50 U de lisostafina (Sigma-Aldrich). Apds 18 horas, a solucédo foi
substituida por 2 mL de solucdo ESP (EDTA 0,4M pH 9,5 1% (p/v) de
laurilsarcosinato de sédio) contendo 0,1mg/mL de proteinase K (Sigma-Aldrich) e foi
novamente incubada, desta vez a 50° C por 18 horas. Decorrido o tempo, a solucéo
anterior foi removida e substituida por 2 mL de uma nova solucdo ESP e
subsequente armazenamento a 4° C. A digestdo do DNA cromossémico iniciou-se
com a lavagem dos “plugs” (quatro lavagens realizadas com tampé&o TE 1X (Tris 10
mm, EDTA 1 mM), cada lavagem com duracdo de 1h, seguidas de incubacdo a
37°C. Na dultima lavagem os “plugs” permaneceram incubados por 18 horas.
Decorrido o tempo, o tampao foi removido e adicionou-se aos “plugs” uma solugao
contendo 250 pL do tampé&o da enzima Smal (Thermo Scientific, EUA) e foi incubado
a 25°C durante 4 horas. Apo0s este periodo, a solucéo foi drenada e adicionou-se um
novo tampao da enzima acrescido de 20 U da enzima de restricdo Smal seguido de
incubacgéo a 25° C por 18 horas. Posteriormente, o tamp&o contendo a enzima Smal
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foi removido e os “plugs” foram aplicados em pocos de gel de agarose a 1%
(Hygradene, EUA) e submersos em tampdo TBE 0,5X (Tris 0,89 M, &cido bdrico
0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2) a 14° C. A eletroforese ocorreu em equipamento de
eletroforese de campo pulsado (CHEF DR Ill, Bio-Rad), utilizando um tempo de
pulso crescente de 1 a 35 segundos, durante 21 horas, a 6 V/cm, em angulagéao de
120°. Apds a corrida, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL)
(Hexapur) por 30 minutos e descorado por 20 minutos com agua destilada, em
seguida, sua imagem foi capturada em fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro,
Uniscience). Como marcador de tamanho molecular foi utilizado o marcador 50-
1.000 kb Lambda Ladder PFGE Marker (New England Biolabs). O padrdo de
fragmentacao das amostras foi verificado utilizando o software Gel J. Amostras com
similaridade acima de 80% foram consideradas do mesmo pulsotipo e com perfil de
bandas idéntico foram consideradas do mesmo subtipo. Além disso, os padrbes de
fragmentacao foram comparados com os descritos por MCDOUGAL et al. (2003).

4.9 TIPAGEM DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA A (spa typing)

A amplificacdo da regido X do gene da proteina A de S. aureus foi realizada

segundo o protocolo estabelecido por Harmsen et al. (2003).

O volume final da reacao foi de 50uL, contendo: 1,25U de Taq DNA polimerase
(JumpStar, Sigma-Aldrich), 5 uL do tampéao da enzima (10 mM de Tris-HCI e 25 mM
de KCI), 3 mM de MgCI2, 200 uM de cada deoxirribonucleotideos trifosfatados
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos), 0,4 uM
de cada oligonucleotideo (Tabela 3) e 1uL de DNA. A amplificacdo dos fragmentos
realizou-se em um termociclador (Veriti — Applied Biosystems) obedecendo as
seguintes etapas: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos seguido por 35 ciclos de
95°C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 90 segundos, finalizando

com extensao a 72°C por 10 minutos.

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados e amplicons gerados na tipagem do gene da proteina

A de Staphylococus aureus.

Nome Sequéncia nucleotidica (5'-3") Amplicons (pb)
spalf TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC 200 a 600
spazr CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT
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Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1,5 % e
corados em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Hexapur) e sua imagem
capturada em fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro, Uniscience). Como

marcador de tamanho molecular foi utilizado o 100 pb DNA ladder (Invitrogen).

Apéds confirmacdo da presenca de uma banda Unica, o produto foi purificado
diretamente do amplificado utilizando o kit Wizard SV gel and PCR Clean-up System
kit (Promega, USA) seguindo as recomendacfes do fabricante. Posteriormente, a
amostra foi sequenciada em aparelho AB 3500 Series Genetic Analyzers Platform
(Applied Biosystems, USA) utilizando o método de Sanger. A andlise das sequéncias
foi realizada utilizando o servidor spa typer (http://spatyper.fortinbras.us/).

4.10 MULTILOCCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

Trés cepas, selecionadas de acordo com os resultados encontrados pela
técnica de PFGE descrita no item 4.8, foram submetidas a técnica de MLST. Para a
amplificacdo dos sete genes constitutivos arcC (quinase de carbamato), aroE
(desidrogenase chiquimato), glpF (glicerol cinase), gmK (guanilato-quinase), pta
(fosfato aciltransferase), tpi (triosefosfato) e yqiL (acetil CoAacetiltransferase) foram
utilizadas as sequéncias descritas na Tabela 5, obtidas a partir do protocolo
estabelecido por ENRIGHT et al. (2000). O alinhamento e edicdo das sequéncias
foram realizados utilizando o programa seaview4 e Bioedit 7.2, respectivamente. Em
seguida, as sequéncias foram consultadas no banco de dados do MLST
(http://saureus.mist.net/). Cada um dos genes possui diversos alelos que recebem
numeracodes distintas a medida que varia¢cdes em sua sequéncia sao identificadas. A
combinacéo dos sete alelos fornece a identidade de um sequence type (ST) e a qual

complexo clonal (CC) ele pertence.
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Tabela 5: Descricao dos oligonucleotideos utilizados e amplicons gerados na realizacdo do multilocus

sequence type.

