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RESUMO

GABRIEL FREIRE IGARI

Caracterizagdao de amostras sequenciais de Staphylococcus aureus isoladas de colonizagao
nasal de pacientes internados em UTIs de um hospital universitario durante a pandemia de
COVID-19

Orientadoras: Katia Regina Netto dos Santos e Tamara Lopes Rocha de Oliveira

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacido no RCS Trabalho de Conclusio de Curso.

Staphylococcus aureus esta presente nas narinas em cerca de 30% da populacdo humana ¢ a
colonizagdo prévia por este microrganismo aumenta o risco de infeccdo subsequente. O maior
uso de antimicrobianos e saneantes na pandemia do SARS-COV-2 aumentou a pressao seletiva
sobre os microrganismos, com taxas de resisténcia possivelmente aumentadas. Esse estudo
caracterizou a susceptibilidade a antimicrobianos, a presenca de genes de tolerancia a saneantes
e a diversidade clonal de amostras sequenciais de S. aureus provenientes de coloniza¢do nasal
de pacientes internados em duas UTIs de um hospital do Rio de Janeiro, na pandemia de
COVID-19, entre Set/2020 ¢ Set/2021. Os swabs foram coletados semanalmente, durante a
internacdo, com interrupc¢ao da coleta quando isolada amostra MRSA (methicillin-resistant S.
aureus) ou por alta/obito do paciente. A espécie foi confirmada por MALDI-TOF-MS e o perfil
de susceptibilidade para 11 antimicrobianos foi determinado por disco difusdo. O tipo de
SCCmec, a presenca dos genes gacA/B e smr (codificam para saneantes), e dos genes erm(T),
scn e luk-PV (marcadores do complexo clonal 398) foram investigados por PCR. A diversidade
clonal foi analisada por eletroforese em gel de campo pulsado. Um total de 78 amostras de S.
aureus foram isoladas de 33 pacientes, dos quais 14 (42,4%) eram da UTI COVID (UTIc) com
33 amostras, enquanto outros 19 (57,6%) estavam na UTI nao-COVID (UTInc), com 45
amostras. As 78 amostras mostraram taxas de ndo-susceptibilidade superiores a 60% para
penicilina, eritromicina e clindamicina e 41% apresentaram fenotipo de multidrug resistance
(MDR). O teste de disco-aproximagdo mostrou que 83,3% (50/60) das amostras nao
susceptiveis a eritromicina possuiam o fenotipo iMLS,. Mudanga no perfil de susceptibilidade
foi observada em amostras de 14 (17,9%) pacientes durante a internagdo, tendo 42,9% destes
apresentado amostras com aquisicao de resisténcia a meticilina. Amostras MRSA foram
detectadas em 9,1% daquelas oriundas de UTIc e em 17,8% da UTInc. O SCCmeclV foi
identificado em todas as amostras MRSA da UTIc e em 71,4% das amostras da UTInc. O gene
smr foi encontrado em 52,6% das amostras, tendo sido detectado em 42,4% dos pacientes.
Grande percentual de amostras comunitarias do CC398 foi detectado no estudo, tanto entre
amostras da UTIc (57,6%) quanto entre as da UTInc (48,9%), incluindo duas amostras MRSA.
A analise da clonalidade das amostras de S. aureus revelou uma possivel transmissao horizontal
de amostras entre individuos internados na UTIc e entre pacientes da UTInc. Os resultados do
estudo mostraram altos percentuais de resisténcia a antimicrobianos e de genes de tolerancia a
saneantes, além da aquisi¢do de resisténcia e possivel transmissao intra-hospitalar de amostras
de S. aureus em ambas as UTIs, na pandemia de COVID-19, ressaltando a importancia de
medidas de controle e prevengao de colonizagdo pelo patdogeno em individuos hospitalizados.

Palavras-chave: S. aureus, COVID-19, colonizacao, resisténcia antimicrobiana, clonalidade.



