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Resumo

A espécie Staphylococcus aureus causa infe¢des de pele e tecidos moles (SSTIs) em humanos
e animais, apresentando varios fatores de viruléncia. Este trabalho teve como objetivo determinar a
frequéncia de diversas caracteristicas associadas a viruléncia em S. aureus associados a SSTIs em
humanos ou animais de companhia, explorando a relacdo destas com fenétipos de resisténcia aos
antibiéticos como a resisténcia a meticilina (estirpes MRSA) e multirresisténcia (MDR). Avaliou-se ainda

0 potencial de viruléncia de estirpes representativas num modelo de infecao.

Estudaram-se 89 estirpes de S. aureus associadas a SSTIs, isoladas de humanos (n=34) ou
animais de companhia (n=55). A tipagem do agr e rastreio dos genes lukS-PV/IukF-PV, que codificam
a leucocidina PVL, foram realizados por PCR. A producdo de biofilme foi avaliada pelo método de
violeta de cristal. O potencial de viruléncia de estirpes representativas foi avaliado num modelo de

infecdo em Galleria mellonella.

A distribuicdo dos tipos de agr foi semelhante nas duas cole¢des, sendo os tipos agrl ou agrll
predominantes. Os genes IukS-PV/IukF-PV foram detetados em 21% e 2% das estirpes de origem
humana ou animal, respetivamente, estando associados as linhagens MRSA-ST8-agrl, e linhagens
relacionadas com S. aureus suscetivel a meticilina (MSSA) ST152-agrl, ST30-agrlll e ST121-agrlV. A
producéo de biofilme foi detetada em 64% das estirpes, sendo mais frequente em estirpes de origem
animal do que humana, e associada a linhagens associadas exclusivamente a humanos (MRSA/MSSA-
ST8-agrl), a animais (MSSA-ST398-agrl) ou a ambos (MRSA-ST22-agrl, MRSA/MSSA-ST5-agrll). Nao
se verificou relacdo estatistica entre producéo de biofilme, tipo de agr, presenca de PVL ou fendétipos
MRSA/MDR. O modelo de infecdo em Galleria mellonella revelou que estirpes MRSA-ST22 produtoras

de biofilme apresentam um potencial de viruléncia superior a estirpe de referéncia S. aureus RN4220.

Este estudo destaca a relevancia dos biofilmes em linhagens de S. aureus associadas a SSTls
em humanos ou animais de companhia, muitas das quais associadas a fen6tipos MRSA e/ou MDR. Foi
ainda demonstrado o potencial de viruléncia destas estirpes, realcando a necessidade de uma

abordagem Uma Sé Saude no estudo das infe¢cdes causadas por S. aureus.

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus; viruléncia; leucocidina de Panton-Valentine; agr; biofilmes;
Galleria mellonella
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Abstract

Staphylococcus aureus is an important agent of skin and soft-tissue infections (SSTIs) in
humans and animals, harboring several virulence factors. This work aims to determine the occurrence
of relevant traits associated with virulence in SSTI-related S. aureus isolated from humans or pets,
exploring their relation with methicillin resistance (MRSA) and multidrug (MDR) phenotypes, and

ultimately evaluating the virulence potential of representative strains in an infection model.

The study collection included eighty-nine S. aureus isolated from humans (h=34) or pets (n=55).
agr typing and screening of PVL-encoding genes, lukS-PV/IukF-PV was performed by PCR. Biofilm
production was evaluated by the crystal violet adhesion assay. The virulence potential of representative

strains was evaluated in a Galleria mellonella infection model.

A similar distribution of agr types was observed in both collections, with agrl and agrll detected
in >95% of all strains. Carriage of lukS-PV/IukF-PV was detected in 21% of human and 2% of animal
isolates, being associated with MRSA-ST8-agrl, methicillin-susceptible (MSSA) lineages ST152-agrl,
ST30-agrlll and ST121-agrlV. Overall, biofilm production was detected in 64% of the strains, yet more
frequent in animals than in humans. This trait was detected in lineages associated solely with humans
(MRSA/MSSA-ST8-agrl), animals (MSSA-ST398-agrl) or both (MRSA-ST22-agrl, MRSA/MSSA-ST5-
agrll). Biofilm production, agr type, PVL carriage or antimicrobial resistance phenotype (MRSA/MDR)
were not statistically associated. The Galleria mellonella infection model revealed that biofilm-producing

MRSA-ST22 strains presented a higher virulence potential than the reference strain S. aureus RN4220.

This study highlights the relevance of biofilm in human and/or animal SSTI-related S. aureus
lineages, many of which associated with MRSA and/or MDR phenotypes. The study also evidenced the
virulence potential of these strains, strengthening the need for a One Health approach in the study of

infections caused by S. aureus.

Keywords: Staphylococcus aureus; virulence; Panton-Valentine leucocidin; agr; biofilms; Galleria

mellonella
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Introducao

1.1 Staphylococcus aureus
1.1.1 Caracteristicas gerais

A espécie Staphylococcus aureus € um dos principais agentes patogénicos responsavel por infecdes
nosocomiais e adquiridas na comunidade, guer em humanos ou em animais?. S. aureus pertence a
familia Staphylococcaceae e ao género Staphylococcus 3. As células de S. aureus tém um diametro
entre 0,5 e 1,5 um, sendo morfologicamente classificadas como cocos, de coloracdo Gram-positiva e

gue formam agrupamentos em cachos de uvas quando visualizadas ao microscépio *.

Em humanos, S. aureus é frequentemente encontrado na pele e membranas mucosas, como narinas
e intestino, podendo também colonizar quase todas as partes do corpo *. E estimado que cerca de 20%
da populacao seja colonizada de forma permanente por esta bactéria, enquanto 30% da populacéo é
colonizada apenas de forma transitdria 5. A colonizagdo por S. aureus também tem sido reportada em
animais, dos quais os animais de producdo, como aves, porcos e gado, se destacam como grandes
reservatorios 2. Animais de companhia, como cées e gatos, ndo sao tipicamente colonizados por esta
bactéria. No entanto, podem ser colonizados de forma transitoria, a qual pode dever-se ao contato

préximo com humanos ou outros animais colonizados por S. aureus 278,

A espécie S. aureus é distinguida de grande parte das espécies do género Staphylococcus pela
producéo de coagulase, uma enzima que converte fibrinogénio em fibrina e que promove a coagulacéo

do sangue °. Esta caracteristica € partilhada por outras espécies como Staphylococcus

pseudintermedius ou Staphylococcus coagulans 2°.
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Para além da capacidade de colonizar o Homem e animais de companhia, S. aureus é ainda
considerado um agente patogénico 2°. Deste modo, a colonizagdo por S. aureus pode atuar como um
reservatorio e contribuir para a dispersdo e/ou futuras infe¢des 2°. De facto, é estimado que 50 a 80%
das estirpes infetantes coincidem com as estirpes colonizadoras, definindo as infe¢cdes por S. aureus
como maioritariamente de origem endogena !!. Por consequéncia, a colonizacdo por S. aureus

representa um risco significativo para a satde publica 2°,

O genoma “core”, o qual inclui os genes essenciais para o metabolismo e replicacdo celular e alguns
genes ndo essenciais envolvidos em funcgfes estruturais e de viruléncia, representa cerca de 70% do
material genético de S. aureus !!. O genoma acessoério de S. aureus, é muito variavel e especifico entre
linhagens clonais, sendo constituido por elementos méveis genéticos (MGEs, do inglés, mobile genetic
elements) como ilhas de patogenicidade, bacteri6fagos, cassetes cromossOmicas, transposdes e

plasmideos, incluindo genes associados a viruléncia, evaséo imunitaria e resisténcia a antibiéticos 1*.

Técnicas de sequenciacdo, como MLST, tém sido utilizadas extensivamente para analisar a estrutura
populacional de S. aureus. Estudos moleculares sugerem que as estirpes de S. aureus variam
fenotipicamente conforme a origem do hospedeiro e que alguns complexos clonais (CCs) estdo
associados a hospedeiros especificos, indicando uma capacidade limitada de transmissédo entre
hospedeiros de diferentes espécies 2. No entanto, mudancas na capacidade de infecdo de diferentes
hospedeiros podem ocorrer e estdo associadas a adaptacées genéticas de S. aureus através de

mutacdes ou da aquisicdo de MGEs 2.

1.1.2 Relevanciaclinica em humanos e animais

S. aureus pode causar uma grande variedade de infe¢des, desde infecbes de pele e tecidos moles
(SSTIs) a infe¢cdes invasivas graves como a bacteriemia, endocardite e pneumonia
910 Adicionalmente, S. aureus é capaz de produzir uma gama diversa de toxinas e superantigénios
gue podem levar a diversas toxinoses como a sindrome do choque téxico, intoxicagcdo alimentar
estafilocdcica e sindrome da pele escaldada °L.

Em humanos, as SSTls sdo um dos tipos de infe¢do mais comuns causados por S. aureus. Na pele, S.
aureus pode invadir a barreira cutédnea através dos foliculos pilosos, causando foliculites ou infe¢fes
mais graves como o furdinculo °%°, Os furiinculos podem evoluir, ocorrendo invasdo progressiva dos
tecidos adjacentes com danos extensivos dos mesmos, sendo esta evolugéo da infecdo designada por
carblnculo 2. S. aureus também é um importante agente causador de impetigo ndo bolhoso ou
bolhoso, sendo este (ltimo associado a toxina A estafilocécica 2. Outra infecdo de pele causada por

uma toxina é a sindrome da pele escaldada originada pela toxina B estafilocdcica *2.

Assim como em humanos, as infe¢des por S. aureus em animais de companhia sédo maioritariamente
de origem enddgena, e, em caes, gatos, coelhos e cavalos, manifestam-se predominantemente em

infecdes de pele e tecidos moles, como dermatites supurativas, abcessos, pododermatites, e mastites
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213 pPorém, em cées e gatos, este agente patogénico pode também causar otites externas, infecdes do
trato respiratério e infecdes urinérias 3. Estudos sugerem que as estirpes que atualmente estdo
associadas a animais emergiram a partir de estirpes humanas, as quais sofreram posteriormente

especializagdes que restringiram as transmissées em sentido inverso, ou seja, animal-humano 213,

1.1.3 Resisténcia aos antibiéticos em S. aureus

A descoberta do antibiético penicilina, em 1928, e consequente introdugéo na pratica clinica teve um
grande impacto na terapéutica de infegBes por S. aureus, reduzindo significativamente a taxa de
mortalidade associada a estas infegdes 45, No entanto, no inicio da década de 1940, foram
reportados os primeiros casos de resisténcia a penicilina mediada pelo gene blaZ, que codifica para a
enzima beta-lactamase BlaZ, capaz de hidrolisar o anel beta-lactamico da penicilina 6. A progressiva
disseminacao de estirpes resistentes a penicilina impulsionou o desenvolvimento de novos farmacos
11 Em 1959, a primeira penicilina semissintética resistente a acdo de beta-lactamases, denominada
meticilina, foi introduzida na pratica clinica. No entanto, aproximadamente um ano apdés a sua
introducdo na terapéutica, foram registados os primeiros relatos de estirpes resistentes a meticilina,
sendo estas estirpes designadas por S. aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés, methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) 6. Nas décadas seguintes, o registo de estirpes MRSA foi aumentando
em ambiente hospitalar e, de seguida, na comunidade. Atualmente, as estirpes MRSA sdo um dos
principais agentes patogénicos nosocomiais em todo o Mundo. Na Europa, dados do European Centre
for Disease Prevention and Control (ECDC) que reportam ao ano 2020, indicam que apesar de se
verificar uma progressiva diminui¢éo da frequéncia de infe¢des nosocomiais invasivas por MRSA, estas
ainda ocorrem com taxas superior a 25% em sete dos vinte e nove paises europeus com dados

reportados, sendo Portugal um destes paises com uma frequéncia de 29.7% .

A resisténcia a meticilina € caracterizada pela produ¢@o de uma proteina de ligacédo a penicilina (PBP,
do inglés, penicillin-binding proteins) adicional, denominada PBP2a, com baixa afinidade para as
penicilinas 8. As enzimas PBP sdo responsaveis pela transglicosilagdo e transpeptidacdo do
peptidoglicano da parede celular bacteriana, sendo o alvo dos antibidticos beta-lactamicos 6. A enzima
PBP2a, presente nas estirpes MRSA, é codificada pelo gene mecA, localizado no MGE Staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec), o qual pode apresentar um tamanho entre 20 a 65 Kb 81, As
estirpes MRSA sdo resistentes a todos o0s antibiticos beta-lactdmicos, com excecdo das
cefalosporinas de 52 geracédo ceftarolina e ceftobiprole . As infecdes por MRSA apresentam assim uma
dificuldade acrescida ao tratamento, devido & escassez de alternativas terapéuticas e, a estas
alternativas serem, geralmente, menos eficazes ou apresentarem mais efeitos secundarios. Assim,

estas infecOes estdo associadas a uma maior taxa de morbilidade e mortalidade 8.

A vancomicina, um antibidtico da classe dos glicopéptidos, € atualmente a primeira linha de tratamento
contra infecdes causadas por MRSA 111920 Este antibiético liga-se ao dipéptido D-Ala-D-Ala do lipido

Il percursor do peptidoglicano, impedindo a transglicosilagéo e transpeptidacdo catalisada pela PBP2
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e PBP2a, e por conseguinte a biossintese da parede celular °. Até ao momento foram descritos dois
tipos de mecanismos de resisténcia a vancomicina. As estirpes de S. aureus com resisténcia intermédia
a vancomicina (VISA) surgem, geralmente, apds antibioterapia prolongada, durante a qual a pressao
seletiva exercida pela vancomicina seleciona estirpes com mdltiplas muta¢des cromossdmicas, como
mutacGes nos operdes vraRS, graRS, walKR e no gene rpoB 2%, Por outro lado, as estirpes de S. aureus
resistentes a vancomicina (VRSA), apresentam o operdo vanA, geralmente adquirido apoés
transferéncia genética horizontal de um plasmideo de Enterococcus faecalis 1. Os genes van codificam
enzimas que afetam a biossintese dos precursores do peptidoglicano, dando origem a dipéptidos D-

Ala-D-Lac, para os quais a vancomicina tem menor afinidade *°.

A resisténcia aos antibioticos em S. aureus ndo se limita a classe dos beta-lactamicos e glicopéptidos.
Nas ultimas décadas, diversos outros antibiéticos foram introduzidos na pratica clinica, promovendo a
emergéncia de estirpes resistentes, especialmente em ambiente hospitalar. Entre estes antibidticos
contam-se as tetraciclinas, os macrolidos, as lincosamidas, as fluoroguinolonas e o trimetoprim. Os
mecanismos de resisténcia a estes e outros antibioticos sdo variados, incluindo a inativagdo ou
modificacdo enziméatica do antibidtico (resisténcia aos beta-lactdmicos, cloranfenicol e
aminoglicosideos), modificagdo do alvo do antibiético (resisténcia as tetraciclinas, macrolidos e

fluoroguinolonas) e efluxo (resisténcia as tetraciclinas e fluoroquinolonas) *°.

Uma das forcas motrizes da emergéncia e disseminacdo da resisténcia aos antibiéticos é o0 seu uso
indiscriminado na medicina humana e veterinaria, assim como na comunidade e em varias industrias
como a agropecuaria 2223, Assim, a resisténcia aos antibioticos ndo é s6 observada em estirpes de
origem humana, mas também animal, havendo partilha de muitos genes de resisténcia entre estes
hospedeiros, sendo poucos aqueles que sdo encontrados exclusivamente em animais de companhia
ou em humanos 242, A resisténcia a meticilina tem-se tornado um problema de grande importancia em
animais de companhia, como cées, gatos e cavalos, sendo registada uma elevada prevaléncia de
MRSA nestas espécies 825, A frequéncia crescente de infecées causadas por estirpes resistentes aos
antibiéticos utilizados na clinica, quer em humanos quer em animais, representa um dos maiores
desafios de Salde da atualidade.

1.1.4 Epidemiologiade S. aureus em humanos e animais

A espécie S. aureus apresenta uma estrutura populacional clonal, com algumas linhagens clonais
predominantes em diferentes nichos ambientais e regides geogréaficas ?’. Desde a emergéncia das
estirpes MRSA, até aproximadamente 1990, estas estirpes estavam principalmente limitadas ao
ambiente hospitalar. Contudo, nos anos posteriores, observou-se o aparecimento de estirpes MRSA
na comunidade, as quais apresentavam caracteristicas genotipicas e fenotipicas distintas das primeiras
611,28 Deste modo, as estirpes MRSA foram diferenciadas em MRSA associadas a ambiente hospitalar
(HA-MRSA, do inglés, hospital-acquired MRSA) e MRSA associadas a comunidade (CA-MRSA, do

inglés, community acquired MRSA) 1. As estirpes HA-MRSA estdo maioritariamente associadas a
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infecBes invasivas, enquanto as estirpes CA-MRSA séo principalmente associadas a infe¢Ges de pele
e tecidos moles . Adicionalmente, em oposicdo as estirpes HA-MRSA, as estirpes CA-MRSA
apresentam uma menor frequéncia de resisténcia a antibidticos ndo beta-lactamicos e, sdo geralmente
caracterizadas pela sua associagdo a presenca de genes que codificam para a leucocidina de Panton-
Valentine (PVL) 1.

No entanto, nas Ultimas duas décadas, a disseminagdo bidirecional das estirpes MRSA entre o
ambiente hospitalar e a comunidade levou a uma partilha de estirpes entre os dois nichos ambientais
e ao desvanecimento das diferengas entre HA-MRSA e CA-MRSA?-%1, Em particular, alguns clones
importantes de CA-MRSA, como ST8 (USA300) nos EUA, tem invadido gradualmente o ambiente
hospitalar ¢32; enquanto clones HA-MRSA importantes, como ST22, tém-se tornado predominantes em
infecbes na comunidade em Portugal e noutros paises europeus 3335, Atualmente, estudos
epidemiolégicos recentes demonstram que as estirpes HA-MRSA que circulam a nivel global
pertencem predominantemente aos complexos clonais CC5, CC8, CC22 e CC88 3¢. Em Portugal e
noutros paises europeus, os clones HA-MRSA pertencem predominantemente as linhagens ST5(CC5),
ST22(CC22) e ST8(CCB8) 33739, Relativamente as estirpes CA-MRSA, as estirpes predominantes a
nivel mundial pertencem aos CC8, CC30, CC80, CC59 ou CC93 %, sendo o complexo clonal CC80

predominante na Europa “°.