Amplicons

Nome Sequéncia (5'-3) (o) Gene/Produto
arcup TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC .

570 arcC - Carbamato quinase
arcdn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroup ATCGGAAATCCTATTTCACATTC - .

536 aroE - Shikimato desidrogenase
arodn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpup CTAGGAACTGCAATCTTAATCC . .

543 glpF - Glicerol quinase
glpdn  TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmkup ATCGTTTTATCGGGACCATC . .

488 gmk - Guanilato quinase
gmk dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
ptaup GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG .

575 pta - Fosfato acetil transferase
pta dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tpi up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA _ . .

) 475 tpi — Triosefosfato isomerase

tpi dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
yqiup  CAGCATACAGGACACCTATTGGC 508 yqiL- Acetil coezima A
ygidn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC acetiltransferase
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5. RESULTADOS

ISOLAMENTO BACTERIANO DAS INFECCOES MAMARIAS

Durante a conducao deste estudo, 75 pacientes foram atendidas no HUCAM
apresentando sinais de infecgdo nas mamas e tiveram material coletado para
cultura. Foram isolados 79 microrganismos, sendo trés (3,8%) infeccdes
polimicrobianas. S. aureus foi o agente prevalente, sendo isolado em 73,4% (n = 58)
dos casos e, destes, 79,3% (n = 46) eram MRSA. Os outros microrganismos
identificados foram: Staphylococcus epidermidis (6), Klebsiella pneumoniae (3),
Staphylococcus hominis (2), Pseudomonas aeruginosa (2), Serratia marcencens (1),
Sphingomonas paucimobilis (1), Streptococcus anginosus (1), Corynebacterium
pseudodiptherticum (1), Streptococcus pyogenes (1), Enterobacter cloacae (1)
Escherichia coli (1) e Enterococcus faecalis (1).

Dos 46 MRSA isolados, 43 foram incluidos neste estudo. Trés pacientes que
apresentaram infeccfes por este agente estavam com 0s prontuarios incompletos e
suas respectivas amostras foram excluidas do estudo.

Destes 43 MRSA isolados de infeccbes mamérias, 26 (60,5%) foram de

abscessos e 17 (39,5%) de mastite.

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A faixa etaria das pacientes variou de 18 a 49 anos, sendo a média de idade de
27 (DP+£8.2) anos. A maioria das pacientes residia na cidade de Vitéria (16). As
outras foram oriundas de: Serra (07), Cariacica (07), Vila Velha (6) e Viana (2)
Aracruz (2), Sooretama (1), Alfredo Chaves (1) e Guarapari (1). Quanto ao estado

civil, 27 pacientes afirmaram serem solteiras e 16 casadas.

A escolaridade das pacientes variou entre o 1° grau incompleto ao superior,
sendo a seguinte distribuicdo: 1° grau incompleto (2 - 4,6%), 1° grau completo (4 -
9,6%), 2° grau incompleto (2 - 4,6%), 2° grau completo (20 — 46,5%), superior
incompleto (3 — 6,9%), superior (6 — 13,9%) e sem instrucao/ignorado (6 - 13,9%).
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Apenas trés pacientes ndo estavam em periodo de lactagdo quando
apresentaram a infeccdo. O periodo entre inicio da amamentacdo e 0 aparecimento
de sintomas relacionados a mastite ou abscessos variou entre sete dias e 16 meses
apos o parto. Quanto as trés pacientes nao lactantes, os casos foram relacionados
ao uso de implantes mamarios, a infeccao do sitio cirirgico apés remocéo de cancer

de mama e a problemas relacionados a colocacéo de piercing no mamilo.

Das pacientes lactantes, mais da metade (24) foi submetida a parto cesareo e
nove realizaram parto normal. As sete pacientes restantes ndo tiveram seu tipo de
parto discriminado no prontuario. Com exce¢do de apenas trés pacientes, todos 0s
outros partos ocorreram em outros hospitais, ou seja, ndo foram realizados no
HUCAM.

Majoritariamente, os atendimentos as pacientes foram realizados como
consulta no setor de Ginecologia e Obstetricia (GO) do HUCAM. Além das consultas
feitas na GO (33), também foram realizados atendimentos no ambulatério (4), na
maternidade (3) e em outros setores nao informados no prontuério (3). As pacientes
gue necessitaram realizar a drenagem do abscesso foram internadas para
procedimento cirargico. O tempo de internacdo variou conforme a extensdo dos
procedimentos realizados. Tempos de internacdo acima de dois dias foram
relacionados ao uso de dreno nas mamas (23/43) e administracdo de antimicrobiano

por via endovenosa.

A maioria das pacientes avaliadas (30) ndo apresentou nenhum tipo de
comorbidade (Tabela 6). Dentre as enfermidades que acometiam as demais
pacientes estavam: hipertensao (7), diabetes (3) hipotireoidismo (2), asma (2) e
obesidade (2).

