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RESUMO

Os Staphylococcus coagulase negativos (SCoN) sdo um grupo de patégenos
oportunistas que vém crescendo em importancia como agentes de infeccbes
hospitalares relacionadas a dispositivos médicos invasivos. Além de causarem
infeccbes de dificil tratamento, pois frequentemente sdo microrganismos
multirresistentes e formadores de biofilme, este grupo de microrganismos também
pode servir como reservatério de elementos genéticos mobveis e genes de
resisténcia para outras espécies. Neste estudo retrospectivo, foram analisados 137
isolados clinicos de SCoN provenientes do Complexo Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre. Primeiramente, foi comparado (com relagdo a quantidade e qualidade
do material obtido) o rendimento de 4 métodos de extracdo de DNA utilizando-se
espectrofotometria e PCR simples. Posteriormente, foi pesquisada a presenca dos
principais tipos de SCCmec utilizando-se um PCR multiplex. Em uma segunda
etapa, a clonalidade dos isolados de S. epidermidis foi investigada por eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE) e tipagem por sequenciamento de multiplos I6cus
(MLST). Os resultados obtidos foram cruzados com formacgao de biofilme, presenca
do gene icaD e multirresisténcia. Embora com rendimentos diferentes, os 4 métodos
de extragcdo de DNA forneceram material apropriado para amplificacdo em PCR
simples. O método baseado em coluna de separacao apresentou os melhores
resultados para os SCoN. Os tipos de SCCmec mais prevalentes foram os tipos I, lll
e V. Muitos isolados demonstraram possuir mais de um tipo de SCCmec, apesar
disso, foi encontrada maior associagdo com multirresisténcia nos isolados que
possuiam apenas um tipo de SCCmec. Os métodos de tipagem molecular revelaram
uma grande diversidade genética da populacdo de S. epidermidis. Apesar disso,
também foi possivel reconhecer alguns grupos clonais com caracteristicas em
comum. Os resultados obtidos neste estudo confirmam as principais caracteristicas
de viruléncia e a grande diversidade e mobilidade genética dos SCoN, justificando
continuidade de monitoramento, assim como novos estudos envolvendo este grupo

de microrganismos.

Palavras-chave: Staphylococcus coagulase negativos. Extracdo de DNA. Tipos de

SCCmec. Biofilme. Tipagem molecular.



ABSTRACT

Coagulase negative Staphylococci (CoNS) are a group of opportunistic pathogens
which are increasing as agents of nosocomial infections related to indwelling medical
devices. These infections are usually hard to treat since these microorganisms are
frequently multidrug resistant (MDR) and biofilm formers. Besides that, they may also
act as reservoir of mobile genetic elements and resistance genes to other species. In
this retrospective study were analyzed 137 clinical specimens of CoNS isolated from
“Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre” medical center. First, yielding of 4 DNA
extraction methods were compared (regarding DNA amount and quality) using
spectrophotometry and PCR. Later, main SCCmec types were searched by multipelx
PCR. Afterwards, clonal relationship of S. epidermidis isolates were surveyed by
pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST).
Results obtained were crossed with data from biofilm formation, presence of gene
icaD, and MDR. Although with different yielding, 4 DNA extraction methods provided
appropriated material for amplification in simplex PCR. The method based on
separation column presented best results for CONS. SCCmec types most frequently
amplified were types Il, lll and V. Several strains showed harbour more than one
SCCmec type, nevertheless, higher association with MDR were found in strains
holding just one SCCmec type. Molecular typing methods showed great genetic
diversity among S. epidermidis population. Despite this, it was also possible
recognize clusters with common characteristics. Results obtained in this study
confirm SCoN main virulence characteristics as well as their great diversity and
genetic mobility, justifying constant monitoring as well as new studies with this special

group of microorganisms.

Keywords: Coagulase negative Staphylococci. DNA extraction. SCCmec types.
Biofilm. Molecular typing.
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1 INTRODUGAO
1.1 Contextualizacao

As doencas infecciosas fazem parte da histéria da humanidade e as grandes
epidemias, muitas vezes, alteraram significativamente o rumo da mesma (McNzeill,
1998; Cartwright and Biddiss, 2000). O grande avango da ciéncia contemporanea
modificou definitivamente a relagdo do homem com diversas doencgas, trazendo
inUmeros beneficios para a saude e expectativa de vida da populagdo mundial.
Entretanto, algumas vezes esses beneficios fazem surgir novos problemas,
decorrentes das inevitaveis alteragcées que acompanham grandes mudancas. A area
da microbiologia médica possui dois exemplos bastante classicos e atuais neste
sentido: a emergéncia de novas espécies bacterianas como agentes de infecgdes
em humanos e o aumento da resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos. O
primeiro exemplo possui causas mais diversas, mas que geralmente tem em comum
baixa da imunidade de pacientes internados em hospitais. Ja o segundo & causado
principalmente pelo uso incorreto de uma das maiores descobertas da ciéncia no

século passado: os agentes antimicrobianos.

Os Staphylococcus coagulase negativos (SCoN) constituem um grupo de
microrganismos que se encaixa adequadamente nas situagcées exemplificadas
acima. Este grupo é composto por microrganismos de baixa viruléncia, mas que
podem causar infeccbes importantes em situagcbes especificas como
imunossupressao e/ou utilizacdo de procedimentos invasivos. Além disso, algumas
caracteristicas altamente frequentes em muitas espécies do grupo, como a elevada
resisténcia a antibidticos e a formacao de biofilme, podem dificultar o tratamento
dessas infecgbes. Dentre as diversas espécies que compdem o grupo, destaca-se
Staphylococcus epidermidis por ser o representante mais frequentemente
encontrado como agente responsavel por infeccées em humanos (Vuong, 2002;
Rogers, 2009).

1.2 O género Staphylococcus

Membros deste género sdo cocos gram positivos iméveis, nao formadores de

esporos, geralmente catalase positivos, anaerdbios facultativos € ndo possuem



capsula. Estas caracteristicas fazem com que o género Staphylococcus seja
formado atualmente por 40 espécies e 22 subespécies. Destas, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus

haemolyticus,  Staphylococcus  hominis,  Staphylococcus  lugdunensis e

Staphylococcus warneri sao mais frequentemente encontradas como agentes

etiologicos de infeccdes em humanos. Entretanto, outras espécies como

Staphylococcus  schleiferi, Staphylococcus capitis, Staphylococcus caprae,

Staphylococcus sacharolyticus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus cohnii e

Staphylococcus xylosus também tém sido ocasionalmente identificadas nesta

condicao (Becker,

Staphylococcus envolvidas atualmente em

2007).

respectivos locais de isolamento.

A Tabela 1 apresenta as principais espécies de

infeccbes em humanos e seus

Tabela 1. Principais espécies de SCoN isoladas de infecgdes em humanos

Espécies Local de isolamento

S. auricularis Meato auditivo externo humano, primatas
S. capitis subs. Capitis Pele humana

S. capitis subs. urealyticus Primatas

S. caprae Cabras, humanos

S. cohnii subs. Cohnii Humanos

S. capitis subs. urealyticus Primatas, musaranhos?®

S. epidermidis Pele humana

S. haemolyticus Pele humana, primatas, artiodactilos®, cavalos
S. hominis subs. hominis Pele humana

S. hominis subs. novobiosepticus Isolados clinicos humanos

S. intermedius Carnivoros, cavalos domésticos, poluigao
S. lugdunensis Isolados clinicos humanos

S. pettenkoferi Isolados clinicos humanos

S. saccharolyticus Humanos

gé;fg :;'; Zg Zgus subs. Pele humana, primatas, musaranhos, roedores
S. saprhphyticus subs. bovis Narinas bovinas

S. schleiferi Isolados clinicos humanos, caes

S. sciuri subs. Sciuri Roedores, artiodactilos, cetaceos®, marsupiais
S. simulans Pele humana, carnivoros

S. warneri Pele humana, artiodactilos, cavalos

S. xylosus Pele humana, roedores, mamiferos, passaros

@ Pequenos mamiferos; ® Mamiferos ungulados de dedos pares; ¢ Mamiferos aquaticos. Adaptada de
Mathema, 2010.



1.2.1 S. aureus

Entre as espécies citadas acima, S. aureus é sem duvida o patégeno humano
mais frequente. Esta espécie possui elevada viruléncia e é capaz de causar grande
gama de infecgdes, desde infecgbes de pele até bacteremias com elevado risco de
morte (Sangvik, 2012). Globalmente, S. aureus é responsavel por grande proporgcéao
de bacteremias (22%) e infec¢des de pele e tecidos moles (39%) (Diekema, 2001;
Hope, 2008). Além disso, este microrganismo também € motivo de preocupacgao por
ter alto indice de isolados resistentes as inumeras classes de antimicrobianos, pois

pode expressar diversos mecanismos de resisténcia (Leclercq, 2009).

S. aureus vém adquirindo e desenvolvendo mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos desde o final dos anos 40 com o inicio da era dos antibi6ticos
(Barber, 1948). Entretanto, talvez o acontecimento mais marcante tenha ocorrido no
inicio dos anos 60, com a introducdo da meticilina e o surgimento do S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), através da aquisicdo do gene mecA (Barber, 1961).
Além da meticilina, este gene confere resisténcia a outros importantes agentes
antimicrobianos (Ex.: penicilinas e cefalosporinas) utilizados no tratamento de
infeccdes causadas por S. aureus. No final dos anos 60, o MRSA ja era endémico
em hospitais, posteriormente apareceu rapida e inesperadamente na comunidade
nos anos 90 e atualmente estd disseminado no mundo todo (Somerville, 2010).
Atualmente, o MRSA representa uma ameaca substancial aos sistemas de saude de
diversos paises, ja sendo inclusive considerado endémico em muitos hospitais
(Hope, 2008; ECDC, 2013).

1.2.2 O grupo dos Staphylococcus coagulase negativos (SCoN)

Com excecao do S. aureus, as demais espécies do género Staphylococcus
pertencem ao grupo conhecido como SCoN. Esta divisdo surgiu da necessidade de
separar a espécie S. aureus (primeiramente reconhecida como patégena humana e
mais virulenta) das demais espécies consideradas inicialmente apenas como
contaminantes de culturas (Rogers, 2009; Widerstrom, 2012). O teste da enzima
coagulase foi primeiramente utilizado, pois era positivo apenas para S. aureus.

Atualmente, embora S. hycus e S. intermedius também produzam a enzima
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coagulase em quantidade suficiente para coagular o plasma sanguineo in vitro em
testes laboratoriais, estas espécies também sao consideradas como pertencentes ao

grupo dos SCoN (Bannerman, 2006).

S. epidermidis é o principal representante do grupo dos SCoN. Esta espécie
aparece como uma das mais frequentes causadoras de infecgcdes da corrente
sanguinea associadas ao ambiente hospitalar e infec¢des relacionadas a cateteres
vasculares e dispositivos prostéticos (Rogers, 2009; Schoenfelder, 2010). Em grande
parte desses casos, as cepas isoladas sao resistentes a acdo de diversos agentes
antimicrobianos e produtoras de biofilme (Wisplinghoff, 2004; Reiter, 2011; Antunes,
2011). O resultado sao infecgcdes extremamente dificeis de tratar e que causam
grandes transtornos aos pacientes e um 6énus significativo aos sistemas de saude
(Vuong, 2002; Otto, 2009).

1.2.3 Habitat natural

Os SCoN podem ser encontrados em poeira, alimentos e agua, mas sao
principalmente saprofitas da pele e membranas mucosas humanas e de outros
mamiferos. No corpo humano, algumas espécies tém predilecao por colonizar areas
especificas: S. hominis e S. haemolyticus, por exemplo, sd0 mais comuns em areas
com glandulas ap6crinas como axilas e regiao inguinal. Entretanto, existem espécies
como S. lugdunensis e S. epidermidis que s&o encontradas amplamente distribuidas

por todo o corpo (Kloos, 1975).