Por sua vez, as estirpes MSSA apresentam uma maior diversidade clonal 4. Na Europa, as estirpes
MSSA de maior prevaléncia pertencem aos clones ST8, ST30, ST1, ST121, ST25, ST7, ST15, sendo
a ST15, ST121 e ST30 as linhagens mais importantes 42.

Em animais de companhia, S. aureus é maioritariamente um colonizador transiente da pele. Devido ao
contacto préximo entre estes animais e humanos, tem sido observada uma partilha de estirpes entre
estes hospedeiros %¢. Assim, os clones predominantes em cées e gatos, como CC22 e CC5, refletem
os mais frequentemente encontrados em humanos %434, Em coelhos, as infegdes cronicas por S.
aureus sdo causadas maioritariamente pela linhagem ST121 2, a qual foi sugerida ter emergido em
coelhos apds um salto humano-coelho relacionado a uma mutacéo no gene ditB, que codifica para uma
proteina integral de membrana com funcdo de D-alanizacdo dos acidos teicdicos, processo importante

na resisténcia a péptidos catidnicos e na viruléncia *°.

Ja em animais de producéo, a linhagem clonal CC398 é predominante na Europa 2. Tem sido sugerido
gue estirpes MRSA-ST398 emergiram em porcos e rapidamente se disseminaram globalmente e por
diferentes espécies de hospedeiros como roedores, aves de criagcdo, cavalos, animais de companhia e

também humanos 21346,
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1.2 S. aureus eviruléncia

1.2.1 Sistema acessorio regulador agr

O locus agr foi descrito inicialmente como um elemento de regulacdo da expressdo de proteinas
extracelulares associadas a viruléncia 4748, Desde entdo, tem sido demonstrado que este sistema
controla a expressdo diferenciada de mais de 70 genes, grande parte dos quais envolvidos na
viruléncia, como a PVL, alfa-toxina e modulinas soluveis em fenol (PSMs, do inglés “phenol-soluble
modulins”) #°. O sistema agr é um sistema quorum sensing, ou seja, a regulacio da expressdo génica
ocorre através da comunicagéo célula-célula e é dependente da densidade celular 5°. Em S. aureus, o
sistema agr é responsavel pelo equilibrio entre a expressdo de fatores de viruléncia nas fases de
colonizacdo e invasao, tendo sido sugerido que a ativacdo deste sistema implica a passagem de S.
aureus de uma fase comensal, envolvida na adeséo e colonizacdo, para uma fase invasiva de carater
patogénico *°. Neste sentido, numa fase inicial de baixa densidade celular e baixa expresséo de agr,
para promocao da colonizacdo dos tecidos por parte de S. aureus sao expressas adesinas e outros
componentes de superficie. Apés esta fase, o consequente aumento da densidade celular induz a
expressdo de agr, que por sua vez causa a repressdo da expressdo das adesinas e a inducdo da
expressdo de toxinas e proteases extracelulares que promovem a degradagdo e consequente invasao

dos tecidos 5152,

A ativacdo da expressao de agr sucede por resposta a densidade bacteriana, recorrendo a uma via de
sinalizacdo que é ativada por um oligopéptido autoindutor (AIP) (Figura 1.1) 53-%. O locus agr engloba
duas unidades transcricionais divergentes, RNAIl e RNAIII, cada uma sob controlo dos promotores P2
e P3, respetivamente (Figura 1.1) 4756, O operdo RNAII contém quatro genes, designados por agrB,

agrD, agrC e agrA %7.
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Figura 1.1: Representacédo esquematica do sistema agr, a sua via de ativacao e fatores de viruléncia
por si regulados. Adaptado de (54).

O gene agrD codifica para um precursor de AIP (AgrD), o qual é modificado por adicdo de um anel tio-
lactona e por protedlise na regido C-terminal e excretado pela endopeptidase transmembranar AgrB,
produto de agrB 5+%85° Uma vez excretado, o AIP sofre ainda protedlise na regido N-terminal pela
peptidase SspB °, sendo posteriormente reconhecido pela cinase membranar AgrC, produto de agrC,
a qual se liga induzindo a auto-fosforilagdo de AgrC num residuo de histidina 5>, A forma fosforilada
de AgrC é reconhecida pela proteina reguladora de resposta especifica AgrA, codificada por agrA,
induzindo a sua ativagéo por fosforilagdo 54523, A proteina AgrA fosforilada liga-se aos promotores P2
e P3, induzindo a expressdo de RNAIII ¢4, um RNA regulador responsavel pela represséo de adesinas
de superficie e indugdo de toxinas, como a a-hemolisina e a PVL, entre outras, e proteases, assim
como do operdo RNAII, aumentando a producdo de AIP 462, AgrA também regula, de forma direta, a
expressdo de PSMs, as quais tém uma agao litica sobre neutréfilos e outras células do hospedeiro .
Vérios estudos tém apontado para um papel regulador de agr sobre biofilmes. Por exemplo, foi
demonstrado um aumento de produc¢éo de biofilme em estirpes de S. aureus mutantes para o locus agr
65, assim como uma menor propensao para a entrada na fase de dispersao do biofiime . A passagem
das células de um estado plancténico para um estado de vida em biofilme s6 ocorre se o sistema agr
ou as enzimas envolvidas neste sistema forem inativados ou inibidos ¢’. Quando o sistema é inativado,
a célula tem maior capacidade de aderir a superficies e formar biofilmes e a producéo de fatores de

viruléncia, como toxinas, passam a ser produzidas a baixos niveis 7.

A analise da sequéncia nucleotidica do locus agr, demonstrou a existéncia de variages nas sequéncias
de agrB, agrC e agrD, que originam a producdo de AlPs distintos 58, Existem quatro grupos (tipos) de
agr (agrl, agrll, agrlll, agrlV) %3, classificados de acordo com o anel tio-lactona do AIP que possuem
(Figura 1.2) %,
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Figura 1.2: Sequéncia polipeptidica e estrutura dos AIP codificados em S. aureus por cada tipo de
sistema agr. Adaptado de (54).

Estes AlPs apresentam diferentes especificidades de sinal, o que se traduz numa auto-ativacédo e
inibicdo cruzada entre AIPs de grupos agr distintos, designada de “interferéncia bacteriana” °°. Além
do AIP, o agr pode ser ativado por reguladores globais como SarA °, SitAB ™ e condi¢cGes ambientais
como a concentracdo de glucose ou o pH 72. Estudos indicam que as variantes de agr/AlPs ndo estéo
diretamente relacionados com a iniciacdo ou gravidade da infecdo, mas sim com a divisdo evolucionéria
da espécie 3. Assim como a formacé&o de biofilmes parece ser uma capacidade geral da espécie, sendo

possivel na presenca dos Varios tipos de agr .

1.2.2 Fatores devirulénciade S. aureus

S. aureus tem um genoma mais complexo que outros estafilococos ndo patogénicos e os seus fatores
de viruléncia sdo, em grande parte, codificados em MGEs, como ilhas de patogenicidade, plasmideos,
transposodes, sequéncias de insercéo e fagos 73. As ilhas de patogenicidade (SaPl) de S. aureus contém
aproximadamente entre 14 e 17 Kb e geralmente sao constituidas por dois ou mais genes que codificam
superantigénios 74 como a toxina da sindrome do choque téxico (tst) e enterotoxinas B e C
associadas ao choque toxico e a intoxicacGes alimentares 4. As SaP| sdo mobilizadas com elevada
frequéncia e integradas através de bacteriéfagos no cromossoma de S. aureus *. Quanto as ilhas
genomicas, existem trés familias descritas em S. aureus, vSAaq, vSAB and vSAy 7476, contendo clusters
de genes que codificam para toxinas importantes como a leucocidina LukDE e diversas enterotoxinas
1173 Qutras toxinas importantes, como a PVL, proteinas de evas&o imunitaria CHIPS e SCIN, toxinas
exfoliativas A e B, estafilocinase e diversas outras enterotoxinas encontram-se codificadas em

bacteriéfagos. Apesar da maior parte dos genes envolvidos na viruléncia de S. aureus ser encontrada
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no genoma acessorio, alguns fatores de viruléncia importantes como as PSMs e a alfa-hemolisina séo
codificados no genoma core. As PSMs séo péptidos com atividade citotdxica e pro-inflamatéria e que
atuam sobre os biofilmes permitindo a sua dispersédo "¢, enquanto a alfa-hemolisina (Hla) apresenta

efeito citotoxico sob uma grande variedade de células do hospedeiro °.

A presenca desses genes ndo € o Unico determinante de viruléncia em S. aureus, mutagdes no
genoma core, assim como a expresséo diferencial regulada por componentes de regulacdo como o
sistema agr tém um papel crucial na expressao destes genes 1. Em particular, o sistema de regulacéo
agr regula positivamente fatores de viruléncia secretados, como proteinas extracelulares, lipases,

PSMs e toxinas de chogque toxico, e regula negativamente proteinas associadas a ades&o celular, 881,

1.2.3 Leucocidina de Panton-Valentine

A atividade leucocitotéxica de uma bactéria permite que ela sobreviva na fase inicial de uma infegéo. A
PVL, foi descrita em 1894 por Van de Velde, sendo associada com SSTIs, pela primeira vez, em 1932
por Panton e Valentine 8. De um modo geral, a PVL encontra-se associada a infecdes causadas por
CA-MRSA, nomeadamente SSTIs e pneumonia necrotizante, podendo, no entanto, ser também
encontrada em estirpes MSSA 884 Esta proteina € uma leucotoxina composta por duas subunidades
designadas de LukS-PV e LUkF-PV . Esta toxina causa a lise de neutrdfilos e, em menor extenséo,
de mondcitos e macrofagos, através da formacdo de poros na membrana celular 8. A lise dos
neutréfilos é mediada pela ligacdo de PVL aos recetores do complemento C5aR &, causando a
libertacdo de moléculas pré-inflamatérias, como a interleucina IL-6 e o fator de necrose tumoral o 8.

Deste modo, a PVL apresenta ndo sé efeitos téxicos como também imunomodelatérios.

A capacidade de uma estirpe expressar PVL depende da presenca do operdo luk-PV, que contém os
genes lukS-PV e lukF-PV, o qual se pode se encontrar integrado no cromossoma do S. aureus através
de bacteriéfagos 8. Até ao momento, foram caracterizados, pelo menos, dez bacteriéfagos da familia
Siphoviridae, contendo o operdo luk-PV 80, Esta localizacdo facilita a transferéncia horizontal do

operdo luk-PV entre S. aureus.

Diversos estudos epidemiolégicos e dados oriundos de estudos em modelos de infecdo animal
suportam a associacdo da PVL a SSTIs adquiridas na comunidade, como doencas de pele purulentas
e necrose de tecido subcutaneo %8, Para além destas infecdes, tem sido também reportada uma
relacdo entre a presenca de PVL e infegcBes mais severas, como a artrite séptica e a pneumonia

necrotizante %. No entanto, a fungéo desta toxina no processo de infecdo é ainda controversa.

A atividade de PVL é especifica de espécie hospedeira, promovendo a lise de leucécitos humanos e
de coelho, mas n&o de ratinho ou primatas %. Esta especificidade pode justificar a contradicéo
observada entre estudos que incidiram sobre a atividade da PVL em diferentes modelos animais.
Assim, modelos murinos ou de primatas podem ndo ser os ideais para avaliar a funcdo da PVL uma

vez que os seus neutrofilos parecem ser resistentes a acédo da PVL 89293, De facto, estudos realizados
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em modelos murinos reportaram uma auséncia de relagdo entre a presenca de PVL e severidade de
infecdo da pele ou pulmonar %%,

Por outro lado, estudos realizados em modelos de infe¢Bes de pele em coelhos como o de Lipinska et
al. mostraram que num modelo genético consistindo em estirpe selvagem e mutante isogénico “knock-
out” para o operéao luk-PV, a auséncia de PVL traduz-se em lesdes de pele de menor dimenséo e menor
nivel de necrose %. Também num modelo de infecdo de pele em coelhos, um estudo similar por
Kobayashi et al., contrariamente ao descrito anteriormente, ndo encontrou associacéo entre a presenca
de PVL e a severidade da infecdo, apesar da densidade bacteriana associada a abcessos em coelhos
infetados com a estirpe selvagem PVL-positivo ser significativamente superior a do mutante isogénico
“knock-out” para luk-PV %7.

Outros estudos em modelos de infecdo em coelho evidenciaram um potencial papel da PVL nos

primeiros estagios de bacteriemia °8 ou na severidade de pneumonia necrotizante °°.

1.3 Biofilmes

1.3.1 Producdao de biofilmes por Staphylococcus aureus

Os biofilmes s&@o definidos como uma comunidade microbiana funcional aderida a uma superficie,
bidtica ou abidtica, e envolta por uma matriz produzida pelas préprias células 1. A comunidade de
microrganismos que vive num biofiime pode ser composta por uma Unica espécie, porém
frequentemente apresenta uma grande diversidade espécies bacterianas e por vezes fungicas 1. A
formac&o de biofilmes num processo de infe¢@o pode representar um agravamento muito significativo
da doenga, estando geralmente associada a infe¢des crénicas de dificil tratamento 12, E estimado que
90% das feridas crénicas contenham fungos e bactérias em biofilmes 1%, Uma das principais vantagens
da vida em biofilme é a evasao ao sistema imune do hospedeiro, uma maior resisténcia a compostos
antimicrobianos, incluindo antibiéticos, que pode ser parcialmente explicada pela baixa penetracéo do
agente na matriz do biofilme %, pela reducdo da taxa de crescimento e do metabolismo das células,

assim como a aquisicédo de genes exdgenos 104105

Através de microscopia eletrénica foi possivel caracterizar a estrutura dos biofilmes como
maioritariamente compostos por uma substancia polimérica extracelular que liga as bactérias a
superficie e entre si 16, Esta matriz é constituida por uma mistura de polissacéridos, proteinas e acidos
nucleicos e organizada em estruturas tridimensionais atravessadas por canais que permitem a

passagem de agua, nutrientes e a remogao de substancias metabolicas téxicas 102197,

As células agregadas em biofilmes estdo expostas a elevada osmolaridade, limitacdo de oxigénio e

elevada densidade celular, fatores que influenciam a expresséo génica em S. aureus %, Becker et al.

10
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identificaram, num estudo para caracterizar diferencas na expressdo de genes em S. aureus em
populagBes planctonicas e em biofilmes, a sobre-expressdo de genes que codificam enzimas
envolvidas na glicolise e fermentacao e proteinas de estresse que podem ser consequéncia da privacao

de nutrientes e da limitagdo de oxigénio nas camadas mais baixas do biofilme %4,

A formacéo do biofilme pode ser dividida em quatro fases: adesdo a uma superficie bidtica ou abidtica,
acumulacédo, maturacdo e dispersdo 9. A formagdo do biofilme é iniciada com a fixagdo de uma
bactéria inicialmente plancténica a uma superficie 1°8. Esta ades&o, num tecido ou dispositivo médico,
€ regulada por uma grande variedade de genes e mediada por diferentes tipos de proteinas designadas
de Componentes da Superficie Microbiana que Reconhecem Moléculas Adesivas da Matriz
(MSCRAMMSs, do inglés “microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”) 1,
Para além das adesinas, outras proteinas como as autolisinas AtlA e AtIE, promovem a ligacdo a
superficies hidrofébicas, e os acidos teicoicos na parede celular, apresentam igualmente um papel

importante na aderéncia das bactérias as células do hospedeiro*.

Durante as fases de acumulacdo e maturacao, as células individualmente entram numa fase de adeséo
irreversivel e passam a produzir a matriz do biofilme !1. A Adesina Polissacaridica Intercelular (PIA, do
inglés polysaccharide intercellular adhesin), também designada de PNAG uma vez que € constituida
por um polissacarideo N-acetil-D-glicosamina, € uma adesina importante na formac&o do biofilme 11,
A formacdo desta proteina depende do operdo icaABD ''?. Este operdo codifica trés proteinas de
membrana (IcaA, IcaD e IcaC) com atividade enzimatica, e uma proteina extracelular (IcaB) 1314 e
parece ser regulado por fatores importantes como IcaR, fator sigma, e sistemas de regulacdo como o
agr e sarA 19115 Os mecanismos de regulacdo da formac&o de biofilme variam n&o apenas entre

espécies como entre estirpes da mesma espécie 1°.