Do total de pacientes, 36 fizeram uso prévio de algum antimicrobiano.
Destacadamente, cefalexina foi o mais prescrito (28 vezes, isolado ou em
associagdo com outro antimicrobiano). Além da cefalexina, os antimicrobianos mais
prescritos foram cefazolina (seis vezes), oxacilina (trés vezes) e cefalotina (trés

vezes).

Queixas comuns das pacientes foram: dor, endurecimento da mama,
dificuldade na saida do leite, inchaco, vermelhiddo e febre. Os relatos dos

profissionais médicos quanto ao estado das mamas foram: hiperemia, eritema, dor a
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palpacao,

febre, mamas rigidas, fissuras mamilares,

ingurgitamento, ductos

dilatados e sinais de flutuacdo. A Tabela 6 apresenta as caracteristicas

demograficas das pacientes envolvidas no presente estudo.

Tabela 6: Dados demograficos coletados das 43 pacientes deste estudo.

STATUS CIVIL N° (%)
Solteira 27 (62,7)
Casada 16 (37,3)
ESCOLARIDADE

GEE;E(?nLédio ou superior 31(72)
Gslzr%ﬁr?stllugéo ou ensino basico 12 (28)
LACTANTE

Sim 40 (93)
Nao 03 (7)
USO PREVIO DE ANTIMICROBIANOS

(até 30 dias anteriores a consulta)

Cefalexina 28
Cefazolina 06
Amoxicilina + clavulanato 04
Ceftriaxona 03
Cefalotina 02
Clindamicina 02
Oxacilina 02
Penicilina 01
Sulfametoxazol/trimetroprima 01
COMORBIDADES

Nenhuma 30 (69,7)
Hipertensédo 05 (11,6)
Diabetes 02 (4,6)
Hipotireoidismo 01 (2,3)
Asma 01 (2,3)
Obesidade 01 (2,3)
Hipotireoidismo e obesidade 01 (2,3)
Asma e hipertenséo 01 (2,3)
Diabetes e hipertensdo 01 (2,3)
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CONFIRMACAO DA ESPECIE ATRAVES DA DETECCAO DO GENE nuc.

O fragmento correspondente ao gene nuc, especifico da espécie S. aureus, foi

detectado em todas as 43 amostras (Figura 7).

500pb =

Figura 7: Foto ilustrativa da eletroforese para detec¢édo do gene nuc. Linha 1: Marcador de tamanho
molecular de 100pb. Linha 2: Controle negativo (Staphylococcus epidermidis ATCC 35984). Linha 3:

Controle positivo (S. aureus ATCC 25923). Linhas 4 a 9: amostras de S. aureus do estudo.

TESTES DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Os perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras testadas estéo

apresentados no Gréfico 1.

A taxa de sensibilidade a gentamicina foi de 95,34% (41/43), seguido por
eritromicina (9,3% - 4/43), levofloxacina e ciprofloxacina (6,9% - 3/43). Todas as
amostras  foram  sensiveis a linezolida, rifampicina, teicoplanina e

sulfametoxazol/trimetoprima.

Todas as amostras foram resistentes a oxacilina, com as CMIs variando entre 4
pg/mL a 64 pg/mL. A MICsy e MICgq foram de 16 pg/mL e 32 pg/mL,
respectivamente. Todas as amostras apresentaram sensibilidade a vancomicina e
daptomicina com as CMIs variando entre 0,5 pg/mL e 2 ug/mL para ambos (Tabela
7).
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Grafico 1: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das 43 amostras de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina deste estudo. AMP - ampicilina; CEF- cefoxitina; ERI - eritromicina; CIP -
ciprofloxacina; LEV - levofloxacina; GEN - gentamicina; CLI - clindamicina; RIF - rifampicina; LIN -

linezolida; TET - tetraciclina; TEI - teicoplanina; SUL/TRI - sulfametoxazol e trimetoprima.

Tabela 7: Determinac¢do da concentra¢cdo minima inibitoria (CMI) de oxacilina, vancomicina

e daptomicina das amostras analisadas neste estudo.

CMI de oxacilina CMI de vancomicina CMI de daptomicina
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
4 8 16 32 64 0,5-1 2 0,5-1 1,5-2
N° de
amostras 9 8 14 10 2 36 7 40 3

TIPAGEM DO CASSETE CROMOSSOMICO ESTAFILOCOCICO mec (SCCmec)

Todas as amostras analisadas foram classificadas como portadoras do
SCCmec tipo IV (Figura 8).
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Figura 8: Foto ilustrativa da eletroforese para tipagem do SCCmec. Linha 1: Marcador de tamanho
molecular de 1kb. Linhas 2 a 4: amostras clinicas do estudo com SCCmec tipo IV. Linha 5: Controle
positivo do SCCmec tipo Il. Linha 6: Controle positivo do SCCmec tipo lll. Linha 7: Controle positivo

do SCCmec tipo IV. Linha 8: amostra sensivel a meticilina.