S. epidermidis € o microrganismo mais frequentemente isolado do epitélio
humano, pois possui a habilidade de tolerar o pH acido, os lipidios e a concentragao
de sais encontrados neste local (Kushwaha, 1976). A espécie coloniza
principalmente as narinas, mas também axilas, cabeca, pernas e bracos. Um adulto
saudavel pode abrigar em sua pele de 10 a 24 cepas diferentes de S. epidermidis
(Kloos, 1975; Vuong, 2002).

Como parte da microbiota da pele humana, S. epidermidis usualmente tem
uma relacao benigna com seu hospedeiro. De maneira geral, € considerado um
patégeno oportunista, pois requer condicbes especiais ou situagcdo de

imunossupressao para migrar da condicdo de habitante normal para agente
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infeccioso (Vuong, 2002). Analises feitas no genoma deste microrganismo indicam
que ele possui diversos genes responsaveis pela sua sobrevivéncia nas condi¢oes
encontradas na superficie da pele humana (Rogers, 2009). Isto faz com que talvez
desempenhe papel importante, na manutengao da microbiota da pele mais saudavel,
por competicdo com microrganismos mais patogénicos como, por exemplo,

Staphylococcus aureus (Otto, 2012).

1.2.4 Caracteristicas estruturais

A parede celular dos SCoN ¢é formada principalmente por uma rede complexa
de peptidioglicano e acido teicoico, mas que também envolve polissacarideos e
outras proteinas. A ligacdo peptidica deste complexo consiste de peptideos
oligoglicinicos, o que torna o complexo susceptivel a acdo de lisostafina.
Dependendo da espécie e da composicao do meio de cultura a glicina pode ser
substituida por outros aminoacidos. Da mesma forma, existem diversos tipos de
acidos teicdicos e os mesmos podem ser substituidos por N-acetilgalactosamina,
glicose e N-acetilglicosamina (Salton, 1953; Bannerman, 2006). Independente
destas variagdes de constituintes, a parede celular dos SCoN geralmente também é
suscetivel a acao de detergentes aniénicos como, por exemplo, o dodecil sulfato de
sédio (SDS) e calor acima de 95° C (Cheng, 2006). Entretanto, apenas a
susceptibilidade a lisostafina pode variar de acordo com o conteudo das bases

guanina (G) e citosina (C) presentes no DNA de cada espécie (Klesius, 1968).

1.2.5 Importancia clinica

A importancia clinica dos SCoN comecgou a ser reconhecida a partir dos anos
70 e 80 com o surgimento de pesquisas relacionando estes microrganismos com
infecgdes do trato urinario e endocardites (Speller, 1973; Latham, 1983). Atualmente,
0 grupo estd cada vez mais sendo reconhecido como um dos principais
responsaveis por diversos outros tipos de infecgbes, geralmente relacionadas ao
implante de dispositivos médicos invasivos como cateteres vasculares, proteses
ortopédicas e valvulas cardiacas (Gongora-Rubio, 1997; Rogers, 2009; Widerstrém,
2012). Entre 1995 e 2002, 31% das bacteremias de 49 hospitais dos Estados Unidos
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foram causadas por SCoN e 20%, por S. aureus (Wisplinghoff, 2004). Além disso, os
SCoN também sao motivo de preocupacado por serem o0s principais agentes

responsaveis por septicemias em recém-nascidos (Klingenberg, 2005).

Os SCoN sao raramente implicados como a causa de infecgbes de tecidos
naturais. Seu potencial patogénico é resultado de sua capacidade de colonizar e
proliferar em biomateriais (Gétz, 2002). Nao coincidentemente, os principais tipos de
infecgcdes causadas por SCoN atualmente sdo bacteremias relacionadas a cateteres
vasculares (30 a 40%), infeccbdes relacionadas a dispositivos cardiacos (ex:
marcapasso) (1 a 20%), infecgcdes de enxertos vasculares prostéticos (1 a 6%),
infeccoes de préteses ortopédicas, endocardite de valvula prostética, infecgdes de
shunts no sistema nervoso central e infecgdes em sitios cirargicos (Huebner, 1999;
Rogers, 2009). Excecdo importante a esta regra é a presenca frequente de S.
saprophyticus como agente de infeccao do trato urinario de mulheres jovens (18 a
35 anos) (Latham, 1983). Entre as principais razbées para esta peculiaridade estéo a
producdo de proteinas especificas de aderéncia a células uroepiteliais e de
transporte que permitem rapido ajuste a mudancas de osmolaridade e pH, além de

producao abundante de urease que facilita a proliferacao na urina (Rogers, 2009).

Na maioria dos casos citados acima a remocédo completa do dispositivo
infectado e a antibioticoterapia prolongada ¢é frequentemente necessaria,
aumentando a morbidade, o tempo de internagao e o custo financeiro (Klingenberg,
2007; Otto, 2009). A principal causa desta necessidade é a capacidade dos SCoN de
formarem biofilmes microbianos na superficie destes dispositivos (Costerton, 1999).
Estima-se que aproximadamente 3% dos pacientes que utilizam algum tipo de
dispositivo médico invasivo desenvolvem infecgbes relacionadas a formacgéao de
biofilme. Além disso, se o dispositivo em questdo for um implante cirargico as
adversidades sao ainda maiores e os custos mais elevados. Infecgbes associadas a
biofilmes sdo responsaveis por 15 a 25% da falha de implantes e frequentemente

requerem nova cirurgia (Arciola, 2012).
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1.2.6 Formacéo de biofilme

Os Staphylococcus sao reconhecidos como os agentes mais frequentes em
infeccbes relacionadas a biofilme e a principal razdo para esta lideranca esta
relacionada a superior presengca destes microrganismos na pele e membranas
mucosas humanas. Esta macica presenca faz com que haja uma maior
probabilidade de contaminagao com estes microrganismos quando algum dispositivo
meédico penetra estas superficies ou é inserido durante uma cirurgia (Vuong, 2002,
Otto, 2008). A habilidade de produzir biofilme na superficie de dispositivos médicos
invasivos é fator fundamental nas infecgbes causadas por SCoN, constituindo-se no
principal fator de viruléncia deste grupo de microrganismos (Mack, 2006;
Widerstrom, 2012).

A formacgao de biofilme € uma estratégia de sobrevivéncia que parece ser
ativada quando surgem situacdes de stress como, por exemplo, presenca de
concentragdes subletais de certos antibidticos ou as condi¢des hostis dos tecidos e
sangue humano (Gétz, 2002). Embora em Staphylococcus a formagao de biofilme
seja multifatorial, € reconhecido o papel principal de uma adesina polissacaridica
intercelular conhecida como PIA (abreviatura do nome em inglés polysaccharide
intercelular adhesine). A biossintese de PIA € realizada através de um processo
complexo que envolve diversas proteinas que sao produtos do gene ica (Vuong,
2004). A presenca do gene ica € bastante frequente em isolados clinicos
(Klingenberg, 2005; Fredheim, 2009; Reiter, 2012), mas sua expressao € modulada
por varios fatores ambientais (Rachid, 2000) e proteinas regulatérias (Otto, 2008).
Além disso, concentragdes subinibitérias de antibidticos especificos como
tetraciclina e quinupristina-dalfopristina, por exemplo, aumentam a transcricdo do
gene ica em S. epidermidis (Rachid, 2000), um fator que deve ser levado em
consideracdo durante o tratamento de infec¢des relacionadas a biofilmes em

Staphylococcus.

1.2.7 Resisténcia aos antimicrobianos

Conforme comentado anteriormente, com poucas excegdes como, por

exemplo, as infecgdes urinarias causadas por S. saprophyticus, a maioria das
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infeccbes causadas por SCoN estdo relacionadas ao ambiente hospitalar. Os
isolados hospitalares de SCoN geralmente possuem o gene mecA (70 a 90%)
(Archer, 1994; Diekema, 2001) que confere resisténcia a meticilina e aos demais
antimicrobianos beta-lactamicos (Archer, 1995). Além disso, muitas vezes, isolados
que possuem O gene mecA também sao resistentes a uma variedade de outras
classes de agentes antimicrobianos, fazendo com que a multirresisténcia seja uma
das principais caracteristicas deste grupo (Huebner, 1999; Wisplighoff, 2004). S.
haemolyticus, por exemplo, é conhecido por sua habilidade de ativar genes de
resisténcia, sendo uma das espécies com mais altos indices de multirresisténcia
(Takeuchi, 2005; Hope, 2008).

Nos Staphylococcus o gene mecA é transportado em um elemento genético
movel chamado cassete cromossémico estafilococico mec, bastante conhecido pela
sigla de suas iniciais em inglés, SCCmec (Staphylococcal cassette chromosome
mec). Além do complexo mec que contém o gene mecA, o elemento SCC também
pode transportar outros genes de resisténcia a antibidticos, plasmideos e
transposons (lto, 2001). A facil transferéncia deste elemento entre os
Staphylococcus é uma das principais causas da rapida emergéncia e disseminacao
de MRSA e de SCoN resistentes a meticilina (MRSCoN) (Shore, 2013). A grande
mobilidade de SCC também contribui para a alta frequéncia de isolados MRSA e
MRSCoN multirresistentes (Hellmark, 2013) e ajuda a justificar a hipétese de que os
SCoN funcionam como um reservatério deste elemento (Hanssen, 2004; Jamaludin,
2008), principalmente no que diz respeito ao S. haemolyticus (Cavanagh, 2012).

Entre as principais classes de antimicrobianos as quais os MRSCoN também
apresentam resisténcia estdo aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos e
fluoroquinolonas (Widerstrom, 2012). Interessantemente, os SCoN possuem baixas
taxas de resisténcia aos antibidticos mais antigos sulfametoxazol-trimetoprim (20 a
40% de resisténcia) e rifampicina (Rogers, 2009). Entre os antibiéticos aos quais os
SCoN permanecem sensiveis na maioria dos casos estdo a associagcao
quinupristina-dalfopristina, além de linezolida, daptomicina e tigeciclina. Entre estes
antimicrobianos, o agente que mais preocupa € a linezolida, pois ja existem relatos
de tipos sequenciais (STs) de S. epidermidis resistentes na Alemanha e Estados

Unidos (Wisplinghoff, 2003; Kozitzkaya, 2005). A resisténcia a vancomicina, embora
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ja tenha sido relatada (Schwalbe, 1987), ainda parece ser rara em SCoN (Leclercq,
2009).

Os SCoN também apresentam resisténcia as lincosamidas e
estreptograminas por resisténcia cruzada com os macrolideos por pelo menos trés
mecanismos: modificacdo ribossomal, inativacdo do agente e efluxo do agente
(Leclercq, 2002; Woodford, 2005). Entre estes, o primeiro & especialmente
preocupante, pois nos casos em que o0 mecanismo de resisténcia € induzivel, a nao
deteccdo do mesmo pode levar a falha terapéutica. Cepas resistentes a eritromicina,
mas sensiveis a clindamicina, podem se tornar resistentes durante a terapia com
clindamicina (Siberry, 2003; Lewis, 2005). Este mecanismo, conhecido como
resisténcia induzivel a clindamicina (RIC), é causado por diversas metilases
ribossomais codificadas pelos genes ermA, B e C (Leclercq, 2002; Woodford, 2005;
Lewis, 2005). O mecanismo de agao destas proteinas consiste na alteracéo do sitio
de ligacao da clindamicina no ribossomo bacteriano através de uma metilacao
(Poehlsgaard, 2005).

A deteccdo da RIC pode ser feita fenotipicamente através do Teste D:
aproximacao dos discos de clindamicina e eritromicina no método de antibiograma
convencional por disco difusdo (Fiebelkorn, 2003). Além disso, os genes erm podem
ser pesquisados molecularmente por PCR simples (Lina, 1999) ou multiplex para os
genes mais comumente envolvidos (ermA e C) (Khan, 1999). Na pratica, entre os
laboratorios que realizam o antibiograma por disco difusdo, o mecanismo de RIC
pode ser detectado com grande seguranca (Fernandes, 2007; Aktas, 2007,
Coutinho, 2010). Entretanto, a deteccado pelos novos métodos automatizados que
utilizam microdiluicdo ainda carecem de maior sensibilidade e especificidade
(Lavallée, 2010; Buchan, 2012).