A frequéncia deste operdo ndo esta bem definida entre as estirpes de S. aureus; embora alguns estudos
tenham identificado o operdo em todas as estirpes estudadas %6117, outros estudos indicam uma menor
incidéncia 11811°, Embora PIA tenha um papel importante na producédo de biofilmes, algumas estirpes
de S. aureus tém a capacidade de produzir biofilme de forma independente de ica “in vivo” e “in vitro”
105, Uma via importante de regulagéo da formac&o de biofilmes independente de ica parece ser mediada
pelo gene rbf (regulador da formagéo de biofiime, do inglés, “regulator of biofilim formation”) 120, A
producédo de biofilme através desta via pode ser induzida pela presenca de NaCl e glucose, porém néo
de etanol %, Contrariamente ao que acontece na regulagéo por rbf, a inducéo da transcricéo de ica
através da inibicdo de icaR (importante regulador do operédo icaABD), acontece na presenca de etanol,
porém ndo de glucose e NaCl *?1, Tal como mencionado anteriormente no ponto 1.2.1, o sistema de

regulagéo agr tem um papel importante na disperséo das células do biofilme para o meio ambiente 12,

11
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1.3.2 Importancia dos biofilmes em S. aureus

Os biofilmes podem ser definidos como um mecanismo de autodefesa, ao dificultarem a penetracéo de
moléculas toxicas, como antibiéticos, na matriz extracelular e ao permitirem que as bactérias resistam
a fagocitose por células do sistema imunitario do hospedeiro e as forgas fisicas do ambiente onde se
encontram. Para além, disso, os biofilmes criam um ambiente favoravel a troca genética intra- ou inter-

espécies 12,

A formacao de biofilme é essencial na patogénese de diversas infecées e tem sido associado a infecdes
cronicas de dificil tratamento e infecdes relacionadas a dispositivos médicos como cateteres vasculares
e urinarios, proteses, tubos endotraqueais, lentes de contato, entre outros 2212, A formacéo de
biofilmes pode ocorrer em qualquer tecido envolvendo complicagBes no tratamento de uma grande
variedade de infe¢Bes, desde infe¢cdes no sistema respiratdrio inferior e superior, urinario e digestivo, a
feridas, endocardites e osteomielites!?>'2%, A presenca de biofime em infecdes de pele tem sido
demonstrada em diversos estudos como principal causa da ineficiéncia de tratamentos 1247127 S, aureus
geralmente produz biofilmes em tecidos danificados como dermatites, impetigo e feridas o que pode

tornar estas infecGes dificeis de erradicar através do tratamento com antibidticos 128129,

1.4 Relevanciado tema e objetivo da Dissertacéo

A espécie S. aureus é um dos agentes patogénicos bacterianos associados a SSTIs mais relevantes
em humanos e em animais de companhia. Estas infeces estdo frequentemente associadas a falha
terapéutica e a um carater crénico, o que pode levar a uma maior taxa de morbilidade e/ou mortalidade.
Um dos fatores subjacente a cronicidade destas infe¢Bes prende-se com o potencial de viruléncia da

estirpe de S. aureus infetante.

S. aureus tem ao seu dispor um variado leque de fatores de viruléncia que suportam a sua capacidade
de invaséo e de sobrevivéncia no hospedeiro, muitos dos quais regulados pelo sistema agr. Entre estes
fatores, a leucocidina PVL é frequentemente relacionada com infe¢cdes SSTI. Outro fator de grande
relevancia para o potencial de cronicidade e de falha terapéutica de SSTIs é a capacidade de producao

de biofilmes por esta espécie.

O trabalho desenvolvido nesta Dissertacdo tem como objetivos a determinacdo da frequéncia de
ocorréncia de PVL e da producdo de biofilmes por estirpes de S. aureus associadas a SSTIs em
humanos e animais de companhia e a associac¢é@o destes fatores com um maior potencial de viruléncia

destas estirpes.

Pretende-se neste trabalho (i) identificar os tipos de agr das estirpes em estudo; (ii) determinar a
frequéncia dos genes lukS-PV/IukF-PV, que codificam para a PVL; (iii) caracterizar a capacidade de
producédo de biofilme das estirpes em estudo; (iv) determinar a ocorréncia dos genes icaADB; (v)

estabelecer associacdes entre estas caracteristicas fenotipicas e genotipicas com os perfis de

12
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resisténcia das estirpes e as suas linhagens clonais, previamente estabelecidos. Por fim, pretende-se
ainda avaliar o potencial de viruléncia de estirpes representativas de caracteristicas de interesse (por
exemplo, producéo de biofilme, linhagem clonal) num modelo de infecio de Galleria mellonella.

E esperado que os resultados gerados neste trabalho contribuam para um melhor conhecimento do
arsenal de viruléncia de S. aureus associados a SSTIs em humanos e animais de companhia em

Portugal, numa perspetiva Uma Sé Saude.

13
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Materiais e Métodos

2.1 Materiais
2.1.1 Colecdes de estirpes em estudo

Este trabalho incidiu em duas cole¢Bes de Staphylococcus aureus, num total de 89 estirpes, recolhidas
de infecBes de pele e tecidos moles em humanos ou animais. Ambas as colec¢des foram cedidas pela
Professora Doutora Constanca Pomba da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de
Lisboa (FMV/UL) no ambito do Projeto BIOSAFE (Ref. LISBOA-01-0145-FEDER-030713, PTDC/CAL-
EST/30713/2017).

A colecdo de origem humana engloba 34 estirpes recolhidas num laboratério de diagndstico na
comunidade, em Lisboa, entre Fevereiro e Junho de 2014. A cole¢do de origem animal inclui 55 estirpes
obtidas pelo Laboratério de Resisténcia aos Antibiéticos da FMV/UL, entre 1999 e 2018, e por um
laboratério privado de diagnéstico veterinério, em Lisboa, de 2017 a 2018. Esta colecdo inclui 29
estirpes recolhidas de caes, 19 de gatos, cinco de coelhos, uma de cavalo e ainda uma estirpe de
origem desconhecida. A origem do material biolégico e ano de colheita das estirpes de origem humana
e veterinaria estao descritas nas Tabela 2.1 e Tabela 2.2, respetivamente.

Ambas as cole¢Bes foram previamente caracterizadas relativamente ao perfil de suscetibilidade a
compostos antimicrobianos e as linhagens clonais (Tabela 2.1 e Tabela 2.2)30-132,

A colecdo de origem humana é constituida por estirpes maioritariamente pertencentes as linhagens
clonais ST5 (20,6%), ST22 (14,7%) e ST8 (14,7%). Relativamente ao perfil de resisténcia, 44,1%
(15/34) das estirpes apresentam um fenétipo MDR e 44,1% (15/34) sdo MRSA, das quais 12

apresentam simultaneamente fenétipo MDR 30,
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Tabela 2.1: Caracteristicas das estirpes de S. aureus de origem humana estudadas neste trabalho.

A . Linhagem
. . o Més da Perfil de
Estirpe Material biolégico Colheita resisténcial® clonall?iT
(€O
. MSSA
BIOS-H1 Exsudado de ulcera Margo 2014 n30-MDR 72 (8)
. MSSA
H2 @
BIOS-H2 Pus da perna direita Marco 2014 n&0-MDR 152 (152)
BIOS-H3 @ Pus da perna esquerda Margo 2014 MSSA 152 (152)
nao-MDR
BIOS-H4 ® Exsudado de ferida da perna Abril 2014 MSSA 25 (25)
esquerda MDR
o . MRSA
-H5 ©
BIOS-H5 © Axila direita Fevereiro 2014 n30-MDR 8 (8)
) . MRSA
-H6 ©
BIOS-H6 Axila esquerda Fevereiro 2014 n30-MDR 8 (8)
BIOS-H7 Exsudado de ferida Maio 2014 '\:ASDSéA 105 (5)
BIOS-H8 Exsudado de joelho Maio 2014 '\I’\'AFE)SRA 105 (5)
BIOS-H9 Exsudado de Glcera Abril 2014 MSSA 6531(5)
BIOS-H10 Exsudado da perna Junho 2014 '\ﬁ/l%séA 105 (5)
BIOS-H11 Exsudado da perna Fevereiro 2014 '\I/l\ASDSéA‘ 105 (5)
BIOS-H12 Exsudado de ferida do Maio 2014 MSSA 278 (45)
joelho nao-MDR
. . MRSA
BIOS-H13 Exsudado de ferida da perna  Fevereiro 2014 n30-MDR 8 (8)
BIOS-H14 Axila esquerda Junho 2014 I\I/\|/I|TDS$ 8 (8)
BIOS-H16 Pus da perna Margo 2014 '\I/\l/lFfDSéA 22 (22)
MSSA
; @
BIOS-H17 Orelha Junho 2014 n30-MDR 7(7)
MSSA
i @
BIOS-H18 Anca Junho 2014 n30-MDR 7(7)
BIOS-H19 Exsudado de tibia Marco 2014 I\I/\l/IITDSéA 105 (5)
. . MSSA
BIOS-H20 Ferida da perna direita Junho 2014 n30-MDR 15 (15)
. , MSSA
BIOS-H21 Ferida do pé esquerdo Junho 2014 n30-MDR 8 (8)
. . MSSA
BIOS-H22 Exsudado de ferida Abril 2014 n30-MDR 105 (5)

a - e: isolados do mesmo individuo; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA:

Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal.
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Tabela 2.1. Continuagéo.

Estirpe Material biolégico Més da Perfil de Linhagem
P 9 Colheita resisténcia clonal ST (CC)
. MRSA
BIOS-H23 Exsudado de joelho Marcgo 2014 MDSR 105 (5)
Exsudado de ferida da . MSSA
- ®)
BIOS-H24 pema direita Abril 2014 n&0-MDR 25 (25)
BIOS-H25 Exsudado de ferida Abril 2014 MSSA 6564
nao-MDR
BIOS-H26 © Exsudado de escara Abril 2014 1\/' RSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-H27 © Exsudado de escara Abril 2014 '\:/IRI;)SR"A 22 (22)
. MSSA
BIOS-H28 Exsudado de Ulcera Marco 2014 n&0-MDR 5(5)
. . . MSSA
BIOS-H29 Exsudado de ferida do pé Maio 2014 n&0-MDR 15 (15)
BIOS-H30 Exsudado de ferida Junho 2014 E\ASSA 97 (97)
nao-MDR
BIOS-H31 Exsudado de dedo do pé Maio 2014 I\:A%SRA 22 (22)
. . MSSA
BIOS-H32 Exsudado de pé Maio 2014 n&0-MDR 30 (30)
BIOS-H33 Ferida da perna Fevereiro 2014 I\:A%SRA 5(5)
BIOS-H34 Exsudado de ferida Abril 2014 I\I/\l/llTDSRA 22 (22)
BIOS-H35 Exsudado de unha Abril 2014 I\I/\l/llTDSRA 5(5)

a - e: isolados do mesmo individuo; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA:
Staphylococcus aureus suscetivel & meticilina; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal.

A colecdo de origem animal € constituida maioritariamente por estirpes pertencentes as linhagens
clonais ST22 (45,5%), ST5 (12,7%) e ST398 (9,1%). A frequéncia de estirpes MDR ¢é de 9,0% (8/89),
enquanto a frequéncia de estirpes MRSA é de 34,8% (31/89), cinco das quais apresentando

simultaneamente um fendtipo MDR 32,
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Tabela 1.2; Caracteristicas das estirpes de S. aureus de origem animal estudadas neste trabalho.

. Linhagem
Estirpe Material biolégico  Hospedeiro Ano Qa Eerfll d_elsl clonal ST
Colheita resisténcia 132
(CO)
BIOS-V4 Exsudado cutaneo Céo 2013 '\,QAITDSéA 398 (398)
~ ~ MRSA
BIOS-V5 Exsudado cutaneo Céo 2014 N&o-MDR 22 (22)
BIOS-V6 Exsudado cutaneo Céo 2014 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V19 Exsudado cutaneo Gato 2012 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V20 Exsudado cutaneo Gato 2012 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-Vv21 Exsudado cutaneo Gato 2014 1\/I SSA 97 (97)
nao-MDR
BIOS-V22 Exsudado cutaneo Gato 2012 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V30  Exsudado cutaneo Cio 2014 '\I/\'A'T‘DSRA 22 (22)
BIOS-V31 Exsudado cutaneo Cao 2018 MSSA 188 (1)
nao-MDR
~ MSSA
BIOS-V60 Exsudado cutaneo Cavalo 2001 n&0-MDR 816
BIOS-V61 Exsudado cutaneo Céo 2003 MSSA 5(5)
nao-MDR
BIOS-V62 Exsudado cutaneo Gato 2005 MSSA 15(15)
nao-MDR
Exsudado de zona ~ MRSA
- 22 (22
BIOS-V63 vodal Céo 2008 N30-MDR (22)
BIOS-V70 Exsudado cutaneo Céo 2015 MRSA 5(5)
nao-MDR
L. , - MSSA
74 @
BIOS-V74 Liquido pustula Cao 2003 N30-MDR 5(5)
BIOS-V75 Exsudado cutaneo Céo 2005 MSSA 72 (8)
nao-MDR
BIOS-V76 Exsudado cutaneo Gato 2012 MRSA 22 (22)
nao-MDR
L. , ~ MSSA
RV 10
B1OS-V85 Liquido pustula Cao 2003 n30-MDR 5(5)

a - d: isolados do mesmo animal; D: Origem desconhecida; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a

meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo

clonal.
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Tabela 2.2. Continuagéo.

. Linhagem
L . A Perfil
Isolado Material biolégico Hospedeiro no Qa gr 'A d? clonal ST
Colheita resisténcia
(CC)
BIOS-V118 Exsudado cutaneo Céo 2007 MRSA 6535 (5)
nao-MDR
BIOS-V128 Exsudado cutaneo Gato 2018 MSSA 5(5)
nao-MDR
BIOS-V129 Exsudado cutaneo Coelho 2003 MSSA 121
nao-MDR
A MSSA
BIOS-V147 Exsudado cutaneo Coelho 2017 ~ 398 (398)
nao-MDR
BIOS-V150  Exsudado cutaneo Céo 2017 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V151  Exsudado cutaneo Gato 2017 '\"\'ASDSRA 398 (398)
BIOS-V153  Exsudado cutaneo Céo 2018 '\I/\'AFE)SRA 105 (5)
BIOS-V154  Exsudado cutaneo Gato 2018 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V155®)  Exsudado cutaneo Gato 2018 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V156 Exsudado cutaneo Céao 2018 MSSA 6565 (1)
nao-MDR
BIOS-V157 Exsudado cutaneo Céao 2018 MRSA 6566 (8)
nao-MDR
BIOS-V158 Exsudado cutaneo Gato 2017 MSSA 7(7)
nao-MDR
BIOS-V159 Exsudado cuténeo Gato 2018 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V160 Exsudado cuténeo Gato 2018 MRSA 5(5)
nao-MDR
BIOS-V161 Exsudado cuténeo Coelho 2018 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V168 Exsudado cuténeo Gato 2018 MSSA 72 (8)
nao-MDR
BIOS-V172 Exsudado cuténeo Céao 2018 MSSA 5 (5)
nao-MDR
BIOS-V178  Exsudado cutaneo Gato 2018 '\I’\'ASDSRA 398 (398)
BIOS-V183  Exsudado cutaneo Cao 2017 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V184 ®  Exsudado cutaneo Gato 2018 MRSA 22 (22)
nao-MDR
BIOS-V185  Exsudado cutaneo Céo 2018 MRSA 22 (22)
nao-MDR

a - d: isolados do mesmo animal; D: Origem desconhecida; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a

meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal.
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Material . Ano da Perfil de Linhagem
Isolado Co Hospedeiro ) A clonal ST
biolégico Colheita resisténcia
(CC)
Exsudado ~ MRSA
BIOS-V186 CUtAneo Céao 2018 MDR 22 (22)
Exsudado ~ MRSA
BIOS-V187 CUtAneo Céao 2018 n&0-MDR 22 (22)
BIOS-v200©@  EXsudado Céo 2018 MRSA 22 (22)
cutaneo nao-MDR
BIOS-v201 @  Exsudado Céo 2018 MRSA 22 (22)
cutaneo nao-MDR
Exsudado MRSA
BIOS-V202 CUtAneo Gato 2018 n30-MDR 22 (22)
Exsudado ~ MSSA
BIOS-V203 ~ Céo 2018 ~ 398 (398)
cutaneo nao-MDR
BIOS-v204@  Exsudado Coelho 2017 MRSA 22 (22)
cutaneo nao-MDR
Exsudado ~ MSSA
BIOS-V245 utAneo Céo 2018 VAO-MDR 1(1)
Exsudado ~ MSSA
BIOS-V250 cUtAneo Céo 2018 n30-MDR 1(1)
Exsudado . MRSA
BIOS-V255 utAneo Cao 2018 VDR 105 (5)
Exsudado MSSA
BIOS-V257 utAneo Gato 2017 AO-MDR 15 (15)
BlOS-v2sg@  Exsudado Coelho 2017 MRSA 22 (22)
cutaneo nao-MDR
Exsudado MSSA
BIOS-V279 cutaneo Gato 2018 N30-MDR 72 (8)
Exsudado MSSA
BIOS-V295 cUtaneo D 2018 n30-MDR 72 (8)
Exsudado ~ MRSA
BIOS-V296 cUtAneo Céao 2018 n30-MDR 22 (22)
Exsudado ~ MRSA
BIOS-V300 cUtAneo Céao 2018 VDR 22 (22)

a - d: isolados do mesmo animal; D: Origem desconhecida; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a

meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal.
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2.1.2 Estirpes de referéncia

Neste trabalho foram utilizadas estirpes de referéncia que serviram de controlo nos varios ensaios

experimentais realizados, as quais estdo descritas na Tabela 2.3.

Tabela 2.2: Estirpes de referéncia utilizadas como controlo ao longo do trabalho.

Estirpe Genotipo de interesse Referéncia
S. aureus USA300 NE1034 lUKS-PV *; lukF-PV * 134,135
S. aureus ATCC® 29213™ lukS-PV -; lukF-PV - 136
S. aureus COL agrl 76
S. aureus ATCC®25923™ agrlil 187
S. aureus RN4220 ica* 138
S. epidermidis ATCC® 35984 ™ ica* 76
S. epidermidis ATCC® 12228 ™ ica” 139

2.1.3 Outro material biolégico

Ao longo do trabalho foi utilizado DNA total de cada estirpe previamente extraido pelo método de fervura
140 diluido 1:10 e mantido a -20 °C. Para a estimativa do peso molecular dos amplicdes obtidos nos
varios protocolos de reacédo de polimerase em cadeia (PCR, do inglés “polymerase chain reaction”)
foram utilizados os marcadores GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA)
e GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Os “primers” utilizados (Invitrogen, Waltham, EUA) foram rececionados liofilizados, sendo
reconstituidos com agua ultra-pura (tipo 1) Milli-Q®, estéril, de modo a obter uma solugéo “stock” a 100
MM. As solugdes de trabalho dos “primers” foram preparadas a 20 yM em agua ultra-pura (tipo I) estéril.

Os “primers” utilizados estao descritos na Tabela 2.4.

Tabela 2.3: Sequéncias nucleotidicas dos “primers” utilizados e tamanho esperado de cada amplicao.