SUBTIPAGEM DO CASSETE CROMOSSOMICO ESTAFILOCOCICO mec TIPO IV

O SCCmec do tipo IVa foi predominante nas amostras deste estudo, estando
presente em 38 (88,3%) isolados. Dois isolados apresentaram o SCCmec do tipo IVc
e trés isolados n&o amplificaram nenhum dos subtipos pesquisados (a-h). A
associacdo dos tipos de SCCmec com as linhagens encontradas (resultados

descritos adiante) encontram-se na Figura 14.

it

TR

Figura 9: Foto ilustrativa da eletroforese da subtipagem do SCCmec tipo IV. Linha 1: Marcador de
tamanho molecular de 100pb. Linha 2: Controle positivo. Linha 3: Controle negativo. Linhas 4 a 7:

amostras clinicas do estudo. Linha 8: Branco.
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DETECCAO DOS GENES RELACIONADOS A VIRULENCIA

Dentre os genes de viruléncia investigados, todas as amostras apresentaram
os genes IukS/F-PV, clfA e clfB, seguido de 93% positivas para os genes hla, hid e
hig-2, 81,3% positivas para fnbB e 37,2% positivas para cha. Nao houve

amplificacéo para os genes hib e hig.
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Grafico 2: Frequéncia dos genes de viruléncia investigados nas 43 amostras deste estudo. IUKS/F-PV
(Leucocidina de Panton-Valentine), hla (Alfa-hemolisina), hlb (Beta-hemolisina), hld (Delta-
hemolisina), hlg (Gama-hemolisina), hlg-2 (Gama-hemolisina-Variante ), fnbB (Proteina B ligadora de
fibronectina), cIfA (Fator de aglutinagédo A), clfB (Fator de aglutinacdo B) e cna (Proteina ligadora de

colageno).
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Figura 10: Foto ilustrativa da eletroforese para deteccéo dos genes clfA e clfB. Linha 1: Marcador de
tamanho molecular de 100pb. Linha 2: Branco. Linha 3: Controle positivo. Linhas 4 a 14: amostras

clinicas do estudo. Linha 15: branco.
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Figura 11: Foto ilustrativa da eletroforese para deteccdo dos genes codificadores da PVL. Linha 1:
Marcador de tamanho molecular de 100pb. Linha 2: Controle negativo. Linha 3: Controle positivo.

Linhas 4 a 6: amostras clinicas do estudo. Linha 7: Branco.
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Figura 12: Foto ilustrativa da eletroforese para detec¢cdo do gene cna. Linha 1: Marcador de
tamanho molecular de 100pb. Linha 2: Branco. Linha 3: Controle negativo. Linha 4: Controle positivo.

Linhas 5 a 13: amostras clinicas do estudo.
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ANALISE DO PADRAO DE FRAGMENTACAO DO DNA CROMOSSOMICO COM
USO DA ENZIMA DE RESTRICAO Smal E SEPARACAO EM GEL POR
ELETROFERESE DE CAMPO PULSADO (PFGE).

Das 43 amostras analisadas neste estudo, 40 apresentaram o0 mesmo pulsotipo
(A), que foram divididos em quatro subtipos, nomeados de Al a A4
Predominantemente, as amostras deste pulsotipo foram agrupadas no subtipo Al,
representando 81,3% (n= 35) do total, seguido pelo subtipo A2 (n=1/ 2,3%), subtipo
A3 (n=3 / 6,9%) e subtipo A4 (n=1 / 2,3%). Outros trés padrdes de fragmentacéo
foram detectados e agrupados em pulsotipos B (B1- B2) e C (Figura 14).

Utilizando como referéncia os padrboes de fragmentagdo das principais
linhagens de MRSA circulantes, descritos por MCDOUGAL et al. (2003), foi
realizada a andlise e comparacdo das mesmas com as amostras do pulsotipo A. Foi

possivel identificar que as amostras deste pulsotipo pertencem a linhagem USA300.

TIPAGEM DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA A (spa typing)

Foram identificados seis spa type distintos: t008, t433, t692, t1405, t1451 e
t1767. O spa type t008 foi o prevalente, presente em 36 das 43 amostras (Figura
14), seguido do t433 (2/43) e t1451 (2/43). Os demais spa type sO estavam
presentes em uma amostra cada. A Figura 13 ilustra os produtos gerados nas

reacoes de PCR para amplificacdo do gene spa.
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Figura 13: Foto ilustrativa da amplificagdo do gene que codifica a proteina A. Linha 1: Marcador de
tamanho molecular de 100pb. Linha 2: Controle negativo (branco). Linhas 3 a 12: amostras

clinicas do estudo.
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MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

Trés amostras, representativas de cada pulsotipo (subtipos Al, B1 e a Unica

amostra do pulsotipo C), foram selecionadas para a realizacdo do MLST.

A amostra do subtipo Al apresentou o ST8, pertencente ao CC8. O
ST34/CC30 foi identificado na cepa do subtipo B1. A determinacdo do perfil alélico
da amostra do pulsotipo C apresentou uma combinacéo ainda n&o descrita no banco
de dados. O perfil alélico, o ST e o complexo clonal das amostras podem ser

observados na Tabela 8.

Tabela 8: Perfil alélico, sequence type e complexo clonal das trés amostras selecionadas para a

realizacdo do multilocus sequence type.