ABSTRACT
GABRIEL FREIRE IGARI

Characterization of sequential isolates of Staphylococcus aureus isolated from nasal
colonization of patients admitted to ICUs at a university hospital during the COVID-19
pandemic

Orientadoras: Katia Regina Netto dos Santos e Tamara Lopes Rocha de Oliveira

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacio no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Staphylococcus aureus is present in the nostrils of around 30% of the human population and
previous colonization by this pathogen increases the risk of subsequent infection. The increased
use of antimicrobials and sanitizers in the SARS-COV-2 pandemic has increased selective
pressure on microorganisms, with possibly increased resistance rates. This study characterized
the susceptibility to antimicrobials, the presence of disinfectant tolerance genes and the clonal
diversity of sequential isolates of S. aureus from nasal colonization of patients admitted to two
ICUs of a hospital in Rio de Janeiro, during the COVID-19 pandemic, between Sep/2020 and
Sep/2021. Swabs were collected weekly, during hospitalization, with collection interrupted
when MRSA (methicillin-resistant S. aureus) was isolated or upon discharge/death of the
patient. The species was confirmed by MALDI-TOF-MS and the susceptibility profile for 11
antimicrobials was determined by disk diffusion. The type of SCCmec, the presence of the
gacA/B and smr genes (coding for sanitizing), and the erm(T), scn and /uk-PV genes (markers
of the 398 clonal complex) were investigated by PCR. Clonal diversity was analyzed by pulsed-
field gel electrophoresis. A total of 78 S. aureus isolates were obtained from 33 patients, of
which 14 (42.4%) were from the COVID ICU (cICU) with 33 isolates, while another 19
(57.6%) were from the non-COVID ICU (ncICU), with 45 isolates. The 78 isolates showed
non-susceptibility rates greater than 60% for penicillin, erythromycin, and clindamycin and
41% presented a multidrug resistance (MDR) phenotype. The disk approximation test showed
that 83.3% (50/60) of the erythromycin not susceptible isolates had the iMLSy phenotype.
Change in the susceptibility profile was observed in isolates from 14 (17.9%) patients during
hospitalization, with 42.9% of these presenting isolates with acquisition of methicillin
resistance. MRSA isolates were detected in 9.1% of those from the cICU and in 17.8% from
the ncICU. SCCmec type 1V was identified in all MRSA isolates from the cICU and in 71.4%
of the ncICU isolates. The smr gene was found in 52.6% of the isolates and was detected in
42.4% of the patients. A large percentage of CC398 community isolates was detected in the
study, both among isolates from the cICU (57.6%) and those from the ncICU (48.9%), including
two MRSA isolates. Analysis of the clonality of S. aureus revealed a possible horizontal
transmission of isolates between individuals admitted to the cICU and between patients in the
nclCU. The results of the study showed high percentages of resistance to antimicrobials and
tolerance genes to sanitizers, in addition to the acquisition of resistance and possible intra-
hospital transmission of S. aureus isolates in both ICUs, in the COVID-19 pandemic,
highlighting the importance of measures to control and prevent colonization by the pathogen in
hospitalized individuals.

Keywords: S. aureus, COVID-19, colonization, antimicrobial resistance, clonality.



RESUMO PARA LEIGOS
GABRIEL FREIRE IGARI

Caracterizagdo de amostras sequenciais de Staphylococcus aureus isoladas de coloniza¢ao
nasal de pacientes internados em UTIs de um hospital universitario durante a pandemia de
COVID-19