“Primers” Alvo Sequéncia nucleotidica (5’- 3’) Am(EIki)():éo Referéncia
lukSF_Fw lukS-PV CATTAGGTAAAATGTCTGG 431 Este
lukSF_Rv lukF-PV GCATCAACTGTATTGGAT trabalho
pan_agr SA_Fw ATGCACATGGTGCACATGC 53
agr_|_SA_Rv agrl GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 439 =
agr_II_SA_Rv agrll TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572 %
agr lILSA_Rv  agrlll GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG 321 =
agr_IV_SA_Rv agrlv CGATAATGCCGTAATACCCG 657 %
icaAD_SA_FW AGT TCT TGT CGC ATT TCC AA Este
icaAD_SA Rv 'caADB CAC GAT TCT CTT CCT CTC TGC trabalho

pb: pares de base; Fw: “Forward”; Rv: “Reverse”

21



Avaliacao do potencial de viruléncia de Staphylococcus aureus associados a
infecdes de pele e tecidos moles

2.1.4 Meios de cultura, solucdes e enzimas
Os meios de cultura e solugBes utilizados ao longo do trabalho foram preparados com &agua
desmineralizada e autoclavados a 121°C por 15 minutos, a excecdo dos casos assinalados. A

composicao dos meios de cultura utilizados ao longo do trabalho estdo descritas na Tabela 2.5.

Tabela 2.4: Composicédo dos meios de cultura utilizados neste trabalho.

Meio de cultura? Composicéo

“Tryptic Soya Agar” (TSA) 15 g/L de peptona de caseina; 3 g/L de peptona de soja; 5 g/L
de cloreto de sédio; 15 g/L de agar; pH 7,3+ 0,2 a 25°C

“Tryptic Soya Broth” (TSB) 17 g/L de peptona de caseina; 3 g/L de peptona de soja; 5 g/L

de cloreto de sédio; 2,5 g/L de fosfato dipotassico de hidrogénio;
2,5 g/L de glucose; pH 7,3 £ 0,2 a 25°C
1 Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido

A composicéo e preparacdo de solu¢Bes e enzimas utilizadas ao longo do trabalho estdo descritas na
Tabela 2.6.

Tabela 2.5: Composicéo e preparacédo dos enzimas e solucdes utilizadas neste trabalho.

Solucgbes Composic¢ao da solugao “stock” e solugao de trabalho

Cloreto de Magnésio* Solugédo “stock” comercial a 50 mM. Solucéo de trabalho a 25 mM,
preparada por diluicdo com agua ultra-pura (tipo 1) Milli-Q® estéril.

Desoxirribonucleétidos Solugédo “stock” comercial a 25 mM. Solucdo de trabalho a 2,5 mM,

(dNTPs)! preparada por diluicdo com agua ultra-pura (tipo 1) Milli-Q® estéril

NZY Taqg Il polimerase? Solugéo “stock” comercial 5 U/ul. Pronta a utilizar.

Tampao Taqll Solugédo “stock” a 10X. Pronta a utilizar.

polimerase?!

Tampao tris-acetato Solugio “stock” a 50X. 2 M Trizma Base?; 5 mM EDTA?, pH 8,0

EDTA ajustado com acido acético®. Solugao de trabalho a 1X, preparada por

(TAE) diluicdo com 4gua desmineralizada.

Tampao fosfato salino 10 mM tampéo fosfato; 2,7 mM de cloreto de potassio (KCl); 137 mM

(PBS)? de cloreto de sédio (NaCl); pH 7,4 + 0,2.

Soro Fisiolégico Solucéo de NaCl® a 0,85% (p/v)
8,5 g/L de cloreto de sédio em agua desmineralizada

Glucose? Solucéo a 20% (p/v). 2 g/L de glucose em agua Milli-Q® estéril.
Filtrada com filtro* 0,22 pm.

Violeta de Cristal? Solugéo a 0,1% (p/v). 1 g/L de Violeta de Cristal em agua
desmineralizada. Soluc¢é&o filtrada com papel de filtro qualitativo.

Acido acético glacial® Solugéo a 33% (v/v). Solugéo de trabalho preparada por diluicdo com

agua desmineralizada.
1 NZYTech, Lisboa, Portugal; 2 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA; 3 Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha; 4 Carl
Roth, Karlsruhe, Alemanha
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2.2 Métodos

2.2.1 Manutencgéo e crescimentos das estirpes bacterianas

As estirpes bacterianas, armazenadas a -80 °C em meio TSB suplementado com glicerol a 10% (v/v),
foram recuperadas em placas de isolamento em meio TSA por incubacéo a 37 °C durante a noite. Para
obter culturas em meio liquido, foram transferidas coldnias isoladas para meio TSB e este foi incubado
a 37 °C, sob agitacdo, durante 18 horas.

2.2.2 Tipificagdo do sistema acessorio regulador agr

A tipificagdo do “locus” agr foi realizada através da técnica de multiplex PCR, de acordo com o protocolo
estabelecido por Lina et al. %3, no qual é utilizado um “primer forward” e quatro “primers reverse” que
dao origem a amplicBes de tamanhos diferentes conforme o tipo de agr da estirpe em estudo (Figura
2.1).

Regiao variavel

>

— ~-—
Pan agri

1000 bp

- 92
agr 3 -—

agré

Figura 2.1: Representacéo graficado operdo agr e da localizagédo dos “primers” usados neste trabalho
paraidentificagdo dos quatro tipos de agr em S. aureus. Adaptado de (140).

Cada reacdo de PCR foi preparada num volume final de 25 pl, contendo 1X tamp&o NZYTaq Il
(NZYTech), 1,75 mM MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada “primer” (agr_|_SA_Rv, agr_Il_SA Ry,
agr_lll_SA Rv,agr_IV_SA Ry, pan_agr SA Fw, Tabela 2.4), 0,03 U/ul da enzima NZYTaq Polimerase
Il (NZYTech), 2,5 ul de DNA total diluido 1:10 e &gua ultra-pura (tipo 1) estéril para perfazer o volume.

O programa de amplificacéo consistiu num passo de desnaturacéo inicial a 95°C durante 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 60 segundos, emparelhamento a 55°C por 60
segundos e extensdo a 72°C durante 60 segundos. Apos os 35 ciclos foi feito um passo de extenséo

final a 72°C por 5 minutos.

Os DNAs das estirpes S. aureus COL e S. aureus ATCC25923 foram usados como controlo de

amplificagdo do tipo agrl e agrlll, respetivamente. Como controlo da reacao foi utilizada dgua ultra-pura
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(tipo 1) Milli-Q® estéril de forma a detetar possiveis contaminagdes das solucbes utilizadas. Por
indisponibilidade de controlos para os tipos agrll e agrlV, foram selecionados produtos de amplificacéo
dos isolados BIOS-H20 e BIOS-V129, com tamanho correspondente ao tamanho esperado para agrll
(572 pb) e agrlV (657 pb), respetivamente. Estes produtos foram purificados utilizando o kit NZYGelpure
(NZYTech) de acordo com as recomendag8es do fabricante. Os produtos purificados foram enviados
para sequenciagdo na empresa STAB-Vida (Caparica, Portugal). As sequéncias nucleotidicas obtidas
foram analisadas com o programa SnapGene (versdo 6; https://www.snapgene.com/) e com o
programa Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Apés confirmacdo da amplificacdo correta dos
amplicdes, estas amostras foram usadas em diante como controlos.

Os produtos de PCR amplificados e purificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% (p/v) em tampdo TAE 1 X durante 60 minutos a 90 volts, usando GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) como marcador de pesos moleculares. Os géis foram corados
com 2 uL de GreenSafe Premium (NZYTech) de acordo com as instrucbes do fabricante e

fotodocumentados num transiluminador BioRad Gel-Doc XR System (Bio-Rad, Hercules, EUA).

2.2.3 Pesquisados genes IukS-PV e lukF-PV

A pesquisa dos genes IukS-PV e lukF-PV, os quais codificam para a leucocidina PVL foi realizada
através da técnica de PCR (Figura 2.2). Cada reacao de PCR foi preparada num volume final de 25 pl,
contendo 1X tampdo NZYTaq Il (NZYTech), 1,75 mM MgCI2, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada
“primer” (lukSF_Fw, IukSF_Rv), 0,03 U/ul do enzima NZYTaq Polimerase Il (NZYTech), 2,5 ul de DNA

total diluido 1:10 e 4gua ultra-pura (tipo ) estéril para perfazer o volume.

4 ¢

— - )

lukS-PV
lukF-PV

Figura 2.2: Representac¢éo gréfica do operdo lukS-PV/IukF-PV e da localizagdo dos “primers” usados
para amplificagdo de um fragmento interno ao operdo. Adaptado de (141).

O programa de amplificacdo consistiu num passo de desnaturacgéao inicial a 95 °C durante 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, emparelhamento dos “primers” a 45
°C por 30 segundos e extensdo a 72 °C durante 30 segundos. Apés os 35 ciclos foi feito um passo de

extensao final a 72 °C por 5 minutos.

Foi utilizado como controlo positivo o DNA total da estirpe S. aureus USA300 NE1034 e como controlo
negativo o DNA total da estirpe S. aureus ATCC29213. Como controlo da reacao foi utilizado agua Milli-

Q® estéril de forma a detetar possiveis contaminacées das solugdes utilizadas. Para confirmacéo da
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especificidade do PCR, um dos produtos de amplificac&o foi purificado com o NZYGelpure (NZYTech)
e sequenciado (STAB-Vida).

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (NZYTech) a 1% (p/v) em
tampédo TAE 1 X durante 30 minutos a 90 volts, usando GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific) como marcador de pesos molecular. Os géis foram corados com 2 uL de GreenSafe
Premium (NZYTech) de acordo com as instrucdes do fabricante e fotodocumentados num

transiluminador Bio-Rad Gel-Doc XR System (Bio-Rad).

Estirpes onde os genes lukS-PV/lukF-PV foram encontrados foram consideradas PVL-positivo.

2.2.4 Andlise da capacidade de producéo de biofilme pelo método de adesdo em microplaca

com coloracgdo por Violeta de Cristal

A avaliacdo da capacidade de producao de biofilmes pelas estirpes em estudo foi realizada através do
ensaio de adesdo em microplaca com coloracdo de violeta de cristal **. De modo a otimizar as
condicdes de producéo de biofilme, o ensaio foi realizado testando dois tipos de placas de fundo plano:
placas de poliestireno (ROTILABO®, Ref2 9293.1, Boettger, Alemanha) e placas de poliestireno tratadas
para cultura celular (Ref* 4430100, Orange Scientific, Bélgica). A producéo de biofilme foi também
avaliada em dois meios de cultura, nomeadamente, (i) TSB suplementado com 1% de glucose e (ii)

suplementado adicionalmente com 3% de NacCl.

A partir de uma placa de isolamento fresca em TSA, foram transferidas 2 a 3 coldnias isoladas de cada
estirpe em estudo para 5 mL de meio TSB, seguido de incubacdo de aproximadamente 18 horas (o/n),
sem agitacdo. A partir de cada cultura liguida foi preparada uma suspenséo celular em meio TSB,
ajustada a uma densidade 6tica a 600 nm (DOsoo) entre 0,05 e 0,09, equivalente a 5 x 10" a 1 x 108
CFU/ml. Para confirmar a concentracdo celular das suspens@es celulares, foram efetuadas diluicbes
seriadas 1:10 até 10° em tampao fosfato salino (PBS). Aliquotas de 0.1 mL das diluicdes 10° e 10
foram plagueadas em meio TSA e as placas incubadas o/n a 37°C para posterior contagem das colénias
resultantes e determina¢é@o da CFU/mL. Apés este procedimento, a suspenséo celular foi diluida 1:100
no meio de cultura a ser usado no ensaio (TSB suplementado com 1% de glucose ou TSB

suplementado com 1% de glucose e 3% de NacCl).

As placas de 96 pocos foram preparadas de acordo com o esquema representativo da Figura 2.3. A
cada poco das microplacas, a excecdo dos pocos do controlo negativo “CN” e do branco “B”, foram
adicionados 200 pl de cada suspensao celular e estas foram incubadas a 37°C, sem agitacdo, por 24
horas. Para cada placa, foram introduzidos os seguintes controlos: controlo negativo, 200 pl de meio
TSB suplementado; controlos positivos de producéo de biofilme, S. epidermidis ATCC®35984™ e S,
aureus RN4220; controlo negativo da producao de biofilme, S. epidermidis ATCC®12228™; assim como
um branco (&cido acético a 33%). Cada condicao foi testada em quatro réplicas em cada ensaio.
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Figura 2.3: Esquema representativo da preparacédo das placas para o método de adesdo com
coloracdo de violeta de cristal. CN: Controlo negativo (TSB suplementado); CEP: Controlo positivo
(S. epidermidis ATCC® 35984 ™); CEN: Controlo estirpe negativa (S. epidermidis ATCC® 12228™);
CSA: Controlo positivo S. aureus (S. aureus RN4220); A: Estirpes em estudo; B: Branco (acido
acético glacial 33%).

Apo6s a incubagao por 24 horas, foi avaliado o crescimento bacteriano por leitura da DOsoo num aparelho
Synergy"'" (Biotek, Winooski, EUA). Posteriormente, os contetidos de cada pogo foram removidos com
auxilio de uma micropipeta e os pogos foram lavados, trés vezes, com 100 uL de PBS para remover as
células ndo aderentes. As células aderentes foram de seguida fixadas por incubagdo com metanol a
99% (J.T. Baker, Deventer, The Netherlands) durante 20 minutos. A seguir, 0 metanol foi removido e

as placas foram colocadas a secar ao ar em posic¢ao invertida, durante a noite, a temperatura ambiente.

A biomassa associada ao biofilme aderente formado em cada pocgo foi corada com 150 uL de violeta
de cristal a 0.1% (p/v) durante 15 minutos a temperatura ambiente. O corante foi retirado com auxilio
de micropipeta e as placas foram lavadas por imersdo em agua desmineralizada (trés imersdes em
dois banhos de agua) e colocadas a secar ao ar em posi¢éo invertida e a temperatura ambiente. Uma
vez secas, 0 violeta de cristal associado a biomassa foi solubilizado com &cido acético a 33% durante
30 minutos e a temperatura ambiente. A cada poco correspondente ao branco foram adicionados 200
uL de &cido acético a 33% (branco). A densidade 6tica a 570 nm (DOs70) de cada poco foi registada

através da média dos valores da area do poco num leitor de placas Synergy"T.

Os resultados foram obtidos com recurso ao software BioTek Gen5 e analisados conforme o0s passos

descritos abaixo para permitir a categorizacéo dos fenétipos de produgéo de biofiime 142,

1. O valor da DOs7o do branco (Acido acético a 33%) foi subtraido a todos os valores de DOs7o
obtidos nos controlos e estirpes em estudo.
2. Foi calculado o valor da média e desvio padrdo (SD) das réplicas da DOs7o registada para

o controlo negativo (TSB).
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3. Faoi calculado o valor de corte ODc, equivalente a ODc = média da DOs79 do controlo
negativo + (3x SD do controlo negativo) — este valor é especifico para cada placa.
Valores negativos de ODc foram considerados como zero.

4. Foi calculado o valor da média e SD das réplicas da DOso registada para cada estirpe em
estudo.

Para minimizar o efeito da variabilidade intra-ensaio, para cada estirpe, o ensaio foi
validado somente quando SD < 15% do valor da média de ODs7o.

5. A cada valor de média de DOs7o foi subtraido o valor de ODc, obtendo-se assim o valor de
DOsro final (DOrinal) para cada estirpe.

6. As estirpes foram divididas em quatro categorias, comparando o valor de DOsina de cada

estirpe com o valor de corte como indicado na Tabela 2.7.

Tabela 2.6: Esquema de classificaco da producéo de biofilmes de acordo com Stepanovic et al.'*,

Formula Categoria
DOsinat < ODc N&o produtor (-)
ODc < DOfina £ 2x0Dc Produtor fraco (+);
2x0Dc < DOfina £ 4x0ODc Produtor moderado (++)
4x0Dc < DOfinal Produtor forte (+++).

DO= densidade 6tica; ODc= valor de corte

Para minimizar o efeito da variabilidade inter-ensaio, os ensaios foram realizados, pelo menos, em
duplicado, e o fendtipo final de cada estirpe apenas foi validado quando se observou concordéancia (i)

na categorizacéo do fenotipo e, (ii) quando SD < 20% do valor da média dos ensaios.

2.2.5 Pesquisados genes icaADB

A pesquisa de genes presentes no operdo ica foi realizada através da técnica de PCR. Foram
desenhados “primers” que produzissem um amplicdo contendo a regi@o terminal 3’ do gene icaA, a
totalidade do gene icaD e a regido terminal 5° do gene icaB, conforme indicado na Figura 2.4. Cada
reacdo de PCR foi preparada num volume final de 25 pl, contendo 1X tamp&o NZYTagq Il (NZY Tech),
1,75 mM MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada “primer” (icaABCD_Fw, icaABCD_Rv), 0,03 U/ul
do enzima NZYTaq Polimerase Il), 2,5 pl de DNA total diluido 1:10 e &gua ultra-pura Tipo | para perfazer

0 volume.

S
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Figura 2.4: Representacao gréfica do operdo icaADB e localizagao dos “primers” usados para
identificacGes dos genes icaADB. Adaptado de (144).
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Foi utilizado como controlo positivo 0 DNA da estirpe S. aureus RN4220. Como controlo da reacéo foi
utilizado agua Milli-Q® estéril de forma a detetar possiveis contaminacdes das solugdes utilizadas.

O programa de amplificagdo consistiu num passo de desnaturacgéo inicial a 94°C durante 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 segundos, emparelhamento dos “primers” a 54°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos. Apds os 30 ciclos foi feito um passo de
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Para confirmacéo da especificidade do PCR, um dos produtos de

amplificacdo foi purificado com o kit NZYGelpure (NZYTech) e sequenciado (STAB-Vida).