Numero da Perfis alélicos

amostra / Padréo Sequence Complexo
de PFGE arcC aroE glpF gmk pta tpi ygiL type clonal
8GO /Al 3 3 1 1 4 4 3 ST8 CCs8
25G0O/B1 8 5 5 5 6 3 5 ST34 CC30
38GO/C 3 1 14 23 437 28 1 ND* -

*ND — nao determinado

A Figura 14 apresenta as principais caracteristicas genotipicas e fenotipicas das

amostras do estudo agrupadas de acordo com as linhagens obtidas por PFGE.
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PFGE MLST/  SCCmec Spa type CMI (pg/mL) * Perfil de resisténcia **

(n° de amostras) cc [n° de amostras)  (n° de amostras) OXA VAN DAP (n® de amostras)
. _ AMP - LEV - CIP - ERI— GEN (2)
A1(35) ST8/8 IVa "32)# tt‘ig?lglzjl 64-16 (23) 0,5-1(29) 05-1(33) AMP —LEV—CIP - ERI (30)
ND (3) 1451(2) 84(12) 1,52(6) 152(2) Awp—Lev-cp— @)
| I A2 (1) - IVa t1767 16 1 1 AMP-LEV-CIP-ERI
A3 (3) - Iva (3) t008 64-16 (2) 0,5-1(2) 051(2) AMP-LEV-CIP-ERI (3)
84(1) 152(1) 1,52(1)
I I | A4 (1) - Ve 1008 4 1 1 AMP-LEV-CIP-ERI

| BL(1) ST38/30 v 1433 a 05 <1 AMP-ERI

— I ‘ ] | | | | B2 (1) . Va 433 4 0,5 <1 AMP-ERI

| I c (1) - Iva 692 8 1 <1 AMP

70 80 90 100

Figura 14: Caracteristicas moleculares e fenotipicas das 43 amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina avaliadas neste estudo. * CMI - concentracdo

minima inibitéria; OXA - oxacilina; VAN - vancomicina; DAP - daptomicina. ** - CIP - ciprofloxacina; ERI - eritromicina; LEV - levofloxacina; AMP - ampicilina; GEN -
gentamicina;; * ND - néo determinado.
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6. DISCUSSAO

Embora muitos microrganismos encontrados nas mamas e no leite
materno sejam comensais, varios sdo potencialmente patogénicos e podem
causar infec¢Bes. Bactérias como S. aureus e S. epidermidis sdo os principais
patdogenos encontrados em infeccbes mamarias, porém, Streptococcus,
Klebsiella, Serratia, Corynebacterium e Pseudomonas também apresentam
consideravel frequéncia neste tipo de infeccdo (PATEL et al., 2017; TOGO et
al., 2019; VALENTE & GROBMYER, 2018).

Em nosso estudo, a prevaléncia de S. aureus foi de 73,4%, semelhante
a encontrada nos estudos de CULLINANE et al., (2015), RAMAKRISHNAN et
al., (2017) e RIMOLDI et al., (2019) que obtiverem valores de 58% (16/27),
83% (103/124) e 78,3% (47/60), respectivamente. A prevaléncia de MRSA em
infeccdes mamarias tem aumentado ao longo dos anos, porém, ainda varia
geograficamente e é mais frequente em casos de abscessos mamarios
(BOCCACCIO et al., 2014; BELLINO, 2018). Do total de MRSA, 55,8% (n = 26)
causaram abscessos mamarios. A prevaléncia de abscessos foi muito proxima
a encontrada por BASSETTI et al., (2018) no Brasil, onde MRSA ocorreu em
72% (36/50) dos casos. No entanto, no estudo de RUSSELL et al. (2020) feito
na Irlanda com 108 pacientes, MRSA representou apenas 5,88% dos isolados,
enquanto no estudo de RAMAKRISHNAN et al. (2017), realizado na india, ndo
havia isolados de MRSA entre as 103 amostras do estudo.

A média de idade das pacientes deste estudo (27 * 8,2 anos) foi similar
a encontrada por DEBORD et al. (2016), na Franca e por O'BRIEN et al.
(2019), na Irlanda. DEBORD et al. (2016) analisaram dados de 40 pacientes
que buscaram atendimento para tratar abscessos nas mamas e observaram
uma média de idade de 29,3 anos entre elas. O’'BRIEN et al. (2019), por sua
vez, avaliaram 36 prontuarios de pacientes acometidas por mastite pos-
puerperal e verificaram que a média de idade foi de 33,3 anos. O
desenvolvimento de infec¢cdes de mama é mais frequente em mulheres entre
20 e 50 anos. Nao ha evidencias que a idade materna seja um fator ligado a
infeccbes de mama, no entanto, ha a hipétese de que mées jovens teriam mais
dificuldade em amamentar devido a inexperiéncia, o que levaria a estase do

leite e consequente infeccdo. Por outro lado, em maes senis a dificuldade
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parece estar relacionada ao fato das mesmas trabalharem fora ou possuirem
grandes demandas de afazeres que impossibilitam a amamentacdo numa
frequéncia maior (TAVEIRA & ARAUJO, 2019).

Fatores de risco como o uso de bomba de leite ou protetor de mamilo
ndo foram observados em nosso estudo, entretanto, foram descritos muitos
relatos de ingurgitamento e dificuldade para amamentar. O uso de bombas e
protetores de mamilo promove escoriagcdes que servem de porta de entrada
para patdégenos, porém, as dificuldades na amamentacéo, assim como a pega
inadequada do recém-nascido favorecem a estase do leite e rachaduras nos
mamilos, fatores que também contribuem para a ocorréncia de infeccdo nas
mamas (ESPINOLADOCIO et al., 2016).