Orientadoras: Katia Regina Netto dos Santos e Tamara Lopes Rocha de Oliveira

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Staphylococcus aureus ¢ um tipo de microbio, especificamente uma bactéria. Esse microbio
pode ser encontrado em diversas partes do corpo, como as narinas, mas também pode causar
infeccOes graves. A presenca dessa bactéria no corpo ¢ chamada de colonizacdo e as pessoas
que estdo colonizadas tém maiores chances de desenvolver infecgdes. Para combater essas
infeccdes € necessario o uso de antibidticos. Contudo esse microbio consegue adquirir
resisténcia a muitos deles, dificultando o tratamento do paciente. Durante a pandemia de
COVID- 19, houve um maior uso de antibidticos, o que pode ter favorecido o aparecimento de
bactérias mais resistentes. Além disso, S. aureus sdo divididos em linhagens, termo muito
parecido com as ragas que usamos para os caes. Essas linhagens podem ter se espalhado em
hospitais entre os pacientes ja debilitados. Esse estudo teve como objetivo comparar
caracteristicas associadas as amostras de S. aureus isoladas durante a pandemia de duas
Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs) diferentes, uma para pacientes com COVID-19 e
outra para pacientes sem a doenga. Nosso estudo mostrou que aqueles internados na UTI
COVID-19 foram mais rapidamente colonizados por amostras de S. aureus do que pacientes
sem a doenga, apesar das taxas de resisténcia aos antimicrobianos terem sido altas em ambas as
UTIs investigadas, sem diferenca entre elas. Observamos também que a maioria das amostras
desenvolveu um tipo de resisténcia a eritromicina que sé aparece quando usamos, previamente,
este antibiotico ou outro muito parecido. Além disso, detectamos entre alguns pacientes
amostras de S. aureus que se mostraram mais resistentes a antibidticos durante a internagao.
Outros fatos interessantes foram a possivel transmissdo de linhagens de S. aureus entre
individuos com COVID-19 e entre aqueles sem a doenga, e a detec¢dao de uma mesma linhagem
comunitaria entre muitos pacientes. Portanto, nossos resultados ressaltam a importincia de
medidas de controle e prevencao de colonizagdo por S. aureus em individuos hospitalizados,
destacando-se periodos pandémicos.
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Tabela 13  Distribuicao dos genes associados ao CC398 encontrados nas 78 amostras 42
de Staphylococcus aureus de acordo com o tipo de Unidade de
Tratamento Intensivo (UTI) e susceptibilidade a meticilina.
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1. INTRODUCAO
1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus spp. € um género bacteriano pertencente a familia Staphylococcaceae,
que apresenta mais de 60 espécies descritas (LPSN, 2023). As bactérias pertencentes a esse
género apresentam-se como cocos Gram positivos nao formadores de endosporos, com formato
arredondado e com uma espessa parede celular composta, majoritariamente, de peptidoglicano,
acido teicoico e proteinas associadas (Rohde, 2019). Quando submetidos a coloragdo de Gram
e observados ao microscOpio, esses microrganismos apresentam uma coloragao arroxeada e
agrupam-se em formato de cacho de uva, caracteristica que nomeia esse género bacteriano de
Staphylococcus (do latim staphylos, “cacho” e kokkos, “semente”). S0 organismos altamente
versateis quanto a sua forma de crescimento, podendo crescer em elevadas concentragdes de
cloreto de sodio (por ex. NaCl 7,5 %), em condigdes aerdbias e anaerdbias e em temperaturas
que variam de 18 °C a 40 °C (Madhaiyan, Wirth e Saravanan, 2020). Além disso, eles tém como
caracteristica a produ¢ao da enzima catalase, a qual catalisa a decomposi¢ao do peroxido de
hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio gasoso (O2) e permite diferencia-lo de outras
bactérias Gram positivas (Buvelot et al., 2017).

O género Staphylococcus pode ser dividido em dois grandes grupos bacterianos, os
produtores e os ndo produtores de coagulase, uma proteina que reage com a protrombina
plasmatica, convertendo o fibrinogénio em fibrina, ou seja, formando coagulos. Os
Staphylococcus coagulase positivos (SCP) tem como principal representante a espécie
Staphylococcus aureus, enquanto Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus e
Staphylococcus saprophyticus sdo as espécies mais frequentes do grupo dos Staphylococcus
coagulase negativos (SCN) (Becker et al., 2014).