A baixa viruléncia dos SCoN associada ao grande numero de cepas
multirresistentes € uma caracteristica intrigante deste grupo de microrganismos.
Neste sentido, estudos analisando as cepas que tiveram seu genoma completo
determinado tém levantado algumas hipoteses interessantes envolvendo o genoma
dos SCoN. Segundo estes estudos, os SCoN possuem sequéncias de insergao (/S —
do inglés insertion sequence) que promovem rearranjos e dele¢cdes no genoma,

contribuindo com a aquisigéo de resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, estas
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IS também poderiam ativar ou inativar genes que participam na integracdo de
plasmideos que carregam genes de resisténcia. Contudo, ainda nao foi possivel
elucidar por completo a razdo da elevada resisténcia aos antimicrobianos presente
nos SCoN (Ziebuhr, 1999; Gill, 2005; Takeuchi, 2005; Watanabe, 2007).

1.2.8 Métodos moleculares no estudo da epidemiologia dos SCoN

O uso de técnicas moleculares no estudo de microrganismos esta
definitivamente solidificado no ramo da bacteriologia (Brooks, 2013). Atualmente, os
meétodos tradicionais de tipagem de amostras bacterianas como sorotipagem, por
exemplo, tém sido substituidos em muitos laboratérios por métodos moleculares
baseados em PCR (van Belkun, 1994) ou na analise dos padrbes de restricdo do
DNA cromossomal em gel de eletroforese em campo pulsado (PFGE) (Arbeit, 1990).
Além disso, novos métodos moleculares ainda nao tao disseminados, baseados no
sequenciamento de material genémico, também vém cada vez mais ganhando
espagco no ramo da bacteriologia (Maiden, 2006). As tipagens por sequenciamento
de locus diversos (MLST), por exemplo, além de fornecer uma caracterizagdo de
cepas unificada, também gera dados que podem ser utilizados em estudos
evolucionarios e populacionais (Turner, 2007). Em comum entre estes métodos, esta
o trabalho com o constituinte cromossomal dos microrganismos, ao invés da

observacgao de caracteres fenotipicos ou reagbes especificas (Aldea-Mansilla, 2006).

1.2.8.1 Extracdo de DNA de SCoN

O uso de métodos ou kits de extragcdo de DNA apropriados que fornegcam
DNA genbémico de boa qualidade é crucial para o sucesso e confiabilidade de
estudos moleculares envolvendo PCR em amostras clinicas, ambientais ou
experimentais (McOrist, 2002; Nogueira, 2004; Muldrew, 2009; Reyes-Escogido,
2011). Neste sentido, as técnicas de extracdo de DNA devem ser cuidadosamente
selecionadas com especial atencdo ao tipo de microrganismo em questao, pois a
maioria dos métodos de extracdo de DNA é ideal para apenas espécies bacterianas
com caracteristicas em comum (McOrist, 2002; Nogueira, 2004; van Tongeren,

2011). Além disso, deve-se ter atencao também aos reagentes utilizados por cada
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meétodo, pois alguns podem interferir negativamente nas técnicas que serao

aplicadas subsequentemente (Fredericks, 1998).

Entre os principais fatores que influenciam na escolha da extracao de DNA a
ser utilizada esta a diferenca na constituicao da parede celular de diferentes
espécies bacterianas (Rantakokko-Jalava, 2002). De uma maneira geral, a parede
celular das bactérias gram negativas € rompida mais facilmente do que a das gram
positivas (Goldenberger, 1995). Entretanto, dentro desses dois grandes grupos
existem diversos tipos de bactérias com caracteristicas de parede celular unica
(Rantakokko-Jalava, 2002; Freschi, 2005; Kaser, 2009; Yang, 2011; Loonem, 2011).
Os SCoN tém uma parede celular rigida que pode ser dificil de lisar, enzimas
especiais € métodos tém sido desenvolvidos para resolver este problema (Cheng,
2006; Wilfinger, 2012).

A lisostafina € a principal enzima utilizada na extracdo de DNA do género
Staphylococcus, porém, o alto pregco desta enzima torna seu uso praticamente
inviavel mesmo na pesquisa (Oliveira, 2014). Por outro lado, métodos de extracao
de baixo custo como a extracao por fervura, por exemplo, geralmente fornecem DNA
de inferior qualidade, principalmente considerando as possibilidades de
armazenamento (Nogueira, 2004). As demais opgdes para a extracao de DNA de
Staphylococcus mais comumente utilizadas incluem métodos que utilizam para a lise
da parede celular reagentes como acido iminodiacético (método conhecido como
Chelex) (Giraffa, 2000) e dodecil sulfato de sédio (Goldenberg, 1995). Entretanto,
para purificar o produto final, estes métodos também utilizam reagentes como fenol,
cloroférmio ou alcool isoamilico que permanecem em pequenos residuos na solugéo
final e podem inibir analises posteriores (Alexopoulou, 2006; Cheng, 2006). Por fim,
0s novos métodos automatizados que utilizam silicas magnéticas ou fibras de vidro
tém apresentado bons resultados (Dundas, 2008; Yang, 2011; Loonem, 2011), mas
também possuem o problema do alto custo financeiro (Dundas, 2008).

1.2.8.2 O cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec)

Os SCoN sao microrganismos que apresentam uma composi¢cdo gendmica

singular. Apesar de possuirem alto grau de genes conservados, algumas areas de



18

seu genoma revelam pouca homologia entre as espécies (Takeuchi, 2005). Os
principais responsaveis por esta variacao entre espécies sao elementos genéticos
moéveis que carreiam genes ligados a fatores de viruléncia e resisténcia a agentes
antimicrobianos (Gill, 2005). Como dito anteriormente, nos Staphylococcus o
principal elemento carreador destes genes € o SCCmec. Devido a grande
quantidade de tipos de SCCmec presentes nos Staphylococcus, este elemento
também pode ser utilizado no estudo da epidemiologia destes microrganismos
(Miragaia, 2008).

A excisao e integracao do elemento SCCmec no genoma dos Staphylococcus
€ realizada por recombinases especificas mais conhecidas pela abreviatura de sua
designacdo em inglés, ccr (cassette chromosome recombinase). Os elementos
SCCmec podem ser classificados de acordo com a combinagédo de um dos oito tipos
de recombinases (ccrAB 1 —6 e ccrC 1 — 2) e um dos 5 tipos de complexos mec (A —
E). A identificacao dos tipos de SCCmec presentes nos Staphylococcus tem ajudado
a esclarecer a epidemiologia molecular e a evolugdo dos MRCoNS (Katayama,
2000) e a transmissao de determinantes de resisténcia para S. aureus (Turlej, 2011,
Svensson, 2011). Atualmente, existem diversos estudos propondo esquemas de
classificacdo e ja foram identificados 11 tipos de SCCmec em Staphylococcus

(http://www.sccmec.org).

1.2.8.3 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de S. epidermidis

No que diz respeito a espécies isoladas em hospitais ou centros de saude, o
laboratorio de microbiologia frequentemente € questionado a respeito da clonalidade
dos microrganismos isolados (Tenover, 1995). Para a grande maioria das espécies,
€ de consenso geral que a técnica de PFGE é o padrao ouro quando o objetivo &
avaliar a clonalidade entre isolados clinicos. Com relacao aos S. epidermidis nao é
diferente; além disso, a técnica de PFGE pode ser associada a outras técnicas,
ampliando as possibilidades de interpretacdes dos resultados obtidos. No que diz
respeito aos S. epidermidis, por exemplo, a associacdo com os tipos de SCCmec
pode prever com consisténcia a evolucéao clonal a longo prazo (Miragaia, 2008).
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Nos ultimos anos, diversos métodos de tipagem com fins epidemiologicos tém
sido usados no estudo de S. epidermidis. Os métodos genotipicos, por possuirem
maior forga discriminatéria entre cepas fortemente relacionadas, tém se tornado os
métodos de escolha para a tipagem de cepas bacterianas (Widerstrém, 2012).
Entretanto, excluindo-se o caro e trabalhoso sequenciamento do genoma, o método
mais discriminatério para a genotipagem de isolados de S. epidermidis € o PFGE
(Miragaia, 2008).

Até pouco tempo atras, a maioria das infecgbes causadas por S. epidermidis
eram consideradas como de origem endégena, provenientes da microbiota normal
do paciente (Huebner, 1999). Entretanto, utilizando o método de PFGE, diversos
relatos dos ultimos anos também tém demonstrado que certas cepas de S.
epidermidis (Miragaia, 2007; Widerstrém, 2009; Li, 2009) e demais SCoN (Krediet,
2004; Klingenberg, 2007) aparecem estabelecidas por longos periodos como
patégenos oportunistas em unidades hospitalares. Além disso, gendtipos
indistinguiveis de S. epidermidis também tém sido identificados em amostras de
diferentes unidades (Li, 2009) e hospitais (Widerstrom, 2006; Ibrahem, 2008),
indicando a disseminacao de genotipos especificos desta espécie entre pacientes e

ambientes diversos.

O método mais usado mundialmente para a caracterizagdo de isolados
clinicos de S. epidermidis € o PFGE, o qual tem sido principalmente empregado para
avaliar assuntos epidemioldgicos de curtos periodos (Miragaia, 2008). Entretanto, os
estudos que tém avaliado a epidemiologia molecular dos S. epidermidis tém
demonstrado a existéncia de grande diversidade genética entre os isolados
investigados (Miragaia, 2005; Jamaludin, 2008). Apesar disso, alguns destes
estudos também tém encontrado grupos de SCoN, geralmente S. epidermidis
resistentes a meticilina, os quais podem persistir no ambiente hospitalar por diversos
anos (Kredeit, 2004; Widerstrom, 2009). Interessantemente, a maioria desses
gendtipos apresenta um perfil de resisténcia aos antimicrobianos que reflete o

consumo destes agentes no local estudado.

O PFGE também tem sido utilizado para rastrear a disseminacado de cepas
especificas de S. epidermidis entre diferentes pacientes (Milisavljevic, 2005),

enfermarias (Petinaki, 2004) e até hospitais (Wortington, 2000) provando ser uma
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ferramenta valiosa no controle de S. epidermidis em cenarios clinicos. Mas, além
disso, alguns estudos também vém sendo realizados alvejando a populacéo de S.
epidermidis presente em individuos sadios da comunidade (Rolo, 2012; Cherifi,
2013). Estes estudos sdo de fundamental importancia, pois permitem que se faca
uma comparacao entre as cepas circulantes na comunidade com aquelas isoladas
em infeccoes em instituicbes de saude. Nos estudos citados acima, diferentes
populacées de S. epidermidis foram encontradas nos diferentes ambientes em
questdo. Entre as principais diferengas encontradas estdo a maior resisténcia aos
antimicrobianos e presenca de fatores de viruléncia nos isolados clinicos e a maior
heterogeneidade genética e sensibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados
comunitarios (Cherifi, 2013). Além disso, cepas adaptadas ao ambiente hospitalar
possuem uma maior frequéncia e diversidade de tipos de SCCmec (Rolo, 2012).

Finalmente, embora o PFGE seja uma excelente técnica para explorar
questdes epidemioldgicas locais, ndo € uma ferramenta apropriada para resolver
questdes de estrutura populacional. Um dos principais problemas neste sentido é a
dificuldade de padronizagao entre diferentes laboratérios devido as caracteristicas
intrinsecas da técnica. Para se definir a biologia populacional de S. epidermidis, a
tipagem molecular por sequenciamento de Jocus diversos (MLST) vem sendo

recentemente aplicada com sucesso nesta espécie (Rogers, 2009).