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (NZYTech) a 1% (p/v) em
tampdo TBE 0,5 X durante 45 minutos a 80 volts, usando GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific) como marcador de pesos molecular. Os géis foram corados com 2 uL de GreenSafe
Premium (NZYTech) de acordo com as instrucdes do fabricante e fotodocumentados num

transiluminador Bio-Rad Gel-Doc XR System (Bio-Rad).

2.2.6 Modelo de infecdo em Galleria mellonella para avaliagcdo do potencial de viruléncia de S.

aureus

A utilizacdo de um modelo de infecdo em insetos apresenta diversas vantagens em comparacéo aos
estudos tradicionais em mamiferos. O protocolo de infecdo em G. mellonella, comummente designada
por "larva da cera" ou "larva do mel", ndo envolve as limitacdes éticas e o custo elevado dos modelos
de infecdo tradicionais, as larvas sédo facilmente manipulaveis, podem ser mantidas a 37°C e nao

necessitam de anestesia 43144,

Varios estudos tém estabelecido uma boa correlagdo entre a patogenicidade de diversos agentes
patogénicos bacterianos guer em modelos de infecdo em G. mellonella quer em modelos de infe¢do
em mamiferos, corroborando o crescente interesse neste modelo de infecdo larval *4. G. mellonella
apresenta um sistema imunitario inato semelhante ao dos mamiferos, com resposta celular e humoral
bem desenvolvida, incluindo a producdo de péptidos antimicrobianos. Os hemdécitos presentes na
hemolinfa de G. mellonella tem uma funcdo semelhante aos macréfagos e neutréfilos humanos,

realizando a fagocitose e a degradacdo do agente patogénico invasor 143144,

Deste modo, este foi 0 modelo escolhido para avaliar o potencial de viruléncia de estirpes de S. aureus
associadas a SSTIs em humanos ou animais. Para tal, foram selecionadas duas estirpes pertencentes
a linhagem clonal ST22, predominante nas cole¢des de origem animal e humana. Para além deste
critério, foi tida em conta a apresentacao de fen6tipo de producéo de biofilme e perfil de resisténcia aos

antibidticos relevante. As principais caracteristicas das estirpes selecionadas estao descritas na Tabela 2.8.
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Tabela 2.7: Principais caracteristicas genotipicas e fenotipicas das estirpes analisadas no modelo de
infecdo em G. mellonella.

Estirpe Origem ST (CC) Biofilme Perfil de resisténcia
BIOS-V204  Animal 22 (22) Produtor Forte MRSA - MDR
BIOS-H31 Humana 22 (22) Produtor Forte MRSA - ndo-MDR

Preparacéo das larvas

As larvas foram adquiridas, em varios lotes distintos, numa empresa que comercializa alimento vivo
para animais exoticos (G. mellonella é comercializada como alimento de diversas espécies de passaros
e répteis). Os ensaios foram realizados na fase larval tardia de G. mellonella 4. Apds rececéo das
larvas, estas foram submetidas a dois periodos de aclimatizacdo: 24 horas a temperatura ambiente
apo6s o transporte para o laboratério, seguidas de 24 horas a 37°C para aclimatizacdo a temperatura

do ensaio .

Cada ensaio foi constituido por dois grupos controlo, (i) sem manipulacéo e (ii) injecdo com PBS e dois
grupos de estudo, (iii) injecéo da estirpe em estudo a 10° CFU/larva e (iv) a 107 CFU/larva. Para cada
grupo foram escolhidas 10 larvas saudaveis semelhantes tendo em conta o peso e tamanho (225-300
mg e 20-30 cm), uniformidade da cor (sem melanizacdo) e presenca de motilidade. Cada grupo de

larvas foi pesado, e o0 peso médio das larvas determinado.

Preparacdo do in6culo bacteriano

As estirpes de interesse selecionadas foram inoculadas em meio TSA e incubadas a 37°C por 24 horas.
Foram transferidas 2/3 col6nias isoladas para 5 ml de meio TSB e incubadas a 37°C por 18 horas. Apés
incubacéo, o volume total da cultura foi transferido para um tubo falcon de 15 mL e centrifugado a 9000
rpm por 5 minutos. O sedimento bacteriano foi recuperado e lavado duas vezes com PBS. A suspensao
celular foi ajustada a uma densidade 6tica correspondente a aproximadamente 5x108 CFU/mL (DOsoo
entre 0.27 e 0.3, determinada previamente para cada uma das estirpes). Esta suspenséo foi diluida
1:100 em PBS de modo a se obter uma segunda suspensdo com 5x108 CFU/mL. Para confirmacgao da
concentracao celular do inéculo foram efetuadas dilui¢des seriadas 1:10 em PBS e aliquotas de 0,1 ml

foram plagueadas em TSA para determinagdo de CFU/mL.
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Infecéo das larvas com as estirpes de interesse

Apo0s a preparacgao e aclimatizacdo das larvas, cada larva foi colocada num dispositivo de contencéo,
adaptado de Fredericks et al. 145, para minimizar possiveis danos ao experimentador causados durante
a injecdo. Com uma agulha de insulina foi injetado, numa das patas falsas traseiras, 20 pl/larva de PBS
ou de uma das suspensfdes bacterianas preparadas, como demonstrado na Figura 2.5.

Figura 2.5: Procedimento de inoculacéo de larva de G. mellonella.

Os grupos de larvas foram colocados em contentores distintos com orificios na tampa para entrada de
ar e com alimento (aparas de cera), para ndo causar oscilagdes no sistema imune celular e humoral
146 A sobrevivéncia das larvas em cada grupo foi observada a cada 24 horas apds a infecdo, por um
periodo de 7 dias. Uma larva foi considerada morta quando n&o responsiva ao toque #° (Figura 2.6).
Todas as larvas mortas foram colocadas num tubo falcon de 50 mL, e este selado e colocado hum
contentor para incineragdo. No final de cada ensaio, as larvas sobreviventes foram transferidas para
um tubo falcon de 50 mL, e este selado e colocado a -20°C num contentor secundario, por pelo menos,

24 horas, periodo ap6s o qual foi colocado em contentor para incineragao.

Figura 2.6: Larvas de G. mellonella mortas apés inoculagdo com uma estirpe de S. aureus.
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2.3 Anadlise estatistica

Os dados genotipicos (tipo de agr, presenca dos genes lukS-PV/IukF-PV que codificam para a PVL) e
fenotipicos (producdo de biofilme, fendtipo MRSA/MSSA e MDR/ndo-MDR) obtidos no decurso do
trabalho foram comparados através do teste estatistico de qui-quadrado, usando o software SPSS
v26.0 (SPSS® Statistical Software, NY, EUA).

A andlise de curvas de sobrevivéncia relativas aos ensaios de infegcdo em G. mellonella foi realizada
com recurso ao método de Kaplan-Meier, o qual analisa dados de sobrevivéncia obtidos até a
ocorréncia de um dado evento, neste caso a morte da larva. O evento é monitorizado em tempos
definidos (a cada 24 horas pos-infe¢céo), sendo possivel calcular o tempo médio de sobrevivéncia das
larvas em cada condicdo testada e a probabilidade de sobrevivéncia a cada ponto de monitorizagdo. A
comparacao das curvas de sobrevivéncia das estirpes com o controlo (PBS) ou entre si foi realizada
através do método de “Logrank” (Mantel-Cox). A andlise foi realizada pelo software GraphPad Prism

versdo 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).

Foi considerado um nivel de significancia de 5% (p<0.05) em todas as analises estatisticas realizadas

neste trabalho.
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3.1 Tipificacdo do sistema de regulacdo de viruléncia agr

Resultados

Todas as estirpes em estudo foram objeto de tipificacdo molecular do sistema agr por PCR, de acordo

com a abordagem descrita por Lina et al., ilustrada na Figura 2.1 na secdo 2.2.2 53, A Figura 3.1 mostra

um resultado representativo da aplicacéo desta abordagem. No total das duas colecfes, das 89 estirpes
de S. aureus analisadas, 59 (66,3%) foram classificadas com o tipo agrl, 26 estirpes (29,2 %) com agrll

e trés estirpes (3,4 %) com agrlll. Apenas uma estirpe (1,1 %) foi identificada como apresentando o tipo

agriVv.

12 345678

600 pb
500 pb
400 pb

300 pb

657 pb
572 pb
439 pb

321 pb

Figura 3.1: Analise de produtos de PCR para tipificacdo molecular do sistema agr por
eletroforese em gel de agarose. 1: marcador GeneRuler 100 pb Plus Ladder; 2: controlo negativo
(2dgua); 3: Controlo S. aureus COL (agrl); 4: Controlo S. aureus ATCC 25923 (agrlll); 5: BIOS-H7 (agrll);

6: BIOS-V129 (agrlV); 7: BIOS-H8 (agrll); 8: BIOS-H9 (agrll).
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A distribuicdo dos tipos de agr mostrou ser semelhante nas duas colec¢des (Figura 3.2). O tipo agrl foi
o tipo predominante, presente em 20 estirpes (58.8%, 20/34) de origem humana e 39 estirpes (70.9%,
39/55) de origem animal. O segundo tipo de agr mais frequente em ambas as colecdes foi agrll,
presente em 13 estirpes (38.2%, 13/34) de origem humana e 13 estirpes (23.6%, 13/55) de origem
animal; enquanto o tipo agrlll foi identificado apenas numa estirpe (2.9%, 1/34) de origem humana e
em duas estirpes (3.6%, 2/55) de origem animal. Por fim, o tipo agrlV foi apenas detetado numa estirpe
(1.8%, 1/55) de origem animal.

o®
i N= 34 N= 55
3% 4% 2%
1 agn
[ agril 389 24%
[ agnll
agnv . 1%

Figura 3.2: Distribuicdo da frequéncia dos quatro tipos de agr nas cole¢cdes de S. aureus origem
humana e animal.

Analisando a cole¢cdo de origem animal e considerando as varias espécies animais hospedeiras, das
29 estirpes de origem canina, 19 (65.5%) foram classificadas com o tipo agrl, oito estirpes (27.6%)
foram identificadas com agrll e duas estirpes (6.9%) com agrlll. Das 19 estirpes de origem felina, 15
(78.9%) pertencem ao agrl, enquanto quatro estirpes (21.1%) foram classificadas com o tipo agrll. Das
cinco estirpes isoladas de coelho, quatro (80.0%) pertencem ao tipo agrl e apenas uma estirpe (20.0%)
pertence ao tipo agrlV. A Unica estirpe de origem equina pertence ao agrll, enquanto a estirpe de origem
desconhecida apresenta um tipo agrl.

A associacéo entre a distribuicdo dos tipos de agr, fenotipos de resisténcia e linhagens clonais é
descrita na subsecao 3.4 dos Resultados.

3.2 Pesquisados genes lukS-PV e lukF-PV que codificam para a PVL

A presenca dos genes que codificam para a PVL foi determinada pela amplificacdo por PCR de um
fragmento abarcando a regido terminal 3° do gene lukF-PV e a regido terminal 5’ do gene IukS-PV,
conforme ilustrado na Figura 2.2 da se¢éo 2.2.3. Na Figura 3.3 encontra-se uma imagem representativa

de resultados obtidos durante a pesquisa destes genes.
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Figura 3.3: Analise de produtos de PCR para pesquisa dos genes lukS-PV/IukF-PV através de
eletroforese em gel de agarose. 1. marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder; 2: S. aureus USA300 NE1034
(PVL+); 3: S. aureus ATCC29213 (PVL-); 4: BIOS-H1 (PVL-); 5: BIOS-H4 (PVL-); 6: BIOS-H5 (PVL+); 7:
BIOS-H6 (PVL+).

Os genes lukS-PV/IukF-PV foram detetados em oito (9.0%) das 89 estirpes de S. aureus em estudo,
sendo estas classificadas como PVL-positivo. Relativamente & colecdo de estirpes de origem humana,
sete das 34 estirpes (20.6%) possuem 0s genes lukS-PV/IukF-PV, enquanto na colecdo de origem

animal apenas uma das 55 estirpes (1.8%) apresentou estes genes.

A associacéo entre a distribuicdo de PVL, tipos de agr, fenétipos de resisténcia e linhagens clonais é

explorada na subsecéo 3.4 dos Resultados.

3.3 Analise da capacidade de producéo de biofilme nas cole¢cbes em estudo

3.3.1 Otimizacdo do método de adesao em microplaca com coloracéo de violeta de cristal

Neste trabalho, a capacidade de producdo de biofilme foi avaliada pelo método de adesdo em
microplaca com coloragéo de violeta de cristal, como descrito por Stepanovic et al. 4142, Este método
foi executado testando-se dois tipos de microplacas. Embora o material de produgcédo de ambas as
placas em teste seja o poliestireno, um dos tipos de placa (placas de cultura celular) é tratado para
promover a adesd@o celular ao plastico. Todas as 89 estirpes foram testadas nos dois tipos de
microplacas e, adicionalmente, em meio TSB suplementado com 1% de glucose ou com 1% glucose e
3% de NacCl.
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A distribuicdo dos fenétipos de producgédo de biofilme obtidos para as 89 estirpes de S. aureus nas
varias combinacgbes testadas encontra-se representada na Figura 3.4. O teste em microplacas de
poliestireno revelou que, em TSB suplementado com 1% glucose, 16 estirpes (18.0%) foram
classificadas como n&o produtor de biofilme, enquanto 45 estirpes (50.6%) foram categorizadas como
produtor fraco, 18 (20.2%) como produtor moderado e 10 estirpes (11.2%) como produtor forte. Ja em
TSB suplementado com 1% de glucose e 3% de NacCl, 20 (22.5%) estirpes foram classificadas como
ndo produtor de biofilme, enquanto 33 estirpes (37.1%) foram categorizadas como produtor fraco, 25
(28.1%) como produtores moderados e 11 (12.4%) como produtores fortes.

Nos ensaios em que foram usadas microplacas para cultura celular, em TSB suplementado com 1%
glucose, 26 estirpes (29.2%) foram classificadas como n&o produtor de biofilme, 27 estirpes (30.3%)
como produtor fraco, 13 (14.6%) como produtor moderado e 23 estirpes (25.8%) como produtor forte.
O crescimento em meio TBS suplementado com 1% glucose e 3% de NaCl, indicou 20 estirpes (22.5%)
como nao produtoras de biofilme, enquanto 32 estirpes (36.0%) foram categorizadas como produtores
fracos, 16 (18.0%) como produtores moderados e 21 estirpes (23.6%) como produtores fortes (Figura
3.4).

Placas de poliestireno Placas de cultura celular
1% glucose 1% glucose
18%
0,
1% glucose + 3% NaCl 1% glucose + 3% NaCl

18%

B N3o Produtor Produtor fraco Produtor Moderado M Produtor Forte

Figura 3.4 Distribui¢céo dos fendtipos de producéo de biofilme das 89 estirpes de S. aureus em estudo
obtidos no método de adesdo em microplaca nas véarias combinacdes em otimizacdo: tipo de placa e
meio de crescimento.

O controlo positivo S. epidermidis ATCC35984 (ica*, produtor de biofilme)'47148 foi categorizado como
produtor forte em todos os ensaios e para todas as condi¢des testadas. Por outro lado, o controlo
positivo S. aureus RN4220, descrito como produtor de biofilme na literatura'4®, apresentou um

comportamento variavel, sendo categorizado como produtor nos ensaios com placas de cultura celular
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e como nado produtor/produtor em placas de poliestireno. Contrariamente ao expectavel, o controlo
negativo S. epidermidis ATCC12228 (ica’), descrito como n&o produtor de biofilmes na literatura
147.150151 © foi td0 categorizado como produtor como ndo produtor ao longo dos ensaios,

independentemente das condi¢es testadas.

De acordo com estes resultados, foi considerada como condi¢ao 6tima para a avaliagao da producéo
de biofilme, a utilizacdo de placas de cultura celular, uma vez que permitem maior detecdo de
produtores fortes e uma melhor diferenciagé@o entre as diferentes categorias (por exemplo, produtores
fortes vs. ndo produtores).

3.3.2 Avaliacdo da producédo de biofilme

A distribuicdo das estirpes de S. aureus foi inicialmente feita em quatro categorias diferentes de
capacidade de producéo de biofilme (ndo produtor, produtor fraco, produtor moderado e produtor forte),
de acordo com os critérios de Stepanovic et al., 2007 %2, tendo em conta os dados obtidos a partir dos
ensaios efetuados com as microplacas de cultura celular, independentemente do meio de crescimento.
No entanto, de uma forma geral, foram observadas gamas similares ou sobrepostas de valores de
producdo de biofilme entre produtores fracos e ndo produtores. Deste modo, para a analise final dos
dados, as categorias ndo produtor/produtor fraco foram agregadas na classificacdo N&do Produtor,
enquanto as categorias produtor moderado/produtor forte foram agregadas como Produtor. Uma
estirpe foi considerada como Produtor, se apresentasse producdo moderada ou forte em pelo menos

um dos meios de crescimento testados.

No total das duas cole¢cdes de S. aureus, 57 estirpes (64.0%, 57/89) foram classificadas como
Produtores de biofilme, das quais 18 (53.0%, 18/34) eram de origem humana e 39 (70.9%, 39/55) eram

de origem animal (Figura 3.5).
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1

M Produtor B N3o Produtor

Figura 3.5. Distribuicdo dos fenotipos de producado de biofilme por S. aureus no total e por cada
colecdo estudada.

A associacdo entre os fenoétipos de producédo de biofilme e tipos de agr, linhagens clonais e fenotipos

de resisténcia a antibioticos é explorada na subsecéo 3.4 dos Resultados.