Entre os fatores socioecondmicos que podem contribuir para o desmame
precoce e posteriores infecgdes estdo o nivel de escolaridade, a baixa renda e
a auséncia de companheiro (JOCA et al., 2005). Em nosso estudo, além do
fator escolaridade, a associacdo com 0 uso do sistema de saude publico pode
indicar que as pacientes arroladas neste estudo possuem uma situacéo
econdbmica menos favorecida. Contudo, maior nivel de escolaridade ndo parece
ser um fator relevante para a ndo ocorréncia de infeccées de mama, conforme
observado nos estudos realizados na China, realizado por TANG et al. (2014),
gue contou com 695 participantes e no Ird, onde ZARSHENAS et al. (2017)
avaliaram 972 pacientes. Ambos os estudos apresentaram pacientes com alto
nivel de escolaridade e que ainda assim foram acometidas por infeccéo
mamaria. Além disso, em nosso estudo, 68,8% das pacientes declararam seu
estado civil como solteira, fator considerado de risco para o desmame
(VIDUEDO et al., 2015).

As cepas deste estudo apresentaram resisténcia a poucos
antimicrobianos. O perfil das amostras, sendo resistentes aos beta-lactamicos
e eritromicina e sensiveis a clindamicina, corrobora com o padrao USA300 néo
multirresistente. Normalmente, o clone USA300 é suscetivel a diversos agentes
antimicrobianos, com excecédo da oxacilina e eritromicina, contudo, alguns
estudos tém relatado a resisténcia a outros antimicrobianos (fluoroquinolonas,
tetraciclina, clindamicina, gentamicina e mupirocina). Em 2007, HAN et al.
(2007) descreveram a alta frequéncia de isolados USA300 resistentes a

clindamicina e tetraciclina em um ambulatério em Boston — EUA. Esse estudo,
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conduzido com 123 pacientes, identificou duas linhagens de USA300: USA300
-0114 e USA300-0247. Quarenta e nove por cento (36/73) dos isolados da
linhagem USA300-0114 apresentaram resisténcia a clindamicina e outros 14%
(10/73) foram resistentes a tetraciclina. A linhagem USA300-0247 apresentou
porcentagens ainda mais expressivas quando comparada com a linhagem
USA300-0114. Na linhagem USA300-0247, 22 dos 29 isolados apresentaram
resisténcia a clindamicina e 21 a tetracilina. No ano de 2010, foi publicado o
estudo conduzido por MCDOUGAL et al. no qual investigaram 823 isolados de
USA300 (13 padrbes de fragmentacdo distintos) e destes: 72 (9%) eram
resistentes a tetraciclina, 51 (6,2%) resistentes a clindamicina, 22 (2,7%)
resistentes a mupirocina, 5 (0,6%) resistentes ao trimetoprim-sulfametoxazol e
7 (0,9%) eram resistentes a gentamicina. Fora dos EUA a prevaléncia de
USA300 é baixa e a resisténcia a outras classes de antimicrobianos, como
aminoglicosideos, também é reduzida. Um estudo realizado por EGYIR et al.
(2015), em Gana, com 30 isolados de diversas fontes, relatou quatro cepas
com resisténcia as fluoroguinolonas (moxifloxacino e norfloxacino) e
canamicina (aminoglicosideos). Em nosso estudo, apenas dois isolados
apresentaram resisténcia a gentamicina e 40 as fluoroquinolonas ciprofloxacina
e levofloxacina.

Através das analises moleculares, constatamos a presenca do USA300,
com ST8, PVL positivo, SCCmec IVa e com predominancia do t008 sendo
disseminado nas infecgcBes mamarias nas pacientes. Comparando o perfil de
bandas com os perfis descritos amplamente na literatura para as linhagens
USA300 observamos que trata-se das linhagens USA300 norte-americana
(MCDOUGAL et al., 2003; SANCHINI et al., 2013; SEIDL et al., 2014; JUNG et
al., 2016; ENSTROM et al., 2018).

O primeiro registro de amostras do clone USA300 no Brasil foi realizado
por RIBEIRO et al. 2005, na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. A
bactéria foi isolada em 2003 de um paciente atendido em um ambulatério da
cidade. Posteriormente, em 2007, RIBEIRO et al. novamente identificaram um
isolado com o padréo de fragmentacdo do USA300, isolado de um paciente
com infeccao respiratéria também na cidade de Porto Alegre. Apds a primeira
identificacdo em territorio brasileiro, isolados de USA300 ndo foram muito

relatados nas Ultimas duas décadas. Cronologicamente, SCHUENCK et al.,
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(2009), analisaram 20 MRSA oriundos de hospitais no Rio de Janeiro e
descreveram uma cepa com caracteristicas moleculares de USA300 isolada de
ferida. Posteriormente, ROSSI et al. (2014) relataram em S&o Paulo uma cepa
USA300 em infeccdo de corrente sanguinea. Mais recentemente, ZUMMA et
al., (2017) analisaram 61 MRSA obtidos de corrente sanguinea oriundos de
cinco hospitais distintos no Rio de Janeiro e identificaram duas cepas de
USA300. Por fim, BRIDE et al., (2019) investigaram 67 cepas na capital do
Espirito Santo, entre elas MSSA e MRSA, e identificaram trés cepas de
USA300 provenientes de feridas e abscessos.