1.2.8.4 Tipagem molecular por sequenciamento de /ocus diversos (MLST) de S.

epidermidis

O uso de métodos de tipagem molecular que utilizam todo o genoma
bacteriano tém sido Uteis para rastrear clones e definir rotas de transmisséao locais
de determinadas espécies. Os dados fornecidos por estes métodos sdo uteis no
controle mais efetivo da disseminagcado da resisténcia aos antimicrobianos, assim
como de outras questdes de infecgcdes nosocomiais localizadas (Miragaia, 2002;
Widerstrom, 2009). De forma semelhante, o recente desenvolvimento de métodos de
tipagem molecular baseadoos na analise de polimorfismos genémicos tém
aumentado significativamente os conhecimentos sobre evolugdo, dinamica de
populacdes e padrdoes de disseminagcdo de espécies bacterianas (Gutacker, 2006;

Miragaia, 2008; Miragaia, 2009). A grande vantagem deste segundo tipo de método



21

€ a possibilidade de correlagbes e comparacdées entre laboratérios distantes
geograficamente, possibilitando uma analise mais global do microrganismo em
questao (Maiden, 2006).

Um método bastante utilizado atualmente para grande parte dos principais
patogenos humanos e também em desenvolvimento para outros tipos de
microrganismos € o MLST (Turner, 2007). Aléem de fornecer uma abordagem
padronizada para a coleta de dados, o MLST tem suas informacbdes e dados
disponiveis gratuitamente na internet, garantindo uma nomenclatura disponivel
aqueles que estejam interessados em caracterizar bactérias (Maiden, 2006). De uma
maneira geral, os esquemas de tipagem por MLST tém como alvo regides
conservadas do genoma dos microrganismos que sao menos sujeitas a
modificagdes genéticas importantes (Turner, 2007). As sequéncias de alelos e as
designacdes de alelos e STs presentes nos bancos de dados do MLST de cada
espécie fornecem uma linguagem universal para a tipagem molecular de

microrganismos (Maiden, 2006).

O método de tipagem ideal para cada microrganismo pode variar, pois o
genoma das espécies bacterianas é bastante diverso e evolui diferentemente na
adaptacao das mesmas em diferentes ambientes (Bentley, 2004). Porém, de uma
maneira geral, os métodos de tipagem bacterianos tém como alvo regides diferentes
do cromossomo que evoluem em diferentes taxas. A preferéncia € por regidées mais
conservadas, que nao sao alvo de frequentes eventos genéticos. No caso do MLST,
a propria traducao do seu nome do inglés sugere um esquema de tipagem baseado
na determinagao de alelos em multiplos /ocus por sequenciamento de nucleotideos
(Maiden, 2006). O esquema atual de MLST para S. epidermidis esta baseado no
sequenciamento de fragmentos internos de 7 genes housekeeping, utilizando-se o
esquema revisado por Thomas et al. (2007). Os resultados obtidos sao introduzidos
no software eBURST, hospedado no site do Imperial College London e disponivel

em http://eburst.mist.net.

Os estudos empregando MLST em S. epidermidis at¢ o momento tém
revelado que, em termos populacionais, S. epidermidis apresenta uma diversidade
genética grande e que vem aumentando a cada ano com a realizagdo de novos
estudos (Miragaia, 2007; Miragaia, 2009; Rolo, 2012; Mendes, 2012). Em 2007,
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quando Miragaia et al. (2007) inferiram a primeira proposta de organizacao
populacional, existiam 74 STs diferentes de S. epidermidis. Dois anos mais tarde
esse numero estava em 86 (Miragaia, 2009) e em setembro de 2011, Mendes et al.
(2011) apresentaram um diagrama populacional contendo 312 STs. Atualmente,
existem mais de 500 diferentes STs, mas muitos ainda ndo estdo relacionados a
nenhum complexo clonal (CC), sendo considerados como singletons

(http://sepidermidis.mist.net/).

O algoritmo do software eBurst identifica grupos de gendtipos relacionados
em uma populacdo e infere o gendétipo fundador (ancestral) de cada grupo. Em
seguida, os ancestrais de cada grupo sao ligados aos provaveis descendentes,
formando um diagrama radial (Figura 1). Cada gendtipo diferente recebe um nimero
precedido das iniciais ST (Sequence Type) e grupos de gendtipos intimamente
relacionados sao classificados em complexos clonais (CCs) (Feil, 2004). O CC2 é o
principal complexo clonal da populacao de S. epidermidis; por razées filogenéticas,
este complexo & subdividido em dois clusters: CC2-1 e CC2-ll. O estudo realizado
por Mendes et al. em 2011 coletou isolados de varios hospitais dos EUA e as
analises com eBURST demonstraram que os isolados associados ao CC2-ll foram
mais prevalentes e apresentam um perfil mais susceptivel aos antimicrobianos
enquanto que os isolados associados ao CC2-l, apesar de menos frequentes, foram

mais resistentes.

Na grande maioria dos estudos, ST2 € o gendtipo mais frequentemente
encontrado, seguido por ST5 e ST59 (Miragaia, 2009; Li, 2009; Miragaia, 2007).
Entretanto, em um estudo publicado em 2012 por Mendes et al. (2012), analisando
isolados de diversos hospitais dos EUA, ST5 aparece superando ST2 em
prevaléncia. No Brasil, no primeiro estudo envolvendo MLST e S. epidermidis, lorio
et al. (2012) encontraram, em 35 isolados de hospitais do Rio de Janeiro, 8 STs
diferentes, sendo que ST2 e ST23 representaram juntos, 71,4% dos isolados.
Contudo, este estudo avaliou apenas isolados resistentes a meticilina (MRSE).
Algumas teorias a respeito da maior prevaléncia de ST2 apontam para o fato de que
estes isolados possuem sequéncias de insercao 1S256 (capazes de influenciar a

expressao do operon ica e subsequente formacao de biofilme) e genes ica; fatores
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ligados a capacidade de invasao dos S. epidermidis. Além disso, a maioria dos ST2

possui a capacidade de formar biofilme in vitro (Li, 2009).

Figura 1. Principais STs de S. epidermidis e respectivos variantes em apenas um locus disponiveis
em setembro de 2011. Cada ST é representado por um ponto. O ponto azul (ST5) representa o
fundador do CC2. Pontos amarelos representam fundadores de subgrupos; as linhas conectam
variantes em um unico lécus. Os singletons n&o aparecem representados nesta imagem. Numeros
em diferentes cores s&o isolados encontrados por Mendes et al. (2011). Adaptada de Mendes et al.
(2011).

Estudos recentes utilizando MLST tém identificado S. epidermidis como uma
espécie com alta diversidade genética que evolui principalmente por recombinacéo,
além de adquirir faciimente elementos genéticos méveis (Schoenfelder, 2010). Ao
contrario de S. aureus, onde é evidenciado que algumas cepas hospitalares
possuem uma estrutura populacional clonal com clones especificos associados com
doencas (Feil, 2003), a estrutura populacional do S. epidermidis € menos clonal, e
um mais alto grau de diversidade tem sido observado em comparagdo com S.
aureus (Miragaia, 2007). Entretanto, alguns estudos mostram que também parece
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haver um numero limitado de clones de S. epidermidis associados com infecgbes
(Widerstrém, 2009; Li, 2009; Klingenberg, 2007). Com respeito aos isolados de
instituicdes de saude, um reduzido numero de linhagens clonais foi encontrado como
originario e estabelecido em ambientes hospitalares no mundo todo (Miragaia,
2007). Na maioria dos casos, estes isolados sado caracterizados por possuirem
diversos tipos de SCCmec, resisténcia a meticilina e habilidade de formar biofilme

em dispositivos médicos (Monk, 2008; Klingenberg, 2007; Kositzkaya, 2005).
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O principal objetivo deste estudo foi ampliar os conhecimentos a respeito dos
SCoN isolados de pacientes atendidos em uma instituicdo de saude no Brasil. Os

objetivos especificos foram:

1. Avaliar as diferengas com relagdo a qualidade e quantidade de DNA dos
principais métodos de extracdo de DNA comerciais e “caseiros” utilizados
para SCoN.

2. Determinar os principais tipos de SCCmec presentes nos SCoN isolados no
periodo de 2002 a 2004 e comparar com os SCoN isolados no ano de 2010

no mesmo hospital.

3. Aplicar técnicas de tipagem molecular nos isolados de S. epidermidis para

determinar a diversidade genética deste microrganismo em nosso meio.

4. Comparar os resultados obtidos nos métodos de tipagem molecular com

dados de resisténcia aos antimicrobianos e formagéo de biofilme.

5. Comparar os tipos sequenciais de S. epidermidis identificados com os tipos
sequenciais presentes em instituicdes de outros estados brasileiros e também

com outros paises.

2 MATERIAIS E METODOS

3.1 Artigo 1 - Métodos de extragdo de DNA em SCoN
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Abstract

Currently there are several methods to extract bacterial DNA based on different principles.
However, the amount and the quality of the DNA obtained by each one of those methods is

highly variable and microorganism dependent, as illustrated by coagulase-negative
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staphylococci (CoNS) which have a thick cell wall that is difficult to lyse. This study was
designed to compare the quality and the amount of CoNS DNA, extracted by four different
techniques: two in-house protocols and two commercial kits. DNA amount and quality
determination was performed through spectrophotometry. The extracted DNA was also
analyzed using agarose gel electrophoresis and by PCR. 267 isolates of CoNS were used in

this study. The column method and thermal lyses showed better results with regard to DNA

quality (mean ratio of 260/280 = 1.95) and average concentration of DNA ( - 1,018.2

ng/ul)), respectively. All four methods tested provided appropriate DNA for PCR
amplification, but with different yields. DNA quality is important since it allows the
application of a large number of molecular biology techniques, and also it’s storage for a
longer period of time. In this sense the extraction method based on an extraction column

presented the best results for CoONS.

Keywords: DNA extraction, Coagulase-negative Staphylococci (CoNS), Spectrophotometry.

Introduction

In recent years, numerous methods developed by the molecular biology have been

applied on the scientific research in clinical microbiology. On those methods, the genetic
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material most widely used is DNA. Therefore, for an effective DNA extraction there are
several methods based on different principles’. However, the amount and the quality of the
DNA obtained for each one of those methods are variable, becoming an important factor in
the type of molecular method that will be used, and on the subsequent storage of this
material'®, Moreover, to access bacterial DNA it is necessary to disrupt the cell wall, which

presents distinct characteristics among different types of microorganisms®.

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) are gram-positive cocci often considered as
culture contaminants, since many species are members of the human skin microbiota and
mucous membranes. However, CoNS are increasingly being recognized as agents of clinically
important infections. In some recent studies they have been considered the main responsible

12

for infections related to medical devices and surgical sites® Furthermore, those

microorganisms are also common as agents of the bovine mastitis, as well as infections in

humans related to contaminated animal products’ .

CoNS have a rigid cell wall that can be difficult to lyse, and special enzymes and
methods have been developed to address this problem™ '|. The gram-positive cell wall is
composed of a complex reticulate of peptideoglycan, teichoic acid, polysaccharides, and other
proteins, whereas the gram-negative cell wall is thinner with a simpler reticular pattern®.
Methods used for genomic DNA isolation from gram-negative bacteria are not always

2,6, 11

successful with gram-positive . This is important because a suitable method of DNA

isolation and recovery is one of the most important prerequisites for molecular tests'® ",

The aim of this study was to select a method that provides the best DNA from culture
strains of CoNS clinical isolates. The main parameters considered were those related to
storage for future testing in genomic libraries and application in molecular biology tests for
scientific research or clinical diagnosis. To achieve this, the quality and the quantity of the
DNA extracted from CoNS cultures through four different techniques were analyzed. The
quality and amount of DNA was determined by spectrophotometry. The visualization of
pattern bands in agarose gel electrophoresis was performed to evaluate the DNA integrity and

a PCR to test the possibility of amplification of the different types of materials.
Materials and Methods

267 CoNS from infections in patients admitted at the “Santa Casa de Misericordia de

Porto Alegre” Medical Center were selected. Those microorganisms were obtained from 2002
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to 2004 mainly from bacteremia, but also from other types of infections such as surgical
wounds, and infections related to indwelling devices. Species identification was previously
performed by Secchi ef al. and published in 2008" (Table 1). Each isolate was stored on
skimmed milk (Difco Skim Milk, Becton Dickinson) and was cultivated in tryptone soy agar
(TSA) (Tryptone Soy Agar, Oxoid) for 24 hours prior to the extraction procedures. One or two
isolated colonies were then growth in 2 mL brain heart infusion broth (BHI, Merck) for 16
hours; 1 mL of this suspension was centrifuged at 7000 x g/5 min and the bacterial pellet

obtained used as template in all methods.