3.3.3 Efeito do NaCl na avaliacdo de producao de biofilme

Uma vez categorizadas as estirpes de acordo com os fenétipos de producéo de biofilme, avaliou-se o
efeito da suplementacdo de TSB com 3% NacCl, um fator reconhecido como indutor de biofilmes em
varios estudos 6105152153 Agsim, das 89 estirpes em estudo, 18.0% (16/89) sdo capazes de produzir
biofilme simultaneamente nas duas condi¢cfes de suplementacdo testadas, enquanto 46.1% (41/89)
das estirpes apresentou producéo variavel de acordo com a suplementacéo do meio de cultura. Entre
estas estirpes com comportamento variavel, 23.6% (21/89) estirpes s6 foram categorizadas como
Produtor na presenga de NaCl, enguanto 22.5% (20/89) estirpes s6 foram categorizadas como Produtor
na auséncia de NaCl. Estes resultados indicam um impacto significativo da suplementagéo de TSB na
categorizacdo das estirpes e, por conseguinte, na detecdo de producéo de biofiime em S. aureus
(Figura 3.6).

® N3o Produtor

B Produtor s6 na presenga de NaCl

m Produtor sé na auséncia de NaCl

®m Produtor na presenga e auséncia de NaCl

Figura 3.6. Efeito do NaCl na categorizacéo dos fen6tipos de biofilmes das estirpes de S. aureus

em estudo (n=89).
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O efeito do NaCl foi observado ndo s6 na categorizagao (ndo produtor/produtor) das estirpes, mas
também dentro de cada categoria. Na Figura 3.7, destacam-se estirpes que registaram variagdes
significativas de DOsinal Na presenca de NaCl, quer por aumento da producéo de biofilme (BIOS-H18,
BIOS-V151) quer por diminui¢cdo do biofilme (BIOS-V150, BIOS-V245).

2,147 ©

1,493 ©
1329 ©

DOfinal
0,706 ©

B o660 ©

B o595 ©
0,057 2

| 0,053 2

BIOS-H18 BIOS-V150 BIOS-V151 BIOS-V245

m 1% glucose 1% glucose + 3% NacCl

Figura 3: Efeito do NaCl na capacidade de produc¢éo de biofilme. NP: N&o Produtor; P: Produtor.

3.3.4 Pesquisado operdo icaABCD

A pesquisa do operdo icaABCD foi realizada através da amplificacdo de um fragmento contendo a
regido terminal 3’ do gene icaA, a totalidade do gene icaD e a regido terminal 5’ do gene icaB (Figura
2.4). Neste estudo, a presenca dos genes ica foi identificada em todos as estirpes de origem humana
ou veterinaria (Figura 3.8).

1 2 3 456 7

400 pb

359 pb
300 pb

Figura 3.8: Analise de produtos de PCR para detecao dos genes icaABC por eletroforese em gel
de agarose. 1: marcador GeneRuler 100 pb Plus Ladder; 2: controlo S. aureus RN4220; 3: controlo
negativo (dgua); 4: BIOS-V4 (ica+); 5: BIOS-V5 (icat); 6: BIOS-V6 (icat); 7: BIOS-V19 (icat).
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3.4 Relagao entre caracteristicas fenotipicas e genotipicas das estirpes em estudo

Foram efetuadas andlises estatisticas para explorar possiveis relagcdes entre as diversas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas das estirpes caracterizadas neste trabalho, em conjunto com a informacgéo

prévia, relativamente as linhagens clonais e perfis de resisténcia aos antibioticos.

N&o foi encontrada associagdo estatisticamente significativa entre a producdo de biofime e as
linhagens clonais ST (X?=17.863, p=0.909) ou os complexos clonais (X?=14.037, p=0.605)
considerando o total das estirpes estudadas, apenas estirpes de origem humana (ST: X?=15.077,
p=0.458; CC: X?=11.790, p=0.495), ou apenas estirpes de origem animal. (ST: X?>=10.608, p=0.876;
CC: X?=8.462, p=0.625).

Também néo foi encontrada associacao estatisticamente significativa entre a producéo de biofilme e
os fendtipos MRSA/MSSA (X?=0.417, p=0.518) ou MDR/ndo-MDR (X?=0.322, p=0.571) para o total
das estirpes estudadas, estirpes de origem humana (MRSA/MSSA: X?=0.537, p=0.464; MDR/n&o-
MDR: X?=1.025, p=0.311), ou estirpes de origem animal (MRSA/MSSA: X?=3.186, p=0.074; MDR/n&o-
MDR: X2=0.535, p=0.734).

De igual forma, ndo foi encontrada associacdo estatisticamente significativa entre a producédo de
biofilmes e os tipos de agr para o total das estirpes estudadas (X?=2.501, p=0.713), estirpes de origem
humana (X?=1.163, p=0.856), ou estirpes de origem animal (X?=3.291, p=0.462).

Apesar da falta de associacdo estatistica, analisou-se a distribuicdo destas varias caracteristicas com
0 auxilio do algoritmo goeBURST, que analisa relac8es filogenéticas com base no ST, e do software
PhyloViZ Online que permite analisar graficamente estas relacbes interligando-as com outras
caracteristicas de interesse. Assim, na Figura 3.9, encontra-se representadas as varias linhagens
clonais presentes nas cole¢cdes em estudo, assim como as suas caracteristicas fenotipicas (producéo

de biofilme, resisténcia aos antibidticos, hospedeiro) e genotipicas (tipo de agr, PVL-positivo).
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Figura 3.9: Distribuicdo das caracteristicas genotipicas e fenotipicas por linhagem clonal.

Diagrama construido utilizando o algoritmo goeBURST e visualizado no software Phyloviz Online (www.phyloviz.net).

Relacdo entre tipo de agr e linhagem clonal

Estudos prévios mostraram que a variabilidade alélica de agr esta associada as linhagens clonais e
mesmo a complexos clonais de S. aureus, de forma independente ao hospedeiro'>*. Como esperado,
esta relacéo foi igualmente verificada neste trabalho, estando cada ST associado a um Unico tipo de
agr. Assim, as estirpes com agrl pertencem as linhagens ST22 (CC22), ST8 e ST72 (ambos CC8) e a
ST398 (CC398). Por sua vez, as estirpes com agrll pertencem as linhagens do complexo clonal CC5
(ST5, ST105), ST15 (CC15) e ao ST816, oriundo de um cavalo. Ja o tipo agrlll encontrou-se associado
a linhagem ST30 (CC30) e ST1 (CC1). A Unica estirpe apresentando agrlV pertence ao ST121. Este
trabalho permitiu ainda atribuir tipos de agr a linhagens clonais que foram descritas pela primeira vez
nestas cole¢bes, nomeadamente, assignando o tipo agrl a ST6566 (CC8) e ST6564, e o tipo agrll a
ST6531(CC5) e ST6535(CC5). Apesar da relacdo entre tipo de agr e ST, ser geralmente estendida a
complexos clonais, encontrou-se uma exce¢édo no CC1, salientando-se que o tipo agrl foi atribuido a
ST188 e ST6565, e portanto divergindo de ST1-agrlll.

Relacdo entre presenca de PVL, linhagem clonal e resisténcia & meticilina

Na cole¢éo de origem humana, foram detetadas sete estirpes PVL-positivo, das quais quatro séo MRSA
e pertencem a linhagem clonal ST8-agrl e as trés restantes sdo MSSA, pertencendo duas a linhagem
clonal ST152-agrl e uma a linhagem ST30-agrlll. A Gnica estirpe PVL-positivo de origem animal (coelho)

€ MSSA e pertence a linhagem clonal ST121-agrlV.
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Relacéo entre producao de biofilme, linhagem clonal e perfil de resisténcia a antibioticos

A andlise da Figura 3.9 revela ainda que, de um modo geral, a producdo de biofilme se encontra
associada as linhagens clonais predominantes nas cole¢fes em estudo. Em particular, a producéo de
biofilme foi registada na maior parte das estirpes MRSA/MSSA-ST8-agrl (3/4 estirpes) associadas
exclusivamente aos humanos, e a MSSA-ST398-agrl (4/5 estirpes) associadas exclusivamente a
animais. A producdo de biofilme foi ainda observada em linhagens clonais predominantes presentes
nos varios hospedeiros, nomeadamente associadas a humanos e animais como as MRSA-ST22-agrl
(57%, 17/30 estirpes) e MRSA/MSSA-ST5-agrll (90%, 9/10 estirpes).

35 Avaliagdo do potencial de viruléncia de estirpes representativas no modelo de infecdo em G.

mellonella

O modelo de infecao larval de G. mellonella tem sido aplicado para a avaliacdo de viruléncia de diversos
agentes patogénicos bacterianos 43144, Neste trabalho, este modelo foi aplicado para averiguar se
estirpes de S. aureus associadas a SSTIs em humanos e animais apresentam um maior potencial de
viruléncia do que uma estirpe produtora de biofilme, S. aureus RN4220. Para estes ensaios, foram
escolhidas duas estirpes: BIOS-V204, estirpe MRSA ndo-MDR, isolada de um coelho *3%; e BIOS-H31,
estirpe MRSA-MDR de origem humana **°, Ambas as estirpes sdo produtoras de biofilme e pertencem
a linhagem clonal ST22, predominante em ambas as colegdes 3132,

Os ensaios de infecdo em G. mellonella foram realizados testando-se dois indculos para cada estirpe,
10° CFU/larva e 107 CFUl/larva, proximos da gama de valores usada noutros estudos similares 1°5-158,
Os ensaios incluiram ainda controlos nos quais as larvas foram inoculadas com igual volume de PBS

ou ndo inoculadas (sem manipulacdo). Cada ensaio foi efetuado, pelo menos, em duplicado.

Apos a infecdo, a mortalidade das larvas foi avaliada a cada 24 horas, durante um periodo de sete dias.
Uma larva foi considerada morta quando ndo respondia ao toque, sendo este evento geralmente
acompanhado de forte melanizacdo das larvas #°. Nos painéis A e B da Figura 3.10, encontram-se
ilustradas as curvas de sobrevivéncia das larvas ao longo do tempo apos inoculagdo com cada uma
das estirpes em estudo, em dois ensaios independentes. Estas curvas mostram um aumento da morte
de larvas ap6s a inoculagdo com S. aureus, independentemente da estirpe infetante, sendo esta mais
evidente com o inéculo superior (10’ CFU/larva). A morte de larvas foi igualmente observada nos
controlos dos vérios ensaios efetuados, mas em ndmero consideravelmente menor e de forma mais

espagada no tempo.

A andlise das curvas de sobrevivéncia foi efetuada pelo método de Kaplan-Meier, o qual analisa dados
de sobrevivéncia obtidos até a ocorréncia de um dado evento, neste caso a morte de larva. A partir

destes dados, é estimada a probabilidade de sobrevivéncia (ou fragao de sobrevivéncia) a cada tempo
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de monitorizacéo, assim como o tempo de sobrevivéncia médio, sendo estes parametros ilustrados em

funcdo do tempo. Esta andlise foi efetuada para cada estirpe, tendo em conta os dois ensaios

independentes, apresentando-se estas as curvas de sobrevivéncia no painel C da Figura 3.10.
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Figura 3.10: Curvas de sobrevivéncia de G. mellonellainfetadas com estirpes de S. aureus associadas
a SSTls. Percentagem de sobrevivéncia de G. mellonella infetadas com as estirpes RN4220, BIOS-V204 e
BIOS-H31 obtidas em dois ensaios independentes (A e B). Probabilidades de sobrevivéncia de G. mellonella
infetadas com S. aureus (C); as linhas pontilhadas coloridas representam o intervalo de confianca a 95%
estimado para cada curva de sobrevivéncia; as linhas a tracejado vermelho representam o tempo médio de
sobrevivéncia associado a cada curva de sobrevivéncia. As comparacdes estatisticamente significativas entre
curvas de sobrevivéncia encontram-se assinaladas como p < 0,05 (*), p< 0,01 (**) e p < 0,001 (***).
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A andlise das curvas de sobrevivéncia ilustradas na Figura 3.10-C mostra que as trés estirpes
reduziram significativamente a sobrevivéncia das larvas, quando comparadas com o controlo (PBS),
com excecdo da estirpe S. aureus RN4220 com o indculo a 10° CFU/larva. Este efeito reflete-se no
tempo de sobrevivéncia médio (Figura 3.10-C, Tabela 3.1), o qual é inferior para G. mellonella infetada

com cada uma das estirpes, independentemente do indculo, relativamente ao controlo PBS.

Tabela 3.1: Tempo de sobrevivéncia médio (tmsdio) associado a cada curvade sobrevivénciaobtidanos
ensaios deinfecdo com G. mellonella.

PBS RN4220 BIOS-V204 BIOS-H31
10° 107 10° 107 10° 107
tmédio(dias) > 7* 7 3 7 1 3 1,5

* Resultado idéntico em cada ensaio.

A comparacao entre as curvas de sobrevivéncia obtidas para as trés estirpes em estudo em relacéo ao
controlo PBS foi efetuada pelo teste “log rank” ou de Mantel-Cox (Tabela 3.2 e Tabela 3.3). Foram
encontradas associacfes estatisticamente significativas quando comparadas as varias curvas de
sobrevivéncia indicando que as trés estirpes de S. aureus apresentam uma maior letalidade em relacéo
ao controlo PBS, a excecdo da estirpe S. aureus RN4220 a 10° CFU/larva. Adicionalmente, para todas
as estirpes testadas, verificou-se uma associacao estatistica significativa entre um maior indculo e
letalidade de G. mellonella. Os valores de significAncia para as trés estirpes estdo descritos na Tabela
3.2.

Tabela 3.2: Andlise estatistica dos ensaios de viruléncia em G. mellonella (ensaios duplicados
independentes)

RN4220
BIOS-V204 CFU/larva BIOS-H31 CFU/larva
CFUl/larva
10° 107 10° 107 10° 107

PBS p=0,0897 p=0,0001 p=0,0059 p<0,0001 p=0,0011 p<0,0001
10°

nd p=0,0222 nd p<0,0001 nd p<0,0051

CFUl/larva

nd: n&o determinado
Para uma comparagédo do potencial de viruléncia entre as trés estirpes, foi apenas considerado o ensaio

em que as trés estirpes foram testadas em simultdneo. Os resultados da probabilidade de sobrevivéncia
para cada estirpe/inéculo nesse ensaio estédo descritos na Figura 3.11.
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Figura 3.11: Curvas de sobrevivéncia de um ensaio com G. mellonella infetadas com as trés estirpes
de S. aureus associadas a SSTIs. Percentagem de sobrevivéncia de G. mellonella infetadas com as estirpes
RN4220, BIOS-V204 e BIOS-H31 obtidas hum ensaio. As linhas pontilhadas coloridas representam o intervalo
de confianca a 95% estimado para cada curva de sobrevivéncia. As comparacfes estatisticamente
significativas entre curvas de sobrevivéncia encontram-se assinaladas como p < 0,05 (*) e p < 0,001 (***).

Tal como observado anteriormente, todas as estirpes apresentaram um impacto negativo na
sobrevivéncia de G. mellonella. Comparando as curvas de sobrevivéncia entre as trés estirpes em
estudo (considerando apenas inéculos equivalentes), foi possivel verificar que a estirpe de origem
animal BIOS-V204 apresenta uma letalidade significativamente superior a S. aureus RN4220, mas
apenas para o indculo a 107 CFU/larva. Por sua vez, a estirpe de origem humana BIOS-H31 promoveu
uma letalidade superior a RN4220, independentemente do indculo testado. Por outro lado, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a letalidade de G. mellonella quando
infetadas com BIOS-V204 ou BIOS-H31l. Os valores de significAncia das andlises estatisticas

realizadas encontram-se descritos na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Andlise estatistica dos ensaios de viruléncia em G. mellonella (ensaio em paralelo)

V204, CFU/larva

H31, CFU/larva

CFU/larva 10° 107 10° 107
10° p= 0,3502 nd p=0,0108 nd
RN4220
107 nd p= 0,0006 nd p <0,0001
10° nd p= 0,1480 nd
V204
107 nd nd p=0,8116

nd: ndo determinado

Em suma, estes resultados sugerem um potencial de viruléncia superior das estirpes de S. aureus

associadas a SSTIs quando comparadas com uma estirpe de referéncia. Este potencial de viruléncia

superior podera dever-se a caracteristicas genotipicas da linhagem clonal ST22-agrl.
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Discussiao e Conclusoes

A espécie S. aureus é um dos principais agentes de infecéo de pele e tecidos moles em humanos e em
animais de companhia, como cies e gatos 2. Esta espécie destaca-se como uma problema global de
saulde publica devido a elevada capacidade de adaptacao genética e a emergéncia e disseminacao de
estirpes resistentes aos antibiéticos 6. Para além da problematica da resisténcia, S. aureus possui um
vasto arsenal de fatores de viruléncia que desempenham um papel importante na patogénese deste
agente 7.

Vérias caracteristicas de S. aureus contribuem para o potencial de viruléncia, podendo estas ser
especificas de linhagens clonais **°. O sistema acessorio regulador agr € um sistema quorum-sensing,
ou seja, € ativado mediante um aumento da densidade populacional, que regula diretamente a
expressao de diversos fatores de viruléncia °°%2, como leucocidinas e toxinas, e que atua de forma
indireta noutras caracteristicas como a formacéo de biofilme ®¢7. Um dos fatores cuja expresséo
depende de agr é a PVL, a qual tem sido associada a SSTIs humana na comunidade %. O papel de
PVL para o processo de infe¢do é ainda controverso, havendo estudos contraditérios quanto a sua
contribuicdo para infecdes de pele 8. Os biofilmes desempenham igualmente um papel importante na
viruléncia de S. aureus e também na resisténcia aos antibidticos, estando associados a infecdes de

caracter crénico e resilientes a terapéutica.

Nesta dissertacéo pretendeu-se avaliar o potencial de viruléncia de estirpes de S. aureus associadas a
SSTIs em humanos e em animais de companhia, relacionando estas caracteristicas entre si e com as
linhagens clonais e perfis de resisténcia aos antibiéticos, de modo a se compreender o que contribui

para 0 seu sucesso como agentes patogénicos nestes hospedeiros, num contexto de Uma Sé Saude.