A diversidade de fatores de viruléncia apresentada pelo S. aureus facilita os processos
de colonizagdo e possivel desenvolvimento de infecgdo. Amostras dessa espécie bacteriana
apresentam céapsula, proteinas de superficie celular, além de produzirem diferentes tipos de
toxinas. A céapsula estafilocdcica ¢ composta por polissacarideos e auxilia as amostras de S.
aureus a escaparem da fagocitose (Visansirikul ef al., 2020). A maior parte das proteinas
presentes na superficie celular e associadas a camada de peptidoglicano estao relacionadas com
a adesdo bacteriana (Foster et al., 2014). Algumas proteinas fazem parte de uma superfamilia
denominada de “componentes de superficie microbiana que reconhecem moléculas de matriz
adesiva” (MSCRAMMSs — do inglés, microbial surface componentes recorgnizing adhesive

matrix molecules), as quais incluem as proteinas A e B de ligacdo a fibronectina (FnBPA e



FnBPB — do inglés, fibronectin biding protein A e fibronectin biding protein B), a proteina
adesina de colageno (CNA — do inglés, collagen adhesin) e a proteina que se liga ao fibrinogénio
(CIfA e CIfB — do inglés, clumping factors A and B), e a proteina ligadora de elastina de S.
aureus (EbpS, do inglés, elastin-binding protein of S. aureus). Essas proteinas promovem a
adesdo do S. aureus ao tecido do hospedeiro, ligando-se a fibronectina, ao colageno e ao
fibrinogénio respectivamente, facilitando, assim, a colonizacao (Li et al., 2016; Madani et al.,
2017; Cheung et al., 2021). Ademais, na superficie das células estafilococicas hé a proteina A
estafilococica (SpA — do inglés, Staphylococcal protein A), uma proteina que consegue se ligar
a por¢do Fc das imunoglobulinas, impedindo que estas se liguem as células fagociticas,
interferindo assim na fagocitose da célula bacteriana (Votintseva et al., 2014)

As toxinas de S. aureus estdo associadas a lise de diversos tipos celulares, degradacdo
das jungodes de células epiteliais e a ativagdo de células T sem que haja a apresentagdo de
antigenos, resultando em uma ativagdo policlonal (Grumann; Niibel; Broker, 2014, Ahmad-
Mansour et al., 2021). Dentre as toxinas que degradam as jungdes das células epiteliais ha as
toxinas alfa, beta, gama e delta. A alfa-toxina ¢ a mais estudada e possui atividade hemolitica,
citotoxica e dermonecrotica e tem como mecanismo de acdo a formacgao de poros em diferentes
tipos celulares (Craven, et al., 2009; Inoshima, et al., 2011). As toxinas esfoliativas A e B (ETA
e ETB — do inglés, esfoliative toxin A e esfoliative toxin B), hidrolisam uma proteina
responsavel por manter a juncao intercelular, a desmogleina-1. Assim, essas toxinas causam a
sindrome da pele escaldada estafilococica, além de causarem o impetigo bolhoso (Oliveira;
Borges; Simdes, 2018). S. aureus também pode produzir superantigenos, os quais causam uma
ativacao policlonal de linfécitos T, com uma elevada produgao de citocinas pré- inflamatorias
como os fatores de necrose tumoral alfa e beta (TNF- alfa e TNF- beta— do inglés, tumor
necrosis fator- alfa e tumor necrosis fator- beta). Esses superantigenos podem ser tanto
enterotoxinas (SE — do inglés, Staphylococcal enterotoxin) que vao de A até T, quanto a toxina
da sindrome do choque toxico (TSST-1 — do inglés, toxic shock syndrome toxin- 1). As
enterotoxinas estdo associadas as infeccdes causadas no trato gastrointestinal (TGI), pois sdo
resistentes a altas temperaturas e a degradagdo enzimatica na mucosa gastrica. J& a TSST-1 ¢
produzida em ambientes aerdbios com pH por volta de 7,0 e, pode causar efeitos sistémicos por
sua capacidade de transpassar barreiras de mucosas (Schlievert; Davis, 2020; Argudin;
Mendoza; Rodicio, 2010). Por fim, a producdo de citotoxinas, especialmente, a leucocidina de
Panton- Valentine (PVL), que provoca a formagao de poros nas células afetadas, o que leva a

um desequilibrio osmotico celular, com consequente morte celular (Spaan et al., 2017).