Table 1 Species and mean yield of DNA quantity (ng/uL) of each method.

Extraction method

n of isolates

Specie L - ; ;
' ) Boilne i Comn Out
S. epidermidis 107 (40.1) 1173.3 67.3 100.1 30.1
S. haemolyticus 91 (34.2) 1181.8 202.1 35.1 16.4
S. hominis 27 (10.1) 989.4 61.6 34.5 14.0
S. warneri 15 (5.6) 1002.2 NT 12.9 86.9
S. capitis 7 (2.6) 1016.5 89.2 15 21.1
S . 6(2.2) 1052* 50.6 543 NT
saprophyticus
S. cohnii 4(1.5) 825%* 28* 41.7 18.9*
S. caprae 3(1.1) NT 40* 28.8 NT
S. xylosus 3(1.1) NT 23 31.6 NT
S. sciuri 2(0.7) NT NT 86.5 NT
S. lugdunensis 1(0.4) NT NT 32% NT
S. auricularis 1(0.4) NT NT 41%* NT
Total 267 (100.0) 1018.2 87.8 65.5 28.2

* Just one sample tested.
NT = Method not tested for specie.

Four methods were performed, the first one, popularly known as boiling, was based on
Alexopoulou et al.' with no relevant modifications. This procedure was performed on 50
randomly selected samples. The second, phenol-chloroform, it was based on Silva and Silva'®
with just one relevant modification: 20 pL of lysozyme (100 mg ml™") (Sigma) were added to
the enzymatic lysis suspension. The phenol-chloroform used was Equilibrated Phenol, pH 8.0,

purchased from USB Corporation. This procedure was applied to 70 randomly selected
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samples. The third method was based on extraction columns and was performed according to
the kit manual (QIAamp DNA mini kit, Qiagen). Lysozyme and lysostaphin were used
together on the enzymatic lyses step. One modification was introduced: after the
deproteinization step with proteinase K, 4 uL of RNase A (100 mg ml™") (BioAmerica) were
added to it and then incubated at 70°C for 10 min. All the samples (n = 267) were submitted
to this extraction method. Finally, we also test a salting out method following the kit manual
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega) recommendations for gram-positive
bacteria without modifications. This procedure was performed on 50 randomly selected
samples. Usual bacterial amount used in all methods was growth cell of 16 hours incubation

in 1 mL of brain heart infusion broth (BHI) (Merck).

After extraction procedures, we verified the presence and integrity of the DNA on the
extracted material in agarose gel electrophoresis. Five microliters of DNA and 5 pL of loading
buffer (buffer type IV'*) were mixed in a 0.2 mL tube. This mixture was placed into the gel
wells and subjected to a voltage of 6 volts/cm for 20 min in a horizontal electrophoresis
system (PowerPac Basic, Bio-Rad). After that, DNA visualization and photo documentation
were performed by the system MF-Chemi BIS (BioAmerica, Inc.). The extracted material of
each method was also analyzed by spectrophotometry. Two plL of DNA extracted from each
sample were placed directly on the spectrophotometer (NanoDrop, 2000, Thermo Cientific)
and measures in 230, 260 and 280 nm were performed. The system software provides the
DNA concentration in ng/ul. and automatically calculates the absorption ratio 260/280
(A260/280) and 260/230 (A260/230). At last, we performed amplification by PCR using the
pair of primers described by Jensen e al.®: G1 (GAA GTC GTA ACA AGG) and L1 (CAA
GGC ATC CAC CGT) (Integrated DNA Technologies, Coralville, USA). This pair of primers
was selected from conserved sequences from the adjacent 16S and 23S genes®. The
amplification reaction was performed on a LifePro Thermal Cycler (Hangzhou Bioer
Technology Co. Ltda, Hangzhou, China). The reagent concentrations and the reaction
conditions were the same used by Couto et al.’. Based on the results of DNA quantification
found by spectrophotometry, approximately 50 ng of DNA were used on each PCR reaction.
The amplification was checked in agarose gel electrophoresis under the same conditions
described above. Each sample was tested once. The major costs of reagents per sample are

showed in Table 2.

Table 2 Main cost of reagents per sample of each method in U. S. dollars (US$).

Method Kit Lysostaphin ~ Lisozyme  Proteinase K Equilibrated Total
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phenol
Boiling NR NR NR 0.51 NR 0.51
Clﬁgf:grm NR 13.80 0.08 0.50 0.15 14.53
Column 6.15 24.85 0.14 * NR 31.14
Salting out  2.79 20.71 0.03 NR NR 23.53

NR: not required.
*: provided in the kit.

To obtain values of mean and standard deviation, calculations of descriptive measures
were used. The quantitative variables were tested for normality by the Kolmogorov-Smirnov
test. Mann-Whitney U test was used to compare results among species. Values of the quantity
and quality of the DNA from the four extraction methods were compared by the Kruskal-
Wallis test; multiple comparisons between methods were analyzed using Dunn’s test. Kruskal-
Wallis and Dunn’s test were performed with the support of the program GraphPad Prism
(GraphPad, version 5) and other tests, with the program Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS Statistics, version 17). The significance level used was 5%.

Results and Discussion

The increasing use of molecular methods on clinical microbiology further emphasizes
the necessity of efficient DNA purification, free of proteins and high molecular weight
cellular debris™ '°. Several studies have shown the importance of the parameter “quality” in
obtaining better results on techniques like RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA) and RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)" * ' ' Furthermore,
differences between gram-positive and gram-negative bacteria should also be considered
when choosing the DNA extraction method'’, a fact that prevents the use of many low-cost
protocols indicated for any type of microorganisms''. This study aimed to identify the most
suitable method for DNA extraction for CoNS evaluating mainly the quality of the material

obtained from four different methodologies.

The agarose gel electrophoresis showed better results for the samples extracted by the
method of extraction column. Although some samples evidenced DNA fragmentation, on

almost all samples extracted by this method it was possible to visualize the DNA. Samples
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extracted by boiling, phenol-chloroform and salting out showed the same quality range, but

inconstant presence. On the other hand, comparing the four methods by spectrophotometry,

samples extracted by boiling demonstrated more DNA than the others ( oo 1,018.2 ng/ul)

(Table 1). The average amount of DNA extracted by the phenol-chloroform method was a
little bit higher than by extraction column, 87.8 and 65.5 ng/uL, respectively, but this was not
statistically significant (p > 0,05). Likewise, according to Kruskall-Wallis test, the average
A280/230 and A260/230 differences was statistically significant between all four methods (p
< 0,0001); except for average A260/280 between extraction column and salting out and the
average A260/230 between phenol-chloroform and salting out (p > 0,05) (Table 3). Finally, all
four methods provided effective DNA for PCR amplification with the pair of primers used.
The percentage of positive amplification results in one single reaction performed was 94% for
the extraction column method, 91% for the salting out, 83% for the boiling, and 71% for the

phenol-chloroform.

Table 3 Mean results of each extraction method regarding parameters evaluated.

Parameter Boilin Phenol- Extraction Salting
& chloroform Column Out P
Agarose gel. Variable* Variable* Positive Variable*
electrophoresis
Amount of 1018.2

DNA in ng/uL (168.8) 87.8 (70.2) 65.5(64.5) 28.2(32.5) <0.0001
A260/280 0.42 (0.03) 1.42 (0.15) 1.95(0.26) 1.82(0.44) <0.0001
A260/230 2.99 (0.72) 0.66 (0.31) 1.34 (0.66)  0.81(0.45) <0.0001

PCR Positive Positive Positive Positive

Yeld 200 uL 100 pL 200 uL 100 puL

* Some samples showed no visible bands.
() = Standard deviation.

The bands visualized by the four extraction methods in agarose gel
electrophoresis showed the same quality parameters. The great majority of the bands were
well defined and not fragmented. However, some samples, mainly the ones extracted by
boiling, phenol-chloroform, and salting out showed no visible bands on the gel. Surprisingly,
in the spectrophotometry those samples showed to hold an amount of DNA detectable using
the method of agarose gel electrophoresis. Regarding agarose gel electrophoresis, similar
results were found by Nogueira ef al."' and as reported by them the absence of bands on the

gel was not determinant for obtaining a successful PCR. On the boiling method, the high
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protein contamination can lead to an overestimation of the real concentration of DNA™.
Besides that, DNA fragmentation by the high temperatures used on this method can be

responsible for the low visualization of bands on agarose gels.

Analysis by spectrophotometry can reveal important information about the DNA
extracted from one sample. Besides determining the DNA amount (ng/pL), the A260/280 can
be used to assess the DNA purity concerning the protein contamination. Pure DNA
preparations have a A260/280 of 1.8. Similarly, significant absorbance at 230 nm decreases
the values of A260/230 and indicates contamination with polyphenols and organic
compounds'®. So although the boiling method presented the greatest average amount of DNA
extracted, this may not be true since the very low value of A260/280 (0.42) evidences a high
protein contamination (Table 3). On the same way, looking for A260/230 we also can see a
low value (0.66) for the phenol-chloroform extraction method. In this case, this high presence
of organic solvents can be responsible for the low PCR amplification (71%). The extraction
column method showed the best results regarding quality and purity of the DNA extracted,
which partially explains the better results obtained on the PCR amplification.

Calculations of the standard deviation values demonstrated that the quality of DNA
obtained in each one of the four methods did not change much (normal distribution). In
contrast, the quantitative values on phenol-chloroform, extraction column, and salting out had
higher variation resulting on a significant standard deviation (Table 2). The reason for this is
the different amount of DNA obtained in each species. Comparing each quantitative result
with the respective specie, some interesting observations can be made. The mean amount of
DNA extracted by the extraction column method from Staphylococcus epidermidis was 100.1
ng/ul, greater than the overall average of other species (p < 0.001) (Table 1). In the specific
case of this method, this finding is important because Staphylococcus epidermidis is the most
common CoNS clinical isolate'’. Nevertheless, the boiling method didn’t show significant
differences among species. On the other hand, Staphylococcus haemolyticus and
Staphylococcus warneri had the largest average number by phenol-chloroform and salting
out, respectively and Staphylococcus capitis, the lower by extraction column. However, our
results cannot explain those findings and further studies are needed to investigate the reason

of those variations.

Using the pair of primers described by Jensen ef al.® and the DNA obtained by the

methods used in this study we were able to perform the proposed PCR. However, using
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similar methods of boiling and phenol-chloroform, Nogueira et al.'' found no positive results
in a RAPD-PCR for the gram-positive samples, only for the gram-negative. Nevertheless,
Alexopoulou et al.' published a study in 2006 in which they successfully used the same
boiling method used by us and performed a CoNS identification by RFLP-PCR.