O spa type t008 foi predominante em nosso estudo (n = 36), no entanto,
para 0 mesmo pulsotipo (A) foram encontrados outros spa types. No estudo
realizado por SEIDL et al., (2014), diferentes spa types foram encontrados para
variantes do clone USA300. Os tipos encontrados foram t121 e t197, enquanto
em nosso estudo foram os spa types t1405, t1451 e t1767. No estudo
conduzido por STRAUSS et al. (2017) sobre a origem do USA300, foram
encontrados os spa type t121 e t112 em cepas isoladas na Africa, mas que
estariam relacionadas ao ancestral comum do USA300 norte-americano
(USA300-NAE). No Brasil, o estudo realizado por ROSSI et al. (2014)
encontrou o spa type t292 em uma cepa USA300 (MRSA IVa PVL-negativo e
ACME-negativo) isolada de infeccdo sanguinea. Outros spa types ja foram
documentados no Brasil (t002, t004, t242, t318, t371, t964, t4912), porém,
intimamente relacionados ao ST5/CC5 e ST30/CC30, os mais prevalentes no
Brasil (CARVALHO et al., 2017; PEREIRA-FRANCHI et al., 2019; RAMUNDO
et al., 2016). De acordo com o banco de dados do servidor spa Ridom, com
excecdo do spa type t1405, que foi relatado apenas em uma cepa MSSA na
Suécia até o momento, os tipos t008, t1451 e t1767 ja foram amplamente
relatados na Europa e América do Norte em cepas de MRSA com ST8.

A andlise da origem da disseminacdo das cepas € um ponto relevante
em nosso estudo. Apesar da semelhanca genética entre elas (pulsotipo A), ndo
h& indicacdo de que as pacientes tenham contraido a bactéria de uma origem
comum. As pacientes residem em locais distintos e foram hospitalizadas para a
realizacdo do parto em maternidades/hospitais diferentes de onde foram
coletadas amostras de infeccdo mamaria (HUCAM). De modo contrario ao

nosso estudo, o trabalho realizado por SANCHINI et al, (2013), na ltalia,
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identificou a ocorréncia de um surto de USA300 dentro de uma maternidade e
tanto a mae quanto os neonatos foram acometidos (n = 17).

A presenca de PVL nas cepas do USA300 contribuiu para este clone se
tornar o CA-MRSA mais virulento (DIEP et al, 2016). Esta leucocidina esta
associada a complicacbes em casos de pneumonia. Um estudo realizado em
coelhos infectados com cepas USA300 PVL-positivo e USA300 PVL-negativo
indicou um papel significativo desta leucocidina no desenvolvimento de
pneumonias graves. Os pulmdes dos coelhos infectados com cepa USA300
PVL-positivo sofreram diversos danos, comprovando que a PVL aumenta a
capacidade de USA300 em causar edema pulmonar, hemorragia alveolar,
hemoptise e morte, caracteristicas clinicas de pneumonia necrosante (DIEP et
al., 2010; DIEP, et al, 2016).

Em nosso estudo, todas as amostras apresentaram o gene da PVL. No
estudo conduzido por TAKADAMA et al. (2018) foram isolados 3.433 S. aureus
de diversas fontes em nove hospitais coreanos, o gene lukS/F-PV foi detectado
em 64 dos 3.433 dos isolados. Dos 64 isolados positivos para IUkS/F-PV, 42
(65,6%) foram identificados como pertencentes a linhagem USA300. No estudo
conduzido por SEIDL et al. (2014), durante os anos de 2001 a 2013 na Suica, a
presenca de PVL em isolados USA300 foi ainda maior, sendo encontrado em
95,7% do total 45/47). Durante os anos de 2017 e 2018, GUARDABASSI et al.
(2019) investigaram 152 isolados de S. aureus obtidos de diversas fontes na
regido do Caribe e observaram que 61 dos 152 dos isolados eram pertencentes
a linhagem USA300 e todos carreavam o gene |lukS/F-PV. A frequéncia de
lukS/F-PV em isolados USA300-LV também é alta (ARIAS et al., 2017)

Outros clones de CA-MRSA, além do USA300, também podem carrear o
gene da PVL, como por exemplo, clone USA400 (ST1-MRSA-IV), clone da
Oceania (ST30-MRSA-1V), clone europeu (ST80-MRSA-1V), clone de
Queensland (ST93-MRSA-IV) e clone de Tawan (ST59-MRSAIV)
(MEDIAVILLA et al, 2012).