A capacidade de formar biofilme ¢ um fato que deve ser enfatizado nesta espécie. O
biofilme consiste numa comunidade microbiana estruturada, na qual esse microrganismo
consegue aderir-se a superficies bioticas e/ ou abiodticas por meio de suas proteinas de superficie,
como as MSCRAMMs (Foster et al., 2020). Para a proliferacao e aderéncia de novas células
bacterianas em camadas € necessaria a expressao da adesina intercelular polissacaridica (PIA —
do inglés, polysaccharide intercellular adhesin) (Tu Quoc et al., 2007). Contudo, amostras
MRSA produzem biofilme PIA-independente, apresentando um biofilme majoritariamente
proteico. Neste caso, as proteinas FnBPA e FnBPB e a proteina G de superficie (SasG) sao
comumente descritas e desempenham fungdes essenciais para acimulo celular ¢ manutengao
desta estrutura (Houston et al., 2011). Apds a adesdo inicial ha a formagao da estrutura do
biofilme, o qual é composta por células aderidas e compostos extracelulares que podem ser

proteinas, polissacarideos ou DNA extracelular (Patsilinakos et al., 2019).

1.1.1. Staphylococcus aureus e as infecgdes relacionadas a assisténcia a satide

Staphylococcus aureus coloniza cerca de 30% da populacdo mundial (Lee ef al, 2018),
podendo compor a microbiota nasal e da pele destes individuos (Almeida et al., 2021; Khalili
et al., 2021). Contudo, pode ser um patdégeno oportunista e agente de infecgdes superficiais e
invasivas, como infecg¢des de pele e tecidos moles, endocardites, osteomielites e infec¢des de
corrente sanguinea (Tong et al., 2015; Plumet ef al., 2022). A colonizagdo prévia por S. aureus
¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de infecgdes causadas por este
microrganismo (Nurjadi et al., 2020), principalmente infec¢des relacionadas a assisténcia a
saude (IRAS). Staphylococcus aureus ¢ membro do grupo de patogenos denominados ESKAPE
— E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter spp. — 0s
quais sdo os principais agentes de IRAS ao redor do mundo. (O'Toole 2021; Edwin et al., 2022).

IRAS sao infecgdes relacionadas com o ambiente hospitalar e outros ambientes de satde
(OMS, 2011). Essas podem se manifestar durante a internagdo, ou em até 72 horas apos alta
médica (Luyt et al., 2018). Infec¢des pulmonares, de ferida cirargica, do trato geniturinario e
de corrente sanguinea relacionadas ao uso de cateter sdo os principais exemplos de IRAS, as
quais sdo associadas a maiores custos (Lv ef al, 2019). Em 2021, De Mello Freitas e
colaboradores, em uma revisao sistematica que incluiu 15 estudos brasileiros, relataram que S.
aureus foi o segundo microrganismo mais frequentemente associado as infecgdes relacionadas
a assisténcia a saude em unidades de cuidado intensivo neonatal, com uma taxa de isolamento

de 13,2%.



A aquisicdo de IRAS pode ser facilitada por alguns fatores, como uso prévio de
antimicrobianos, internagao prévia, uso de dispositivos médicos invasivos como cateter venoso
central e aparelho de assisténcia ventilatoria, além da colonizagdo prévia por qualquer bactéria
(Cristina et al., 2021). See e colaboradores, 2023, em estudo clinico envolvendo 1. 381
pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) realizado na Franga, demonstraram
que ventilacdo mecanica foi o segundo maior fator associado ao desenvolvimento de infecgdes
por S. aureus. A colonizagdo prévia por S. aureus tem sido relacionada ao desenvolvimento
posterior de infecgdes causadas pelo patogeno, principalmente, cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA — do inglés, methicillin resistant S. aureus) (Butterly, A. et al., 2010; Sharara,
S. L., Maragakis, L. L., & Cosgrove, S. E., 2021). Além disso, ¢ importante enfatizar o papel
dos profissionais de saude como possiveis carreadores desse microrganismo, tendo em vista
que estes estdo constantemente expostos a aquisi¢do do patdgeno, e podem transferi-lo
facilmente entre os pacientes (Da Silva et al, 2020). Kinnnevey e colaboradores, 2021,
observaram através de um estudo envolvendo 326 profissionais de saide e 388 pacientes,
realizado na Irlanda entre 2017 e 2019 potenciais casos de transmissdo de MRSA entre os

profissionais de saude, os pacientes € o ambiente.