Currently there are numerous in-house protocols and commercial kits based on
different principles for DNA extraction from bacteria. Nevertheless, the number of
comparative studies between these methods is still scarce™ '°. Taking into account the
difficulty to lyse the CoNS cell wall, we evaluated four methods based on different principles
and found significant differences between the quality and the amount of the DNA extracted.
Quality of the DNA extracted is important when choosing the extraction method to be used
for those species, especially if we consider posterior sequencing, long term storage or the
construction of genomic libraries for future tests. Considering these parameters extraction
column method has proven to be the best alternative when extracting DNA from CoNS.
However, when working with CoNS the choice of the best method should be done thinking in
the investigation purpose and the future perspectives taken into consideration the methods
yield and the resources available. In-house protocols are cheaper and can be used mainly for
quick determinations, but the quality of the material makes commercial kits worthwhile in
deeper investigations. We hope that the results presented in this study could help other

researches or professionals to make this important decision.
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RESUMO

Avaliacao de quatro métodos diferentes de extracio de DNA em isolados clinicos de

estafilococos coagulase negativos (SCoN)

Atualmente, para extrair o DNA bacteriano, existem diversos métodos baseados em diferentes
principios. Entretanto, a quantidade e qualidade do DNA obtido por cada um destes métodos ¢
variavel e depende do tipo de micro-organismo em questdo; os estafilococos coagulase-
negativos (CoNS), por exemplo, possuem uma parede celular espessa dificil de lisar. O
objetivo deste estudo foi comparar a quantidade e a qualidade do DNA extraido de isolados
clinicos de CoNS utilizando quatro metodologias diferentes: dois protocolos caseiros e dois
kits comerciais. A determinagdo da quantidade e da qualidade do DNA foi realizada por

espectrofotometria. O DNA extraido também foi analisado em eletroforese em gel de agarose

e por PCR. A concentracdo média de DNA foi mais alta no método de lise térmica (

=1.018,2 ng/uL). Entretanto, com relagdo a qualidade do DNA, o kit comercial que utiliza um
método de extracdo baseado em uma coluna de separagdo apresentou melhor resultado (média
da relagdo 260/280 = 1,95). As quatro técnicas testadas forneceram DNA passivel de
amplificacdo por PCR, porém com diferentes rendimentos. A qualidade do DNA extraido de
bactérias € importante, pois possibilita a realizagdo de um maior nimero de técnicas de
biologia molecular e também um armazenamento do material por maior periodo de tempo.
Neste sentido, a técnica de extrac¢do por coluna de separacdo apresentou melhor desempenho

frente aos CoNS.
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Coagulase negative staphylococci (CoNS) are the most prevalent pathogens in nosocomial
infections, in particular biofilm-associated medical device infections. CoNS may also serve as
a reservoir of mobile genetic elements, e.g. the staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) encoding methicillin resistance. Molecular characterization of SCCmec types
combined with advanced molecular typing techniques may provide essential information in

order to understand the evolution and the epidemiology of CoNS infections.

In this study we analyzed 136 CoNS blood culture isolates obtained between 2002-2004 from
patients admitted in a tertiary care hospital in Brazil. SCCmec types I to V were determined
by multiplex PCR and compared with a more recent collection from 2010. The clonal
relationship of Staphylococcus epidermidis was determined by pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) and multilocus sequence typing (MLST). Molecular epidemiological data were
interpreted along with information regarding biofilm formation, presence of icaD gene and

multidrug resistance (MDR).

The most prevalent species and SCCmec types were S. epidermidis, S. haemolyticus and S.
hominis and SCCmec types 11, 111, and V. We also observed the emergence of SCCmec types I,
IVb and IVec. S. epidermidis isolates had a high prevalence of icaD gene but low phenotypic
biofilm formation. PFGE and MLST revealed a high genetic diversity in S. epidermidis

population.

Our results confirm the high genetic diversity among CoNS species and the importance of
constant monitoring of mobile genetic elements and virulence determinants in these

microorganisms.

Keywords: Coagulase negative staphylococci, nosocomial infections, multidrug resistance,

biofilm, molecular typing.

Introduction
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The number of infections caused by coagulase negative staphylococci (CoNS) is
increasing and CoNS are currently the most prevalent microorganisms responsible for
nosocomial infections related to indwelling medical devices (Rogers, 2009; Huebner, 1999).
In a Brazilian prospective surveillance study from 2007 to 2010, CoNS were identified as the
most common pathogens in nosocomial bloodstream infection of pediatric patients (Pereira,
2013). Staphylococcus epidermidis is the most prevalent CoNS species isolated from
nosocomial infections, in particular in relation to indwelling devices (Uckay, 2009). The
ability to form biofilm is considered to be the most important S. epidermidis virulence factor
(Otto, 2008).

CoNS infections are frequently difficult to treat due to multidrug resistance (MDR)
and biofilm formation (Reiter, 2011; Fredheim, 2009). This may result in infections with
limited therapeutic options, increased risk of treatment failure as well as increased cost
(Ziebuhr, 2006; Vuong, 2002). Moreover, the high genetic diversity and constant presence on
the human body makes CoNS a permanent reservoir of genetic material to other and more
virulent staphylococcal species including Staphylococcus aureus (Fluit, 2013; Takeuchi,
2005).

The staphylococcal cassette chromosome (SCC) is a family of mobile genetic
elements found in the genus Staphylococcus. SCCmec harbors the mec genes, encoding
resistance to methicillin and almost all B-lactam antibiotics (Ito, 2003). Furthermore, the
SCCmec element frequently harbor integrated insertion sequences, plasmids and transposons
that often encode additional resistance determinants (Shore, 2013). According to the current
SCCmec classification scheme in methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
(http://www.sccmec.org) a high number of non-typable and new SCCmec types not previously
identified in S. aureus have been detected in CoNS (Shore, 2013; Bouchami, 2011; Svensson,
2011; Hanssen, 2007; Miragaia, 2007; Miragaia, 2005; Hanssen, 2004). The high genetic
diversity within SCCmec elements carried by CoNS makes the identification of SCCmec
types in CoNS challenging and reflects a high degree of genetic flexibility (Miragaia, 2008;
Hanssen, 2007).

Among the different molecular techniques currently used to characterize S.
epidermidis, pulsed field gel electrophoresis (PFGE) is considered the best discriminatory
method to explore local epidemiological outbreaks (Martins, 2013; Rolo, 2012; Widerstrom,
2009; Hanssen, 2004; Miragaia, 2002). Multilocus sequence typing (MLST) is, however,
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considered a more robust tool to identify population structure and global epidemiology
(Mendes, 2012; Klingenberg, 2007; Miragaia, 2007). To date there are few studies evaluating
the molecular epidemiology of S. epidermidis from Brazilian hospitals (Martins, 2013;

Almeida, 2012; Iorio, 2012).

The aim of this study was to investigate the SCCmec distribution, antimicrobial
resistance and biofilm formation in CoNS blood culture isolates from a hospital in southern
Brazil. We compared the SCCmec distribution with data from a more recent study from the
same institution (Reiter ef al., 2011) in order to evaluate the evolution of this mobile genetic
element. Furthermore, for S. epidermidis we investigate the molecular epidemiology to reveal

additional virulence factors and the possible spread of successful clones.

Material and Methods
Setting

During a 3-year period (from 2002 to 2004) all CoNS blood culture isolates from
patients admitted to the Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre Hospital, a tertiary care
hospital in the south of Brazil, were collected. A total of 136 isolates were stored at — 70 °C
on skimmed milk (Difco Skim Milk, Becton Dickinson). For this study isolates were grown

on blood agar 24 hours prior to each test procedure.
Species identification and antimicrobial susceptibility test

CoNS were identified by automated systems (MicroScan and Vitek), conventional
phenotypic tests, and desferrioxamine and fosfomycin disks (Antunes, 2007; Caierdo, 20006).
The antimicrobial susceptibility profile of each isolate was determined by the disk diffusion
method and automated system (Vitek2), as previously reported (d’Azevedo, 2009). The
antimicrobial agents tested comprised penicillin, oxacillin, teicoplanin, gentamicin,
erythromycin, tetracycline, ciprofloxacin, clindamycin, trimethoprim-sulfamethoxazole,
rifampin, quinupristin-dalfopristin, linezolide, and cefoxitin (Oxoid). Resistance to methicillin
was determined by the cefoxitin disc test using the interpretative criteria recommended by the
CLSI (2007). MDR was defined as an isolate exhibiting a resistance phenotype to at least four

classes of antimicrobial agents.

Biofilm formation
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Semi-quantitative determination of biofilm formation for S. epidermidis was
performed as described previously (Christensen, 1985; Fredheim, 2009). All S. epidermidis
isolates were tested in polystyrene microtiter plates with three parallel runs. For each parallel,
the highest and the lowest values for optical density (OD) were removed to exclude outliers
and the remaining values were averaged. We used Tryptic Soy Broth (TSB) with 1% glucose
to induce biofilm formation. We determined the optical density (OD) of the crystal violet-
stained adherent biofilm with a spectrophotometer at 570 nm. Isolates were considered
biofilm producers if they had an OD > 0.12. Cutoff value was chosen to distinguish between
isolates that produced significant amounts of biofilm and those that did not, taking into
account the OD values for the negative controls included in each experiment. Presence of the
icaD gene was determined by PCR as described previously (Fredheim, 2009). In both assays
S. epidermidis RP62A was used as a positive control and S. epidermidis ATCC 12228 and S.

haemolyticus 51-03 were included as negative control.
DNA preparation

DNA for polymerase chain reactions (PCR) was extracted with the QIAamp DNA
mini kit (Qiagen) according to Oliveira et al. (2014). Agarose plugs (Certified Megabase
Agarose, BioRad) containing chromosomal DNA for PFGE were prepared as previously
described (Hanssen, 2004). Lysozyme (Omega) and Lysostaphin (Sigma) were used in cell

wall lysis step.
Determination of SCCmec types among all CoNS

SCCmec types and subtypes I, II, III, IVa, IVb, IVc, IVd, and V and mecA were
investigated using the multiplex PCR designed by Zhang et al. (2005) with few modifications:
PCR reactions contained 1.5 mM MgCl,, and 1.15 unit of Platinum 7ag DNA polymerase
(Invitrogen Inc., Carlsbad, CA). The final concentration of each pair of primers were: I (0.096
uM), II (0.064 uM), III (0.08 uM), IVa (0.208 uM), IVb (0.184 uM), IVc (0.156 uM), IVd
(0.56 uM), and V (0.12 uM). Positive control strain for each gene was as follow: types I and
V (BRAS24), types II and III (BRA645), type [Va (BRAG614), type 1Vd (BRA364) (this
study), type IVb (8/6-3P) and type [Vc (MR108) (Reiter, 2011). Methicillin resistant isolates
that did not result in PCR products by any of the primers tested were considered non-typable.

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of S. epidermidis isolates
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Restriction digestion of chromosomal DNA was performed with Smal (New England
Biolabs) and the fragments were separated by PFGE employing a CHEF-DRIII device (Bio-
Rad) as previously described (Hanssen, 2004). The PFGE types were defined after analysis
using the BioNumerics software version 4.5 (Applied Maths). Clustering was performed by
using the Dice similarity coefficient and the unweighted pair group method with arithmetic
means (UPGMA), with 1.3% of tolerance and 0.8% optimization. PFGE types were
automatically assigned by using a cutoff similarity value of 79%; the types obtained were

represented by numbers.

Multilocus sequence typing (MLST): Fragments of seven housekeeping genes were
amplified by conventional PCR using the MLST scheme published by Thomas et al. (2007).
The alleles and sequence type (ST) numbers were assigned using the S. epidermidis MLST
database (http://sepidermidis.mlst.net). The most likely patterns of evolutionary descent in the
collection were assessed using the e BURST algorithm (http://eburst.mlst.net).

Statistical analysis: Comparisons between prevalence of independent samples were
performed by binomial test. Variables association were accessed with Pearson Chi-square test,
and when necessary, Fischer’s exact test. Eventually adjusted standardized residual analysis

was included to identify the associated variables. Significance level used was 5%.