Para atingir este objetivo foram estudadas duas cole¢cdes de S. aureus associadas a SSTIs em
humanos e animais de companhia previamente caracterizadas quanto as linhagens clonais circulantes

132 @ quanto aos perfis de resisténcia aos antibiéticos 130131, A colecdo de origem humana é constituida
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maioritariamente por estirpes das linhagens clonais ST105, ST22 e ST8, das quais 44.1% sdo MDR,
44.1% MRSA e 35.3% s&o simultaneamente MDR e MRSA. A colecdo de origem animal é constituida
maioritariamente por estirpes das linhagens clonais ST22, ST5, ST398, das quais 9.0% sdo MDR,
34.8% sdo MRSA e 6.0% s&o simultaneamente MDR e MRSA.

Ambas as cole¢Bes foram sujeitas a tipificacédo do tipo de agr e avaliacdo de formacao de biofilme. Os
genes lukS-PV/IukF-PV e icaADB que codificam para a PVL e participam no processo de formacéo de
biofilmes, respetivamente, foram pesquisados por PCR. Posteriormente, estirpes com caracteristicas
de interesse (produgdo de biofilme, linhagem clonal, resisténcia aos antibidticos) foram selecionadas

para avaliar o seu potencial de viruléncia num modelo de infecdo de G. mellonella.

4.1 Distribuicdo dos tipos de agr nas cole¢des em estudo

O sistema agr foi reconhecido como um regulador de viruléncia apds demonstracdo em diversos
modelos animais de que mutacdes neste operdo apresentavam um efeito atenuador da viruléncia de
S. aureus 169161 Estes estudos demonstraram que a inativacdo do locus agr ndo elimina a capacidade

de colonizacéo e de infecéo de S. aureus, mas reduz a incidéncia e a severidade da infegéo .

Diversos estudos tém estabelecido relacdes entre o tipo de agr apresentado por uma estirpe e a
capacidade de promover um tipo de infecdo especifico. Em particular, estirpes com tipo agrl e agrll tém
sido associadas a endocardites *°°, agrlll a sindrome do choque tdxico e a estirpes CA-MRSA 159162 ¢
o tipo agrlV tem sido relacionado com toxinoses, como a sindrome da pele escaldada e impetigo
bolhoso °°. A relacdo entre tipo de agr e perfil de resisténcia aos antibiéticos tem sido também
explorada, com alguns estudos a indicar uma associag&o entre os tipos agrl e agrll e a suscetibilidade

reduzida a glicopéptidos 163164,

Até ao inicio deste trabalho n&o tinha sido estabelecida uma relagéo entre infe¢cdes de pele e o tipo de
agr das estirpes infetantes, tendo se verificado que nas cole¢cbes em estudo nesta Dissertacéo,

associadas a SSTIs, o tipo agrl foi o mais frequente.

Contudo, estudos filogenéticos sugerem que as associa¢gdes acima descritas refletem a diversificagao
de agr como um evento na histdria evolutiva de S. aureus que precedeu a emergéncia dos
polimorfismos explorados nos esquemas de tipificacdo de MLST 4. Assim, existe uma relagdo entre
os variantes alélicos de agr e as linhagens clonais, a qual pode ser estendida aos fatores de viruléncia

por elas apresentados!®1%,

A colecéo de origem humana estudada engloba estirpes associadas a SSTIs recolhidas num contexto
ambulatorio na regido de Lisboa em 2014, sendo esperado que a distribuicdo dos tipos de agr refletisse
as linhagens clonais predominantes na comunidade. Estudos epidemiolégicos conduzidos em Portugal
tém mostrado uma elevada prevaléncia de estirpes HA-MRSA na comunidade, devido & disseminagéo
dessas estirpes a partir de ambientes hospitalares 3339165167 Um exemplo de uma possivel via de

48



Avaliacao do potencial de viruléncia de Staphylococcus aureus associados a
infecdes de pele e tecidos moles

disseminacdo serd a rede de transportes publicos que servem unidades hospitalares 3165, Em
particular, estudos efetuados num espaco temporal préximo ao da colegao aqui estudada, revelaram
uma predominancia das linhagens CC5 e CC22 quer na comunidade quer em ambiente hospitalar 33167,
A caracterizacdo molecular prévia das estirpes aqui estudadas revelou que estas eram também as
linhagens predominantes nessa colecdo '*2. Os tipos de agr associados a estas linhagens s&o agrl
(CC22) e agrll (CC5). De facto, e tal como esperado, a tipificacdo molecular do agr das estirpes de

origem humana mostrou uma maior frequéncia de agrl e agrll.

Na colecdo de amostras de origem animal, os tipos agrl e agrll foram igualmente os predominantes,
estando agrl associado aos complexos clonais CC22, CC8 e CC398, e agrll ao complexo clonal CC5.
Nesta colecdo, os tipos de agr menos frequentes, agrlll e agrlV, encontraram-se associados as
linhagens ST1(1) e ST121, respetivamente. Esta distribuicdo de tipos de agr em estirpes animais pode
refletir a partilha de S. aureus entre humanos e estes hospedeiros na comunidade. De facto, véarios
estudos sugerem que o contato préximo entre humanos e animais de companhia e o crescente nimero
de lares domésticos que incluem tais animais crie, cada vez mais, oportunidades de troca e partilha de
estirpes das linhagens de S. aureus mais frequentes na comunidade, e por conseguinte, das
caracteristicas a si associadas (tipo de agr, presenca de fatores de viruléncia, resisténcia aos

antibidticos) 168-170,

Como reportado noutros estudos epidemioldgicos, os tipos de agr encontram-se associados a
linhagens clonais especificas!’*'2. Tal foi verificado neste trabalho, estando todos os complexos
clonais presentes nestas colecdes associados a um Unico tipo de agr, com excecao das linhagens do
complexo clonal CC1, para o qual estirpes ST1 apresentam agrlll, enquanto estirpes ST188 e ST6565
pertencem ao agrl. Esta associacdo corrobora com o que se encontra descrito na literatura, que
sugerem que as diferencas observadas para o CC1l podem ser explicadas por a linhagem ST188
divergir significativamente de outras linhagens do CC1 3. Para além disso, foi igualmente observada
a relacdo entre tipo de agr e linhagem clonal, tendo ainda sido possivel atribuir o tipo agrl a linhagem

clonal ST6564, descrita pela primeira vez nesta colegado %2,

Embora a vantagem seletiva conferida por determinadas combinac¢fes de fatores de viruléncia ndo seja
clara, a emergéncia de um numero limitado de clones sugere que estes tenham maior potencial para
se estabelecer e disseminar na populagéo. A elevada prevaléncia de determinadas linhagens clonais e
suas caracteristicas particulares pode refletir a capacidade que um microrganismo tem de competir
com outras bactérias que colonizam o hospedeiro ® ou de evasédo as defesas do hospedeiro 4. Um
estudo realizado por Mullarky et al. demonstra que 0s genétipos de agr prevalentes em ambas as
cole¢Bes estudadas, agrl e agrll, contribuem de forma mais significativa para a evasdo do sistema

imunitario primario 174,
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4.2 Presenca dos genes lukS-PV/lukF-PV, que codificam para a PVL

Neste estudo, os genes IukS-PV/IukF-PV foram detetados em 9,0% (8/89) das estirpes de S. aureus
analisadas, sendo estas classificadas como PVL-positivo. A presenca destes genes mostrou ser mais
frequente em estirpes de origem humana (20.6%) do que de origem animal (1.8%). Quando analisamos
as amostras de origem humana, a frequéncia destes genes € semelhante a descrita por Conceicao et
al. (34%), num estudo em Portugal, compreendendo amostras humanas recolhidas de exclusivamente
de SSTIs num contexto de ambulatério!”™. A presenca de PVL (lukS-PV/IuKF-PV) esta fortemente
associada a SSTIs, como evidenciado por diversos estudos epidemiolégicos conduzidos em diversas
regides geogréaficas, incluindo Portugal 1>177, Em particular, esta evidéncia é mais acentuada em
estirpes CA-MRSA, as quais aquando da sua emergéncia apresentavam quase invariavelmente este

fator de viruléncia %2

A PVL mostrou estar associada a necrose tecidular, podendo contribuir substancialmente para a
furunculose 178, Tem sido também demonstrado o seu impacto a nivel das infe¢cGes pulmonares, como

pneumonias necrotizantes em individuos jovens e saudaveis 17°.

Casos clinicos fatais de bacteriemia e pneumonia necrotizante tém sido reportados em individuos com
histdrico de SSTIs recorrentes ou contato proximo com outros individuos com este tipo de infegGes 0.
Em particular, um historial de infe¢Ges superficiais, como furunculoses 8-183 abcessos 182184 e papulas
18 tem sido indicado como um fator de risco significativo para infecGes graves e invasivas, como

bacteriemia e pneumonia necrotizante por S. aureus.

Um estudo global conduzido por Rasigade et al., revelou uma associacdo de PVL com estirpes das
linhagens ST30, ST121, ST1, ST5, ST8 e ST80, sendo a PVL encontrada num ndmero mais restrito de
linhagens MRSA do que MSSA 8. Em concordancia com o demonstrado por Rasigade et al., na
colecédo de estirpes de origem humana, os genes lukS-PV/lukF-PV foram detetados em estirpes MRSA
pertencentes exclusivamente ao clone ST8 (CC8), enquanto ja em estirpes MSSA foi detetado nas
linhagens ST152 (CC152) e ST30 (CC30).

A exclusividade de estirpes MRSA-PVL-positivo em estudos realizados em Portugal também foi
associada a linhagem clonal ST8 (CC8) por Tavares et al. ou a linhagem ST80 por Conceicao et al.
33175 A Tabela 4.1 apresenta um resumo comparativo das principais caracteristicas destes e outros
estudos realizados em Portugal em estirpes de origem humana que reportam a frequéncia de estirpes

de S. aureus PVL-positivo.
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Tabela 4.1: Quadro comparativo da caracterizagcdo molecular de estirpes PVL positivo em

Portugal
Estirpes PVL+ Tipo de Jg:ﬁﬁﬁ%igzl Localizacdo e data Referéncia
Prevaléncia /ST(CC) infecéo . de colheita
nosocomial
20.6%
ST8 SSTls '”;?ge;nidn?ggglas Lésobl(;a Este estudo
ST152
ST30
36.8%
ST30 SSTIs InfecBes adquiridas Lisboa 175
ST5 na Comunidade 2005-2006
ST152
ST1
ST80
3.2%
ST8 InfegcBes e InfecBes adauiridas Norte, centro e sul
ST121 colonizacée n: Comunc: dade de Portugal 33
ST1 s 2009-2010
ST2290
ST36
ST5
Infecdes adquiridas Norte e sul de
Auséncia de PVL SSTls n:Comunci]dade Portugal 166
2010-2011
Infe(;.oes~e Infecdes Lisboa, Porto, Braga,
A colonizagde . . L 187
Auséncia de PVL nosocomiais Coimbra e Portimao
s
2006
InfecBes Norte, centro e sul
Auséncia de PVL Infecdes nosocomiais de Portugal 166
1993-2010

SSTls: Infecdes de pele e tecidos moles; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal.

Relativamente a cole¢do de origem animal, a Unica estirpe apresentando os genes lukS-PV/lukF-PV
pertence a linhagem MSSA-ST121 e foi isolada de um coelho. Infecdes em coelhos, por estirpes
pertencentes a esta linhagem sdo muito frequentes 2, como demonstrado num estudo realizado por
Viana et al., que incluia 178 coelhos com mastite crénica, em que 93,2% das estirpes infetantes
pertenciam a ST121 !, Foi proposto que esta linhagem clonal tenha surgido em coelhos apos

transmissao humano-coelho, hospedeiro ao qual se adaptou apds aquisi¢cdo de uma mutacdo no gene
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ditB, que codifica para uma proteina integral de membrana com funcéo de D-alanizagdo dos &cidos

teicdicos, processo importante na resisténcia a péptidos catidnicos e na viruléncia #°.

Vancraeynest et al. reportam que a maior parte das estirpes de elevada viruléncia em coelhos
pertencem a linhagem ST121, evidenciando o risco da transmissdo humano-animal na saide animal
189 Embora a colegdo de amostras de origem humana analisada neste trabalho ndo inclua nenhuma
estirpe desta linhagem, ela foi previamente descrita em infe¢des associadas a comunidade em Portugal

num estudo realizado por Tavares et al., como indicado na tabela 4.1.

No entanto, num estudo realizado em isolados com origem em coelhos de Portugal e Espanha néo

foram encontradas estirpes PVL positivo .

A auséncia de PVL em estirpes de S. aureus associadas a coloniza¢cfes e infecbes foi descrita em

estudos realizados com amostras isoladas de cédes 119 e gatos 19219 em Portugal.

Neste estudo ndo foram encontradas associacdes significativas entre o tipo de agr e a presenca de
PVL. Para além da possivel associacdo entre PVL e linhagem clonal (ST-agr), seria de interesse
perceber se ha variacdo na producéo de PVL consoante o tipo de agr. Para tal, sdo necessarios estudos
adicionais que comparem a expressédo de PVL em diferentes background genéticos no que se refere a
tipo de agr, para compreender se os variantes alélicos de agr influenciam de modo semelhante ou

diferencial a expresséo de IukS-PV/IukF-PV.

4.3 Analise da producéo de biofilme nas cole¢c8es em estudo

4.3.1 Optimizagdo de condi¢cbes experimentais

Diversas metodologias tém sido desenvolvidas ou adaptadas para estudar a producéo de biofiimes. O
método de violeta de cristal foi demonstrado como um método relevante para quantificar a biomassa
total do biofilme 14195, Embora o protocolo inclua vérias etapas, € uma metodologia relativamente facil
de ser realizada, de baixo custo, tendo como principais vantagens a versatilidade relativamente ao

nimero de amostras e de condicGes que podem ser testadas simultaneamente 196197,

No entanto, este método tem como desvantagens nao diferenciar células vivas de células mortas, a
falta de padronizacéo e a existéncia de muitas variaveis experimentais que podem causar variabilidade
nos resultados, como temperatura, tempo de incubacdo e composicdo do meio de cultura 977199,
Adicionalmente, as etapas de lavagem das placas, quando néo realizadas de forma adequada, podem
causar viés na estimativa da biomassa total do biofilme °7-1%°, Estas (ltimas desvantagens evidenciam
a importancia de estudos de otimizac@o para identificagcdo das melhores condi¢bes experimentais,
reduzindo a variabilidade de resultados, aumentando a reprodutibilidade e facilitando a comparacéo

intra- e inter-laboratorial de resultados.
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Apesar de ndo serem compreendidos todos os mecanismos envolvidos na regulagdo dos biofilmes, tem
sido demonstrado que para ser possivel a quantificagdo da capacidade de produgdo de biofilme “in

vitro” é necessario suplementar o meio de crescimento com glucose e/ ou outros compostos, como o
NaCI 142,200,201_

Desta forma, a maior parte dos estudos realizados para avaliar a capacidade de producéo de biofilme

em S. aureus envolvem a suplementacio dos meios de cultura com glucose e NaCl 66:105.152,153.202,

A presenca de glucose no meio de crescimento induz a secregdo de metabolitos acidos, diminuindo o
pH extracelular 722% e, indiretamente inibindo a express&o de RNAIIl 722%3 g qual esta associado a uma
repressdo da expresséo de adesinas de superficie 5462, garantindo assim condi¢cdes que promovem a
producédo de biofilme. A presenca de NaCl implica um aumento na osmolaridade no meio, que pode
induzir uma maior expressdo do operéo ica e consequente maior producdo de biofiime 2°4. Como
exemplo, o fator rbf parece controlar a producgé&o de biofilme como resposta ao NaCl numa concentracao
de NaCl superior a 1.6% mas ndo em concentracdes inferiores a esta, indicando que varios fatores

estdo envolvidos neste processo 2.

4.3.2 Avaliacdo da capacidade de producéo de biofilme nas cole¢c6es em estudo

A producdo de biofilmes por S. aureus é um dos principais fatores que contribuem para a falha
terapéutica e infecBes recorrentes 1°31% incluindo infecGes de pele e tecidos moles 103205206 Smith et
al. descreveram que, em humanos, os isolados recolhidos de pele apresentavam maior capacidade de
producéo de biofilmes do que isolados recolhidos de outros locais do corpo 2%. Por sua vez, Kwiecinski
et al. sugerem que a producédo de biofilmes por S. aureus é um comportamento universal, cuja detecao
depende do meio em que a bactéria se encontra 2%7.

No presente estudo, a producéo de biofilme foi uma caracteristica frequente das estirpes associadas a
humanos (53%) ou animais (71%). Foi também observado que apenas 9% das estirpes de origem
humana e 24% das estirpes de origem animal foram classificadas como produtoras de biofiime na
auséncia ou presenca de NaCl, demonstrando que para a maior parte das estirpes, a producéo de
biofilme é dependente das condi¢cdes do meio. De um modo geral, as estirpes de origem animal
mostraram uma melhor capacidade de producao de biofilme na auséncia de NaCl (33% produtores de
biofilme na auséncia de NaCl vs. 15% na presenca de NaCl). Em oposicéo, as estirpes de origem
humana apresentaram maior frequéncia de produc¢éo de biofilme na presenca de NaCl (6% na auséncia
de NaCl vs. 38% na presenca de NacCl). O efeito do NaCl na producao de biofilme pode ser observado
ndo sO na categorizacdo das estirpes, mas também no nivel de biofilme produzido (valor de DOfinal),
tendo sido registada a mesma proporgéo de estirpes para as quais aumentou ou diminuiu a produgéo
de biofilme (Figura 3.6).

A variacdo provocada pela suplementacdo do meio com NaCl pode estar relacionada com o estimulo

da transcricdo génica ou do metabolismo celular, que podem variar nas diferentes estirpes?°,
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De facto, uma fracéo significativa das estirpes para as quais se registou um aumento da formacéo de
biofilme com NaCl, resultando em variacdo da categorizagdo ndo produtor/produtor, pertencia aos
complexos clonais CC5 (21%) e CC8 (21%), enquanto a maioria das estirpes que sofreu reducdo do

seu biofilme na presenca de NaCl pertence ao CC22.