As cepas de S. aureus, comumente, possuem genes que codificam
citotoxinas, como hla e outras leucocidinas que causam lise de células
fagociticas (DIEP et al., 2016). Em um estudo comparativo, realizado por
KING et al. (2016), foi avaliada a diferenca de viruléncia entre isolados das
linhagens USA100, USA200, USA300, USA400 e USAG600. Esses autores
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apontaram USA100 e USA300 como as maiores produtores de hemdlise em
placas contendo sangue de coelho, destacadamente o clone USA300, onde
83% (10/12) dos isolados causaram zonas de hemdlise maiores que 200mmz2.
Além disso, foram detectados os genes hla e hlb em todos os isolados. O gene
hla causa lise em diversos tipos de células, como eritrocitos, plaquetas, células
endoteliais e alguns leucécitos. Apesar de ndo ser letal, esta toxina pode
modular respostas celulares, como a liberacdo de 6xido nitrico do endotélio e a
producao de citocinas pro-inflamatorias (INOSHIMA et al., 2011; POPOQV et al.,
2015). Poucas amostras de S. aureus carreiam o gene hlb e seu papel ainda
nao foi totalmente esclarecido, acredita-se que esteja envolvido na evaséo e
sobrevivéncia de S. aureus no corpo humano (TAM & TORRES, 2018).

O perfil de viruléncia encontrado nas amostras deste estudo foi
semelhante ao da cepa hipervirulenta de USA300 descrita por MCCLURE &
ZHANG (2017), que foi isolada de um caso letal de pneumonia necrosante que
ocorreu durante um surto em 2004 no Canada. Diversos genes foram
detectados, incluindo fnbB, cIfA, hla, hid e hlg. Delta hemolisinas (hlg) estéo
presentes em, aproximadamente, 99% dos S. aureus e causam lesédo e
inflamagéo aguda do tecido. Estudos utilizando modelo murino de infecgéo
demonstraram a contribuicdo dessas hemolisinas uma vez que amostras que
ndo sdo produtoras de hlg causam menos lise de neutréfilos e inflamacéo,
permitindo uma sobrevida ao hospedeiro (SPAAN et al. 2014). No Brasil, um
estudo realizado com 119 isolados de feridas e narinas relatou altas
frequéncias dos genes hla, hlb e hld em cepas circulantes, porém, os genes
que codificam a PVL foram detectados apenas em trés cepas (PEREIRA-
FRANCHI et al. 2019)

Apesar de varios mecanismos de viruléncia de S. aureus parecerem
redundantes, eles sdo responsaveis pelo sucesso desta bactéria em evadir o
sistema imunologico e manter a infecgdo por mais tempo. Durante sua
evolucdo, S. aureus adquiriu diversos fatores para poder colonizar e se adaptar
a diferentes sitios, a exemplo a via de arginina desiminase (arc) e o sistema de
permeacdo de oligopeptideos (opp-3), que promovem o0 aumento da viruléncia
e da capacidade de colonizar a epiderme, no entanto, ndo parecem
desempenhar qualquer papel na permanéncia da bactéria em superficies

plasticas ou na invasao celular (WU et al., 2020).
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A disseminacdo de um clone hipervirulento em nutrizes, como relatado
no presente estudo, é alarmante, uma vez que, além de possivelmente causar
danos teciduais a mama, compromete a integridade do alimento e
desenvolvimento do neonato. Este trabalho e seus resultados evidenciam a
importancia de estudos mais aprofundados em relacdo a esse assunto.
Estudos epidemiol6gicos quando enriquecidos com analises moleculares
podem fornecer uma melhor compreenséao de certas enfermidades e auxiliar no
desenvolvimento de novas estratégias de manejo e tratamento. O
conhecimento dos agentes etiolégicos colabora para a vigilancia
epidemiologica e auxilia no monitoramento de surtos e disseminacdo de

patégenos dentro e fora dos hospitais.
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7. CONCLUSOES

Apos os resultados observados, podemos concluir que:

e Nosso estudo demonstrou uma elevada taxa de isolamento de MRSA em

infeccbes mamarias neste hospital.

e As amostras apresentaram resisténcia a poucas classes de antimicrobianos
utilizadas na pratica clinica, demonstrando que diversas opcdes terapéuticas

ainda podem ser utilizadas com seguranga pela parturiente.

e A elevada presenca dos genes da PVL em isolados causando infec¢cdes em
lactantes é extremamente preocupante, uma vez que estas amostras sao,
muitas vezes, mais virulentas que outras e, com isso, tendem a causar danos
mais severos ao tecido mamario, podendo ocasionar perda de funcao e danos

estéticos a mama.

e Além dos genes da PVL, as amostras também apresentaram altas taxas de
genes de hemolisinas, clfA e clfB, que contribui ainda mais para a viruléncia
destes isolados.

e O clone USA300 norte-americano (SCCmec IVa, ST8/CC8, spa type t008 e
PVL positivo) foi encontrado em mais de 90% dos isolados de MRSA,
indicando uma disseminagcdo do mesmo em nossa regido e neste tipo de

paciente.

e Aparentemente, ndo houve qualquer ligacdo epidemiolégica entre as
pacientes que justifique a infec¢éo por cepas de um mesmo clone. Diante disto,
€ possivel aventar que este clone esteja presente em diferentes
hospitais/maternidades e que as parturientes o estejam contraindo durante a
internacdo para a realizacdo do parto ou mesmo que estejam sendo

disseminadas na comunidade.
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e Estudos mais completos em nivel molecular para infecces mamarias sdo
escassos. Este é o primeiro estudo a realizar analises moleculares de cepas de
infeccbes mamarias de MRSA no Brasil e a descrever a disseminacao da

linhagem UA300 neste tipo de infeccéo.
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