Results
SCCmec

The species and SCCmec distribution among all CoNS isolates are presented in Table
1. 126 out of 136 (93%) CoNS isolates were phenotypically resistant to methicillin. All the
methicillin resistant isolates were mecA positive (n = 126). The 10 methicillin sensitive
isolates were all S. epidermidis. 100 (79%) of the 126 methicillin resistant isolates harboured
at least one of the SCCmec types tested in this study. In order to investigate the evolution of
SCCmec, the distribution of SCCmec types among the isolates in this study collected between
2002-2004 (2004 collection) was compared to isolates collected in 2010 (2010 collection) by
Reiter ef al. (2011). The results are summarised in table 1. Both strain collections show a wide
distribution of SCCmec types. The major differences were observed for SCCmec type IVb and
IVc which appeared only in the 2010 collection. The prevalence of SCCmec type I and non-
typeable cassettes increased from 2004 to 2010 (from 0.8 to 11.8 and 20.6 to 40.3 %,
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respectively) whereas the prevalence of type Il and multiple cassettes were less frequent in

the 2010 collection (from 41.3 to 18.5 and 18.3 to 2.5 %, respectively) (Table 1).

Table 1. SCCmec distribution in methicillin resistant CoNS (MR-CoNS) from the 2004 and

2010 collections.

Collecti SCCmec type t}I/\[I)(:lltl)-le
ollection n
oo v ivb tve iva v o Lr E AR IR T

2004
S. epidermidis 52 - - 20 4 - - 6 4 - 1 1 5 3 1 7
S. haemolyticus 41 - 5 16 - - - - 6 - - 9 - - 1 4
S. hominis 19 - - 14 - - - - - - - 1 - - - 4
S. warneri 6 - - 1 - - - - - - - 1 - - - 4
S. saprophyticus 4 - - - - - - - - - - - - - - 4
S. xylosus 3 - - - - - - - - - - - - - - 3
S. cohnii 1 - - 1 - - - - - - - - - - -
Total 126 - 5 52 4 - - 6 10 - 1 12 5 3 2 26
% 100 - 40 412 32 - - 48 79 - 08 95 40 24 1.6 20.6

2010
MR-CoNS 1o 14 3 22 17 2 4 2 4 3 - - - - - 48
% 100 11.7 2.5 185 143 1.7 34 17 34 25 - - - - - 40.3

MR-CoNS; methicillin resistant coagulase negative staphylococci

Overall, MDR was seen among 106/136 (78%) isolates. There was a significant

association between the presence of SCCmec and MDR (p = 0.005). However, an association

between individual SCCmec types and positive MDR were significant only for type III (p <

0.001), and type V (p = 0.011). As the frequency of some SCCmec types were too low to

perform safe statistic tests, and since we observe several combinations of SCCmec types in

our isolates (Table 1), the types were divided in three categories: single, multiple, and non-

typable. The association between the different categories and MDR is presented in Table 2.

For CoNS as a whole and S. haemolyticus as single species there is an association between the

presence of single SCCmec and MDR while S. epidermidis showed similar results but without

significance. For S. hominis and other less prevalent species there were not enough isolates

for reliable statistical calculation.

Table 2. Association between MDR and SCCmec category in CoNS.
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SCCmec

Specie MDR (n) - - b
Single (%) Multiple (%) Non-typable (%) value
n(%) AR n (%) AR n (%) AR
Pos (39) 27(69.2 1.0 6(154 -1.8 6 (154 0.7
S. epidermidis 39) (652) (14) (154) 0.198
Neg (13) 7(53.8) -1.0 5(38.5) 1.8 1(7.7) -0.7
Pos (36) 26(72.3) 23 6(16.5) -3.1 4(11.2) 0.8
S. haemolyticus 0.008
Neg (5) 1(20.0) -23 4 (80.0) 3.1 0(0.0) -0.8
Pos (13)  9(69.3) -2 1(7.7) - 3 (23.0) -
S. hominis -t
Neg (6) 4 (66.6) -2 1(16.7) -2 1(16.7) -
) Pos (8) 1(12.5) -2 1(12.5) -2 6 (75.0) -
Other species -t
Neg (6) 1(16.7) -2 0 (0.0) -2 5(83.3) -

Pos (96) 63(65.6) 2.1 14 (14.6) -2.3 19 (19.8) -0.3
Total 0.045
Neg (30) 13(43.3) -2.1 10(33.4) 2.3 7 (23.3) 0.3

-* unreliable results; AR Adjusted residual. The AR value > [2.0] is considered statistically significant.

Biofilm formation

Twenty eight (45%) of the 62 S. epidermidis isolates had an OD of > 0.12 and were
considered biofilm producers. Of these, 26 (93%) were icaD positive and 2 (7%), icaD
negative. On the other hand, of the 34 non biofilm producers 24 (71%) were icaD positive and
10 (29%) icaD negative (Table 3). The overall prevalence of icaD genes were 81% (50/62)
and of biofilm formation were 45% (28/62). There were no associations found between
biofilm production or icaD presence with the MDR phenotype (p = 0.494 and p = 0.389,

respectively).

Table 3. Biofilm formation and presence of icaD among S. epidermidis isolates

Biofilm formation

icaD Total
Producer Non-producer
Positive 26 24 50
Negative 2 10 12

Total 28 34 62
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PFGE

PFGE analysis of 62 S. epidermidis clustered 40 isolates (64%) in 14 groups. The
remaining 24 isolates (36%) were considered sporadic strains (Table 4). The largest cluster
(PFGE type 11; n = 7) showed a positive association with MDR (p = 0.037); 4 of these 7
isolates harboured SCCmec type III and were identified as ST6. The second largest cluster
(PFGE type 7; n = 4) showed a positive association between biofilm formation and the
presence of icaD (both p = 0.034). For the remaining PFGE types there were no difference
between clustered and sporadic strains regarding MDR (p = 0.055), biofilm formation (p =
0.223), and the presence of icaD (p = 0.741). PFGE types 5, 6, 8, and 12 were triplets, and the
remaining 8 types found (1, 2, 3, 4, 9, 10, 13, 14) comprised only two isolates. Two pair of
isolates showed identical banding-patterns (isolates BRAS526/575 and BRA246/267).

MLST

All 62 S. epidermidis isolates were typed by MLST. In total, 29 different sequence
types (ST) were identified of which 12 are new (STs 499 to 510). Figure 1 illustrates the
distribution of our isolates in S. epidermidis clonal complex 2 (CC2). Fifty two percent
(32/62) of the isolates were identified as ST2 (n=17), ST6 (n="7), ST59 (n =4), and ST23 (n
= 4). The majority of these most frequent STs were MDR (84%), icaD positive (8§7%), and
biofilm negative phenotypically (59%). STs 2 and 6 were associated with SCCmec type III,
and ST59, with SCCmec III and IVa (p < 0.05). The remaining isolates were assigned as
singletons, pairs, or triplets of different STs. The new STs were mainly positive for icaD and

biofilm formation, but not MDR (Table 4).



Table 4 Main characteristics of the 62 S. epidermidis isolates included in this study

Strain ID ST PFGE type SCCmec MDR icaD Biofilm
BRA354 2 3 11 + + -
BRA208 2 4 \% - - -
BRA302 2 4 \% - + -
BRA363 2 5 I + + +
BRAS530 2 6 I + + -
BRA566 2 6 NT + + -
BRA634 2 6 NT + + -
BRA406 2 7 NT + + +
BRAS532 2 7 III, TVa + + +
BRA291 2 8 \% + + +
BRA379 2 8 I + + +
BRA608 2 14 11 + + +
BRAS554 2 14 Ivd - + -
BRA373 2 S I + + +
BRA496 2 S 11 + + +
BRA618 2 S I + + +
BRA645 2 S IL 11, V + + +
BRAS513 22 10 11 + + -
BRA650 22 10 I + + +
BRA385 237 7 11 + + +
BRA364 501 8 Ivd + + -
BRA524 6 9 LV + + +
BRAS14 6 11 11 + + -
BRAS526 6 11 I + - -
BRAS539 6 11 I + - +
BRAS575 6 11 I + - -
BRA384 6 11 A% + - -
BRA694 6 S LV - + -
BRA253 101 11 IVa + - -
BRA689 510 11 I + + -
BRA290 20 S 11, TVa + + +
BRA641 20 S 111, IVa - + +
BRAS31 89 S NT - - -
BRA389 23 3 \% + + -
BRAS507 23 13 NT + + -
BRAS533 23 13 NT + + -
BRA632 23 S NT + + -
BRA378 503 S Ivd + + +
BRA234 499 9 MSSE - + +
BRA240 7 S I + + +
BRAS557 17 S I + + -
BRAG614 59 5 IVa - + -
BRA205 59 12 III, IVa - + -
BRA267 59 12 III, IVa + + -
BRA246 59 12 IVa + + -
BRA542 81 S Ivd - - -
BRA340 53 S MSSE - + +
BRA602 72 S MSSE - + +
BRA370 193 5 MSSE - + -
BRA488 307 S I - + +
BRAS510 340 S 11 - + -
BRAS538 340 1 1L, Tvd - - +
BRA582 340 S IVa + - -
BRA258 500 S MSSE - - -
BRAS5S55 500 S MSSE - + -
BRAS557 502 S MSSE - + +
BRA3509 504 S MSSE - + +
BRA543 505 S Ivd - - -
BRAS544 506 1 111, Tvd - + -
BRAS553 507 2 MSSE - + +
BRAS556 508 2 11, Ivd + + +
BRAS595 509 7 MSSE - + +

Abbreviations used: S: sporadic strain; NT: non-typeable; MSSE: methicillin susceptible S. epidermidis.
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Figure 1. eBurst V3 analysis of S. epidermidis CC2 adding our MLST data to all isolates available in the MLST
database on January 2014. Each ST is represented by a dot, and lines connect single locus variants. Blue dot
represents the founder of CC2 and yellow dots represent subgroup founders. Green numbers represent new STs

found in this study. Red squares represents STs reported in previous studies also found in this study.

Discussion

In this study we compared the SCCmec characteristics of two CoNS collections
isolated in the same institution but collected with 6-8 years interval (Reiter, 2011). We found
that the prevalence of SCCmec types was changing quickly. Comparing the results from the
different periods we observe an increase in the number of different SCCmec types and non-
typable isolates and the decreasing presence of multiple cassettes in the same isolate. Typing
of the S. epidermidis isolates revealed a great genetic diversity and some differences and
similarities in STs distribution when compared with S. epidermidis isolates from other
institutions in Brazil (Martins, 2013; Iorio, 2012; Almeida, 2012) and around the world
(Cherifi, 2013; Hellmark, 2013; Mendes, 2012; Li, 2009; Ibrahem, 2008; Miragaia, 2007).
There was no statistical association with icaD and biofilm formation, indicating that other
genes than icaD could be responsible for biofilm formation in these isolates, or that the
induction of the ica genes were not promoted under the biofilm inducing conditions used in

this study.

We used the same SCCmec multiplex PCR as Reiter et al (2011) to enable
comparisons between CoNS isolates collected in the same hospital with an 6-8 year interval.

We found statistically significant differences in the prevalence of all SCCmec types except for
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the subtype IVd. Overall, comparing our results with Reiter ef al. (2011), we observed over
the years a decreasing prevalence of SCCmec types II, III, and V (p < 0.0001), and an
increasing prevalence of SCCmec types I and IV (p < 0.0001). Noteworthy is the presence of
just one isolate harboring SCCmec type I and none harboring types [Vb and IVc in the 2004
collection (Table 1). The 2010 collection investigated by Reiter ef al. (2011) reported the
emergence of 2 and 4 isolates, respectively, harbouring SCCmec types IVb and IVc and the
presence of 14 isolates harboring type I (Table 1). We consider the appearance of new
SCCmec types previously not found in this hospital especially worrying because this reflects
the ongoing horizontal gene transfer between species. Unfortunately, the SCCmec typing
scheme used failed to classify 26 out of 126 (20.6 %) a large proportion of the CoNS isolates
(Shore, 2013; Bouchami, 2011; Hanssen, 2007; Svensson, 2011).