De acordo com a literatura, a capacidade de produzir biofilmes ndo parece estar relacionada com a
resisténcia a meticilina 2052, Suportando estes estudos, ndo foi encontrada associagéo
estatisticamente significativa entre a producéo de biofilme e estirpes MRSA, independentemente da
origem da colecdo. A mesma falta de associacdo se verificou para producdo de biofiime e

multirresisténcia.

No entanto, foi possivel observar, entre as estirpes com variagdo na categorizacdo, uma maior
tendéncia das estirpes MSSA para produzir biofilmes apenas na presenca de NaCl (12 de 19 estirpes)
em relacdo as estirpes MRSA (9 de 22 estirpes). Outros estudos tém evidenciado um maior efeito do
NaCl sob estirpes MSSA, apesar de esse efeito parecer ser dependente de concentracdo. Em
particular, Sugimoto et al. demonstraram que uma concentracao de 4% de NaCl induziu a formacao de
biofilme por estirpes MSSA 1%°, No entanto, no estudo de Lade et al., esta relagdo néo foi observada na

presenca de 1 e 2% de NaCl 22,

Esta discrepancia possivelmente reflete as diferentes concentragfes de NaCl utilizadas e estas
observacfes poderéo ser parcialmente explicadas pelo estudo de O’Neill et al., o qual sugere que, em
estirpes MSSA, o mecanismo de formacéo de biofilme dependente de ica, e sob regulacdo do regulador
global SarA, o NaCl tem um papel importante 2%°. Assim, estirpes MSSA sofreriam um maior impacto
por variacdes na concentracdo de NaCl do que estirpes MRSA (para as quais a formacao de biofilme

pela via independente de ica parece ser importante).

O operéo ica foi encontrado em todos os isolados, o que coincide com o descrito por outros estudos
117211 'No entanto, outros estudos apresentaram uma menor frequéncia de ica, na ordem dos 61% 118,
Esta discrepancia pode ser explicada devido a divergéncia nucleotidica entre os “primers” utilizados,
desenhados com base na sequéncia do operdo icaADBC da estirpe S. epidermidis RP62A%12,

Neste estudo ndo foram encontradas associacdes significativas entre os tipos de agr e a classificacédo
de ndo produtor ou produtor de biofilme. No entanto, esta associagdo é controversa na comunidade
cientifica. Alguns estudos, assim como este, ndo encontraram relagéo entre a producéo de biofilmes e
o tipo de agr ?*3?'4 Porém, outros estudos sugerem que uma maior producdo de biofilmes podera estar
associada ao agrlll 2*5216 oy ao agrll 2728, Por sua vez,o tipo agrl ja foi associado a uma menor

capacidade de formac&o de biofilme 21°,

Uma das principais limitacdes destes estudos, que podem estar na origem da auséncia de associacao
entre tipo de agr e producéo de biofilme ou que levam a associacdes a agr diferentes € a analise de
cole¢cBes com prevaléncia dos tipos de agr muito diversificada. De forma a contornar esta limitacéo,
devem ser considerados estudos com amostragem significativa dos quatro tipos de agr para melhor

compreenséo do impacto do agr na capacidade de formagéo de biofilmes.
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Neste estudo, as linhagens clonais de maior relevancia, tanto em infe¢des de origem humana como
animal (ST8, ST398, ST22 e ST5), apresentaram elevada prevaléncia de estirpes capazes de produzir
biofilme, com 57% a 90% de estirpes classificadas como produtor refletindo o potencial destas

linhagens para originar infe¢cdes cronicas associadas a producéo de biofilmes.

4.4 Modelo de infecdo em G. mellonella

O modelo de infecdo em G. mellonella tem sido utilizado para o estudo de S. aureus no ambito da
eficacia de agentes antimicrobianos e do seu potencial de viruléncia, assim como alterac6es deste

potencial em consequéncia de mutacGes especificas!®>1%8,

Estes estudos seguem uma metodologia relativamente padronizada, com inéculos entre os 10° e 10
CFUllarva, dois grupos controlos (sem manipulacdo e com injecdo de PBS), G. mellonella em estado
larval tardio e injecéo do inoculo numa das patas falsas traseiras'®>-1%8, As principais variacdes entre
estudos ocorrem nas temperaturas pré-ensaio, com temperaturas de armazenamento desde de 4° C a

48° C, e no nimero de larvas por grupo de estudo, com a utilizagéo de 15 a 30 larvas por grupo®>>1%8,

Apesar das vantagens de rapidez, custos, e a nivel ético, uma vez que permite a reducdo da
experimentacdo em modelos de mamiferos, o modelo de infecdo em G. mellonella ainda néo se
encontra tdo bem estabelecido, e ndo estdo estabelecidos métodos para geracdo de mutacdes ou
acesso a bibliotecas de microarrays ou RNA de interferéncia'®®. Outra grande desvantagem é a
existéncia limitada de centros especializados na venda de G. mellonella para fins de investigacao.
Desta forma as larvas utilizadas em muitos estudos sédo compradas em fornecedores especializados
na criagdo desta espécie para alimento de répteis'*?, o que implica diferencas genotipicas e condi¢Ges

de criacdo e manutencgdo ndo controladas, que podem influenciar a suscetibilidade a infegées!*.

Mesmo apds a compra, as condi¢cdes de manutengéo e os procedimentos cientificos podem variar entre
laboratérios. Pardmetros como a temperatura, fonte de luz e alimentacdo, podem influenciar os
resultados obtidos nestes ensaios 146:220.221,

A utilizacdo deste modelo para selecionar estirpes e/ou agente antibacterianos pode contribuir

significativamente para a redugéo da experimentacdo em modelos de mamiferos.

A andlise das curvas de sobrevivéncia mostra que existe uma reducéo significativa no nimero de larvas
guando infetadas com S. aureus, independentemente da estirpe, em comparacdo aos controlos sem
manipulagcdo ou inoculadas apenas com PBS. Este processo infecioso foi identificado através da
observacéo de melanizacdo nas larvas, sinal importante que indica processo infecioso em insetos#3,
Adicionalmente, Peleg et al., através da inoculagéo de células mortas de S. aureus, demonstrou que a

mortalidade observada neste modelo ndo ocorre por reagées ndo infeciosas*®.

A mortalidade muito reduzida e espa¢ada no tempo observada no controlo com PBS permite garantir

gue a mortalidade observada com as estirpes em estudo ndo resulta de lesdes provocadas pela
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inoculacao da larva. Apesar de existirem outros métodos para induzir infegéo nestes organismos, como
a aplicagdo topica ou através da alimentacdo, a injecdo direta tem vantagens importantes, como o

controlo do tempo de infecdo e a dosagem do agente patogénico em estudo*°.

A andlise das curvas de sobrevivéncia e dos testes aplicados também demonstra uma associagéo entre
a letalidade e a concentracao do indculo injetado, com um aumento significativo do nimero de mortes
com inoculagdo com 107 CFU/larva, comparativamente ao inéculo com 10°. Este comportamento foi

também observado neste modelo de infe¢éo por Desbois e Coote 1°°.

Através da comparagdo num ensaio paralelo entre a estirpe RN4220 e as estirpes clinicas, BIOS-
H31/MRSA-ST22-agrl (origem humana) e BIOS-V204/MRSA-ST22-agrl (origem animal), foi possivel
observar uma letalidade significativamente superior por parte das estirpes clinicas em comparacéo a
estirpe RN4220. O elevado potencial de viruléncia identificado nestas estirpes reflete o sucesso das

mesmas em SSTIs.

4,5 Conclusfes

Através deste estudo foi possivel analisar fatores de viruléncia importantes em linhagens clonais

associadas a SSTIs em humanos e animais de companhia.

Em suma, tanto em amostras de origem humana como animal as estirpes associadas a SSTIs
apresentam maioritariamente sistema de regulacéo agrl ou agrll. A tipagem deste sistema de regulacao
demonstrou que os tipos de agr estdo associados a linhagens clonais especificas. A presenca da
leucotoxina PVL foi encontrada com maior frequéncia em amostras de origem humana, estando
associada exclusivamente a linhagem clonal ST8-agrl em estirpes MRSA e a uma maior diversidade
de linhagens clonais (ST152-agrl, ST30-agrlll e ST121-agrlV) em estirpes MSSA. Adicionalmente, foi
demonstrado que S. aureus associadas a SSTIs sdo maioritariamente capazes de produzir biofilmes e

gue a suplementacdo do meio de cultura com NaCl tem efeito divergente em diferentes estirpes.

Através do modelo de infecdo em G. mellonella foi possivel verificar um elevado potencial de viruléncia
de estirpes da linhagem ST22-agrl, linhagem mais prevalente em ambas as cole¢Bes em estudo. A
conjugacao destes resultados com a elevada capacidade de producgéo de biofilmes e fenétipos de
resisténcia MRSA/MDR, podem potenciar infecbes com carater cronico e associadas a falha
terapéutica. A possivel circulacdo destas estirpes entre humanos e animais aumenta esta preocupacao
e evidencia a necessidade de uma abordagem Uma S6 Saude no estudo das infe¢des causadas por S.

aureus.
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Anexos

Tabela 6.1: Quadro resumo das caracteristicas da cole¢do de S. aureus de origem humana

-0,046 + 0,001

0,232 £ 0,012

0,029 £ 0,025

0,079 £ 0,003

0,091 £ 0,002

ID Perfil de resisténcia ST (CC) agr PVL
BIOS-H1 MSSA/n&o-MDR 72 (8) | -
BIOS-H2 MSSA/n&o-MDR 152 (152) | +
BIOS-H3 MSSA/ndo-MDR 152 (152) | |
BIOS-H4 MSSA/MDR 25 (25) | -
BIOS-H5 MRSA/ndo-MDR 8(8) | A
BIOS-H6 MRSA/ndo-MDR 8(8) |
BIOS-H7 MSSA/MDR 105 (5) ] -
BIOS-H8 MRSA/MDR 105 (5) ] -
BIOS-H9 MSSA/MDR 6531(5) Il -
BIOS-H10 MRSA/MDR 105 (5) ] -
BIOS-H11 MSSA/MDR 105 (5) ] -
BIOS-H12 MSSA/ndo-MDR 278 (45) | -
BIOS-H13 MRSA/ndo-MDR 8(8) | +
BIOS-H14 MRSA/MDR 8(8) |
BIOS-H16 MRSA/MDR 22 (22) | -
BIOS-H17 MSSA/ndo-MDR 7(7) | -
BIOS-H18 MSSA/ndo-MDR 7(7) | -
BIOS-H19 MRSA/MDR 105 (5) Il -
BIOS-H20 MSSA/ndo-MDR 15 (15) Il -
BIOS-H21 MSSA/ndo-MDR 8 (8) | -
BIOS-H22 MSSA/ndo-MDR 105 (5) Il -
BIOS-H23 MRSA/MDR 105 (5) Il -
BIOS-H24 MSSA/n&o-MDR 25 (25) I -
BIOS-H25 MSSA/nédo-MDR 6564 | -
BIOS-H26 MRSA/ndo-MDR 22 (22) | -
BIOS-H27 MRSA/MDR 22 (22) I -
BIOS-H28 MSSA/nédo-MDR 5(5) ] -
BIOS-H29 MSSA/n&o-MDR 15 (15) I -
BIOS-H30 MSSA/ndo-MDR 97 (97) I -
BIOS-H31 MRSA/MDR 22 (22) I -
BIOS-H32 MSSA/ndo-MDR 30 (30) 1] +
BIOS-H33 MRSA/MDR 5(5) ] -
BIOS-H34 MRSA/MDR 22 (22) I -
BIOS-H35 MRSA/MDR 5(5) ] -

Média OD + SD
(1% glucose)
-0,041 £ 0,014
-0,035 + 0,002
-0,044 £+ 0,004
-0,034 + 0,025
0,048 + 0,025

Média OD + SD
(1% glucose + 3% NacCl)

0,158 + 0,02

0,267 + 0,039

0,023 + 0,043
0,006 + 0,03

0,045 + 0,015
0,058 + 0,025
0,02 £ 0,031
0,293 £+ 0,032

-0,023 £ 0,012
0,03 £ 0,005
0,035+ 0,032

0,023 + 0,016
0,005 + 0,051

0,189 + 0,028

0,119 £+ 0,044

0,151 + 0,001

0,05+ 0,032

0,107 £ 0,007

0,189 £ 0,111
0,17 + 0,018

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA:

Staphylococcus aureus suscetivel a meticiling;

MDR: Multirresisténcia; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal; OD: Densidade Otica; SD: Desvio Padréo.
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Tabela 6.2: Quadro resumo das caracteristicas da cole¢é@o de S. aureus de origem animal

ID Perfil de resisténcia ST (CC) agr PVL N(lff(’jﬂizﬂc&[c)oisi)[)

BIOS-V4 MDR/MRSA 308(398) | | | -

BIOS-V5 n&o-MDR/MRSA 2222 | 1| -

BIOS-V6 n&o-MDR/MRSA 2222 | 1| -

BIOS-V19 |  ndo-MDR/MRSA 2222 | 1| - [T
BIOS-V20 né&io-MDR /MRSA 222 | I | -
BIOS-V21 |  ndo-MDR/MSSA 9797 | 1 | -

BIOS-V22 |  ndo-MDR/MRSA 22(22) | 1 | - | 0154+0,034
BIOS-V30 MDR/MRSA 22@22) | I | - | 017420017
BIOS-V3L |  ndo-MDR/MSSA 188(1) | I | -

BIOS-V60 |  n&io-MDR/MSSA 816 n -

BIOS-V61 |  ndio-MDR/MSSA 5 (5) n -

BIOS-V62 |  n&io-MDR/MSSA 1518 | Il | -

BIOS-V63 |  n&io-MDR/MRSA 2222 | 1| -

BIOS-V70 |  n&io-MDR/MRSA 5 (5) no-

BIOS-V74 |  n&io-MDR/MSSA 5 (5) n -

BIOS-V75 |  n&io-MDR/MSSA 728 | I | - EXEERGE
BIOS-V76 n&o-MDR /MRSA 2@ | 1| -
BIOS-V85 |  n&io-MDR/MSSA 5 (5) n -
BIOS-V118 |  n&o-MDR/MRSA 6535(5) | Il | -
BIOS-V128 |  n&io-MDR/MSSA 5 (5) no-
BIOS-V129 |  n&o-MDR/MSSA 121 AR  001:0011
BIOS-V147 | n&o-MDR/MSSA | 398(398) | | | - [ERYERN
BIOS-V150 |  n&io-MDR/MRSA 22@22) | 1| -
BIOS-V151 MDR/MSSA 308(398) | | | -
BIOS-V153 MDR/MRSA 105(6) | I | - [EEEYETNE
BIOS-V154 |  n&io-MDR/MRSA 22@22) | 1| -
BIOS-V155 |  n&io-MDR/MRSA 2@ [ 1| -
BIOS-V156 |  n&io-MDR/MSSA 6565(1) | I | -
BIOS-V157 |  n&o-MDR/MRSA 6566(8) | | | -
BIOS-V158 |  n&io-MDR/MSSA 7(7) Lo
BIOS-V159 |  n&io-MDR/MRSA 2222 | 1| -
BIOS-V160 |  n&io-MDR/MRSA 5 (5) TN 0,085+ 0,012
BIOS-V161 |  n&io-MDR/MRSA 2222 | 1 | - | 0187+0,024
BIOS-V168 |  n&io-MDR/MSSA 728) | I | -
BIOS-V172 |  n&io-MDR/MSSA 5 (5) n -
BIOS-V178 MDR/MSSA 308(398) | | | - | 0,1520,007
BIOS-V183 |  ndio-MDR/MRSA 2222) | 1 | - EXZEETIE
BIOS-V184 |  n&io-MDR/MRSA 2222 | 1 | - RIS

Média OD = SD

(1% glucose + 3% NacCl)

0,29 + 0,062 0,189 + 0,028

0,011 + 0,001

0,046 + 0,026

0,053 +0,018
0,309 + 0,049

0,167 £ 0,011
0,02+0,011

0,245 + 0,064

0,358 + 0,031
0,057 £ 0,012

0,147+ 0
0,006 * 0,023

0,024 £ 0,02

0,127 £ 0,012

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetivel a
meticilina; MDR: Multirresisténcia; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal; OD: Densidade Otica; SD: Desvio

Padrao.
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Tabela 6.2: Continuagéo.

ID Perfil de resisténcia ST (CC) |agr |PVL N(lff(’jﬂiiﬂczl[c)oisi)[) (1% 21152?522 gfyso[l)\laCI)
BIOS-V185 |  ndio-MDR/MRSA 22 | 1| - IEEIE
BIOS-V186 MDR/MRSA 202 [ 1| -
BIOS-V187 |  n&io-MDR/MRSA ol 0.071:0019
BIOS-V200 |  n&io-MDR/MRSA 2@2 | I | - | 0142£0016 0,011 + 0,023
BIOS-V201 |  n&io-MDR/MRSA 22@2) | I | - | 02990041
BIOS-V202 |  néio-MDR/MRSA 22 [ 1] - 0,041 £ 0,016
BIOS-V203 | n&o-MDR/MSSA | 398(398) | | | - 0,023+0
BIOS-V204 |  néio-MDR/MRSA 2@) | 1| -
BIOS-V245 |  néio-MDR/MSSA 1@ |m| -
BIOS-V250 |  néio-MDR/MSSA 1@ |[m| -
BIOS-V255 MDR/MRSA 1056) | 0| - 0,071 £0,018
BIOS-V257 |  néio-MDR/MSSA 1515 | 0| - 0,016 + 0,023
BIOS-V258 |  néio-MDR/MRSA 222 | || - EEEIe -0,006 + 0,015
BIOS-V279 |  ndio-MDR/MSSA 72 (8) L o-
BIOS-V295 |  néio-MDR/MSSA 726) | I | -
BIOS-V296 |  n&io-MDR/MRSA 2@ | 1| -
BIOS-V300 MDR/MRSA 2222) | || - [EEYICETIE 0,041 £ 0,016

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetivel a
meticilina; MDR: Multirresisténcia; ST: Sequéncia-tipo; CC: Complexo clonal; OD: Densidade Otica; SD: Desvio
Padréo.
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