1.1.2. Susceptibilidade aos antimicrobianos beta-lactamicos

Os beta-lactamicos foram descobertos na década de 1920, com a caracterizagdo da
penicilina G por Alexander Fleming (Lima et al., 2020), viabilizando o tratamento de infec¢des
bacterianas. Essa classe de antimicrobianos € caracterizada por possuir um anel beta- lactamico
em sua molécula, e seu mecanismo de acdo se da por meio da inibicdo da sintese da parede
bacteriana. Em Gram positivos, a parede ¢ composta majoritariamente de peptidoglicano, cuja
constitui¢do ¢ de acido N- acetilglicosamina (NAG) e dcido N-acetilmuramico (NAM), que se
ligam por meio de uma transglicosilagdo, formando um dissacarideo aminado (Kim; Chang;
Singh, 2015). Ainda na sintese da parede celular, ocorre a transpeptidagdo, uma ligacao cruzada
entre residuos D-alanina presentes no polipetideo da molécula de NAM, fornecendo maior
estabilidade a parede celular. Ambas as reagdes sdo catalisadas por uma enzima chamada de
proteina ligadora de penicilina (PBP — do inglés, penicillin binding protein) (Sauvage et al.,
2008). O beta- lactamico liga-se de maneira covalente e irreversivel a PBP, de modo a tornar
essa enzima inativa, impedindo a sintese de novas camadas de peptidoglicano. Dessa forma,
haveré a geragao de células que ndo possuem uma parede celular composta de peptidoglicano,

e essas acabardo sofrendo lise osmotica (Lima et al., 2020)



Cepas de S. aureus resistentes as penicilinas, devido a producdo de beta- lactamases,
como penicilinases, foram descritas 20 anos apds a descoberta de Fleming e dois anos apds a
aprovacao para uso clinico (Deurenberg et al., 2008). A partir disso, no final da década de 1950,
foram produzidas penicilinas semissintéticas, como a meticilina e a oxacilina, as quais possuem
maior estabilidade e sdo resistentes a penicilinases, um tipo de beta-lactamase. Essa enzima
quebra o sitio ativo do beta- lactamico, ou seja, cliva o anel beta- lactamico e, assim, o firmaco
torna-se inativo e nao consegue ligar-se a PBP2 (Peacock; Paterson, 2015). Todavia,
aproximadamente um ano apos a descoberta das penicilinas semissintéticas, houve o isolamento
das primeiras cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA — do inglés,
methicilin resistant Staphylococcus aureus) (Harkins et al., 2017). Cepas MRS A produzem uma
proteina alterada de ligacdo a penicilina, a PBP2a, que apresenta uma menor afinidade aos beta-
lactamicos. Assim, a cepa de S. aureus que apresenta a PBP2a adquire resisténcia a todas as
subclasses de beta- lactamicos, como penicilinas, carbapenemas, monobactamicos e
cefalosporinas, a excecdo das cefalosporinas de quinta geragdo, também chamadas de anti-
MRSA, como a ceftarolina (Turner et al., 2019).