The acquisition and accumulation of resistance genes trough mobile elements like
SCCmec is enabled by integration into regions of the SCCmec element called joining (J)
regions (IWG-SCC, 2009). Antibiotic resistant determinants like tet (tetracycline), aacA-
aphD (aminoglycosides), or ermA (erythromycin) genes for instance, may be carried within J
regions originating MDR strains (Turlej, 2011; Miragaia, 2008). In our isolates, there was a
strong association between SCCmec presence and MDR. However, when we grouped our
results to analyze the presence of more than one SCCmec type in the same isolate (multiple),
we observed that the presence of multiple SCCmec type is associated with non-MDR and on
the other hand, presence of single SCCmec is associated with MDR. Interestingly, no such

associations were found when analysing S. epidermidis separately (Table 2).

The ability to form biofilm is considered to be the most important pathogenic factor
for S. epidermidis, and the ica genes are recognized as one of the most important genes
involved in biofilm formation (Otto, 2008). In our S. epidermidis isolates, despite the high
prevalence of icaD (81%), we did not find a high prevalence of in vitro biofilm expression
(Table 3). As suggested by Mertens and Ghebremedhin (2013), natural occurrence of insertion
sequence elements like IS256 might be one of the reasons for this divergence. We also found
two isolates producing biofilm in absence of icaD gene, confirming that although icaD is
important for the development of biofilm, other factors and genes like aap and bhp (Otto,

2008) could be involved in the process.

As reported in other studies (Rolo, 2012; Miragaia, 2007), analysis of our S.

epidermidis strains by two reliable typing methods reveal a high degree of genetic diversity;
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our isolates showed high Simpson’s index of diversity (SID) levels in PFGE (SID = 97.7%)),
and MLST (SID = 91.1%) (Data not shown). PFGE analysis revealed several small clusters as
well as a considerable number of sporadic strains and MLST presented a range of different
STs and several new alleles and STs (Figure 1 and Table 4). The proportion of different STs
observed in this study (29 STs among 62 isolates) was higher than that previously reported by
Mendes et al. in 2012 (27 STs among 71 isolates) and Miragaia et al. in 2007 (74 STs among
217 isolates). SCCmec typing also amplified all the SCCmec types searched and some
different combinations of SCCmec types in individual strains, confirming the high variability
of SCCmec types in S. epidermidis (Miragaia, 2007; Miragaia, 2005; Hanssen, 2004). Despite
the presence of 2 clones revealed by PFGE, a large cluster indicating an epidemic outbreak

was not detected.

The only two major clusters found in our study were assigned by MLST and match
two very common MLST types detected worldwide: ST2 (n = 17) and ST6 (n = 6).
Furthermore, our MLST results agree with the increasing high prevalence of STs 20, 22, 23,
and 89 detected in several countries (Mendes, 2012; Cherifi, 2013; Hellmark, 2013; Ibrahem,
2008; Miragaia, 2007; Li, 2009). Interestingly, we did not find any ST5 isolates which is a
very frequent type worldwide; however, we found two ST5 single locus variants (ST7 and
ST17) (Figure 1). Finally, the second most common ST worldwide (ST23) (Miragaia, 2007)
was only the fourth most prevalent ST in our collection. As suggested previously, genetic
diversity of S. epidermidis nosocomial isolates may be caused by the need to adapt to
different environments in hospital setting, leading to increased frequency of horizontal gene

transfer and dissemination of mobile genetic elements (Bouchami, 2011).

Comparing the overall results generated by PFGE with the results of MDR, biofilm
formation, and gene icaD no difference was observed between clustered and sporadic strains.
The high diversity of our isolates might be the reason for this since other studies have shown
cluster isolates identified by PFGE with higher rates of antibiotic resistance and biofilm
formation than non-cluster isolates (Li, 2009; Klingenberg, 2007). There is currently lacking
data concerning the epidemiology of both nosocomial and community S. epidermidis isolates
from Brazil. Further studies need to be conducted in order to determine if there exist two
different populations in these two setting as previously reported for S. epidermidis in Europe

(Cherifi, 2013; Hellmark, 2013).
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This study has limitations. The multiplex PCR employed is easy to use, however, the
detection of only a single locus of each SCCmec type gives to this assay less discriminatory
power when compared with the current recommended methodology (www.sccmec.org).
Besides that, isolates were not stratified according to hospital ward, period of time or source
of culture, and it is not possible to evaluate the clinical relevance of analysed strains. Novel
typing studies with more recent isolates from the same institution and/or from the local
community could be very useful and elucidate several epidemiological aspects of CoNS from

south Brazil.
Conclusions

This study confirms that CoNS isolates have high genetic diversity despite being
isolated from the same institution. We did not find an epidemic clone using well established
molecular tools. A rapid shift in the prevalence of SCCmec types from our study and to a
study from the same hospital 6-8 years later indicate a high degree of horizontal gene transfers
which confirms that CoNS may be a permanent reservoir of genetic material that can be

exchanged within and between Staphylococcal species.
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4. Consideragoées finais

A grande utllizagdo de técnicas de biologia molecular no estudo de
microrganismos tem aumentado a procura por meétodos de extracdo de DNA
eficientes e de custo baixo. Entretanto, a escolha do método ideal nao é tarefa facil,
pois sao inumeros os fatores que podem influenciar esta decisdo. Em se tratando de
SCoN existe ainda uma barreira adicional: a resisténcia a lise de sua parede celular.
A partir dos métodos testados neste estudo podemos concluir que todos foram
eficazes na extragdo do DNA de SCoN. Embora existam diferengas bastante
significativas em termos de qualidade, quantidade e custo, os quatro métodos
testados forneceram material capaz de ser amplificado em uma PCR convencional.
Entretanto, cabe-se ressaltar que nao foram realizadas técnicas moleculares
adicionais e nada pode ser afirmado com relacdo ao rendimento do DNA fornecido

por estes métodos em outras técnicas de biologia molecular.

Os SCoN possuem altos indices de resisténcia aos antimicrobianos e um dos
principais fatores responsaveis por isso € a presenca do cassete SCCmec. Com
relacdo aos tipos de SCCmec, comparando os resultados obtidos neste estudo com
o estudo de Reiter et al. (que utilizou a mesma metodologia em SCoN do mesmo
hospital), observamos que a prevaléncia dos principais tipos de SCCmec esta
mudando significativamente no hospital estudado. Esta observacdo pode ser
resultado de alguns fatores como, por exemplo, um reflexo do perfil de
antimicrobianos e desinfetantes utilizados no periodo na instituicdo. Mas, além disso,
nao podemos esquecer que os SCoN sao microrganismos ubiquos e bastante
“flexiveis” geneticamente. Sua constante presenca como parte da microbiota
humana favorece a transferéncia de material genético entre as diversas espécies
presentes em nosso organismo. Neste sentido, a descoberta de novos tipos de
SCCmec diretamente relacionados a resisténcia aos antimicrobianos & preocupante

e deve continuar a ser monitorada constantemente.

Entre as espécies de SCoN, S. epidermidis é considerado o principal
responsavel por infeccées em humanos. A grande diversidade genética revelada nos
isolados deste estudo ja havia sido relatada anteriormente, mas nao com tanta

intensidade. Este fato pode explicar, em parte, a baixa correlagdo evidenciada entre
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os clusters encontrados pelos métodos de tipagem molecular e os resultados de
resisténcia aos antimicrobianos e formacéao de biofilme; esta correlacdo tem sido
mais alta nos estudos que encontram maior clonalidade entre os isolados de S.
epidermidis. Além disso, esta alta diversidade também aumenta a curiosidade a
respeito das caracteristicas dos isolados comunitarios em nossa regiao, pois nos

permite imaginar que talvez nao sejam tao diferentes dos isolados nosocomiais.

Por fim, a comparacao dos STs dos isolados de S. epidermidis deste estudo
com outros estudos brasileiros e de outros paises do mundo revelou um pefrfil
interessante. Por um lado, verificou-se semelhanga em alguns dos tipos mais
frequentes e disseminados mundialmente como, por exemplo, ST2. Entretanto, ao
mesmo tempo ficou evidenciado um consideravel nimero de novos alelos e novos
STs, contribuindo significativamente para a grande diversidade dos isolados

encontrados no hospital estudado.
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5 Anexos

5.1 Demais produgdes cientificas
5.1.1 Artigos cientificos como coautor

Significantly higher level of biofilm production of invasive multi-drug resistant

staphylococci
Reiter KC, Paim TGS, Oliveira CF, d'Azevedo PA.

APMIS. 2011 Nov;119(11):776-81.

Enhancement of anti-staphylococcal activities of six antimicrobials against
sasG-negative methicillin-susceptible Staphylococcus aureus: an in vitro

biofilm model

Reiter KC, Villa B, Paim TGS, Sambrano GE, Oliveira CF, d'Azevedo PA.

Diagn Microbiol Infect Dis. 2012 Oct;74(2):101-5.

Bacterial skin colonization and infections in patients with atopic dermatitis.

Petry V, Bessa GR, Poziomczyck CS, Oliveira CF, Weber MB, Bonamigo RR,
d'Azevedo PA.

An Bras Dermatol. 2012 Sep-Oct;87(5):729-34.

Rifampicin fails to eradicate mature biofilm formed by methicillin resistant

Staphylococcus aureus
Reiter KC, Sambrano GE, Villa B, Paim TGS, Oliveira CF, d'Azevedo PA.

Rev Soc Bras Med Trop. 2012 Jul-Aug;45(4):471-4.
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Inhibition of biofilm maturation by linezolid in meticillin-resistant

Staphylococcus epidermidis clinical isolates: comparison with other drugs.

Reiter KC, Villa B, Paim TG, de Oliveira CF, d'Azevedo PA.

J Med Microbiol. 2013 Mar;62(Pt 3):394-9.

5.1.2 Resumos publicados em eventos

SCCmec Profile Changes of Coagulase Negative Staphylococci: A Ten Year

Period In A Hospital From Porto Alegre, Brazil
Oliveira CF, Mott MP, Batista BG, Reiter KC, Rieger A, d'Azevedo PA

Encontro da Sociedade Americana de Microbiologia (ASM), 18-21 maio 2013,
Denver, CO.

Deteccdo da Resisténcia Induzivel a Clindamicina em Isolados Catarinenses de

Staphylococcus aureus Resistentes a meticilina (MRSA)
Silveira ACO, Batista BG, Oliveira CF, d’Azevedo PA

Congresso Brasileiro Analises Clinicas, 16-19 junho 2013, Costao do Santinho, SC.

Linezolid inhibition of mature biofilm in methicillin-resistant S. epidermidis

clinical isolates: comparison with other drugs
Reiter KC, Villa B, Paim TGS, Oliveira CF, d’Azevedo PA

Encontro da Sociedade Americana de Microbiologia (ASM), 16-19 junho 2012, Sao

Francisco, CA.

Deteccdo de Resisténcia Induzivel a Clindamicina em Amostras de

Staphylococcus aureus de Porto Alegre
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Mallmann ES, Grandi M, Batista BG, Mott MP, Pilger K, Oliveira CF, Dias CA

Congresso Gaucho de Infectologia, 26-27 outubro 2012, Porto Alegre, RS.

Caracterizagcao de Biofilme em Amostras de Staphylococcus epidermidis

Isoladas na Cidade de Porto Alegre
Paim, TGS, Santos O, Oliveira CF, Mello, AL, Slockzinski AA, d’Azevedo PA

Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2-6 outubro 2011, Foz do Iguagu, PR.

Avaliacao de trés diferentes metodologias na extracao de DNA de isolados

clinicos de Staphylococcus coagulase-negativos
Oliveira CF, Paim TGS, Reiter KC, Silveira ACO, Rieger A, d’Azevedo PA

Simpédsio Internacional Microbiologia Clinica, 29 set-02 out 2010, Florian6polis-SC.

5.1.3 Aspectos éeticos

O projeto do presente estudo foi aprovado pelo comité de ética da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA) conforme
documento abaixo.
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