A proteina PBP2a ¢ codificada em um elemento genético mével (EGM) denominado de
cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec — do inglés, staphylococcal cassette
chromosome mec), o qual é composto por um complexo mec, um complexo ccr € uma regiao J
(Katayama; Ito; Hiramatsu, 2000). O complexo mec € responsavel por codificar a PBP2a e seus
homologos, além de seus reguladores, mecl e mecR1. Neste complexo pode haver o gene mecA,
mecB, mecC (dividido em C1 e C2) ou mecD, sendo o mecA o primeiro a ser descrito em S.
aureus, seguido do mecC e mecB. O gene mecD ainda nao foi descrito em S. aureus (Matyszko;
Schwarz; Hauschild, 2014, Becker et al., 2018). O complexo ccr tem fung¢do de recombinase,
ou seja, esse complexo ¢ responsavel pela remocdo e inser¢do do SCCmec no genoma
bacteriano (Wang; Archer, 2010). Ja a regido J € uma parte nao essencial do SCCmec, todavia
nela pode haver genes adicionais de resisténcia a outros antimicrobianos (Liu ef al., 2016).

Em virtude de haver grande complexidade na constituicdo do SCCmec foi proposto que
esses fossem agrupados em tipos de acordo com sua composi¢ao e organizacao, isto €, através
da combinagdo dos tipos de complexo mec, tipos de ccr e composi¢ao da regido J. Atualmente,
existem 15 tipos de SCCmec ja descritos, os quais tem destaque os tipos I, 11, III relacionados
ao ambiente hospitalar e os tipos IV, V e VII associados a comunidade, O tipo XI carreia o gene
mecC (Christianson et al., 2007; IGW-SCC, 2009; Uehara, 2022; Wang et al., 2022). Com
relagdo a regido sudeste do Brasil, hd uma prevaléncia dos tipos de SCCmec I1, Il e IV (Caboclo

et al.,2013; Augusto et al., 2012; Pereira-Franchi et al., 2019; Silva et al., 2022).



1.1.3. Susceptibilidade a macrolideos, lincosamidas e aminoglicosideos

Macrolideos sdao uma classe de antimicrobianos de amplo espectro cujo primeiro
representante foi a eritromicina. Seu mecanismo de agdo se da pela ligacdo a regido 23S da
subunidade 50S do ribossomo, inibindo a traducdo de proteinas. Ao se ligar ao ribossomo, o
macrolideo impede a translocagao do aminoacil-RNA transportador, interrompendo, assim, a
etapa de prolongamento de uma cadeia polipeptidica, possuindo, assim, um carater
bacteriostatico (Lenz et al., 2021)

A resisténcia aos macrolideos ocorre por meio de modificagdes na proteina alvo do
farmaco ou expressao de bombas de efluxo na célula bacteriana. Essas modificagcdes podem ser
decorrentes de mutagdes pontuais ou podem ser mediadas por genes plasmidiais (eritromicina
ribossomo metilase [erm — do inglés, erythromycin ribosome methylase] A, B e C), os quais
promovem metilagdo do RNA ribossomico (Mlynarczyka et al., 2010). Assim, altera¢des da
subunidade 50S do ribossomo diminuem a afinidade dos macrolideos a essas estruturas. Além
disso, a metilagdo do RNA ribossémico pode provocar uma resisténcia cruzada com as
lincosamidas e estreptograminas, resultando no fendtipo de resisténcia a Macrolideo,
Lincosamida e Estreptogramina B (MLSg — do inglés, macrolides, lincosamides and
streptogramine B) (Saderi; Emadi; Owlia, 2011).

A resisténcia pela expressdo de bombas de efluxo se d4 pela extrusdo da molécula de
antimicrobiano para o meio extracelular. Assim, as concentragdes intracelulares do firmaco sao
insuficientes para que ele desempenhe sua fungdo. As bombas de efluxo que possuem alta
afinidade por macrolideos e estreptograminas B sdo codificadas por uma familia de genes
denominada msr. Esses genes codificam um grupo de bombas do tipo cassete transportador de
ligacdo de ATP (ABC, ATP binding cassette) (Ahirrao et al., 2020). Dessa forma, quando ativos
esses genes expressam uma proteina que utiliza energia por meio de ATP para translocar
macrolideos e estreptograminas B para o meio extracelular, impedindo sua a¢do na célula
bacteriana.

As lincosamidas compdem uma classe de antimicrobianos cujo mecanismo de acdo ¢
muito similar ao dos macrolideos. Também se ligam na regido 23S da subunidade 50S do
ribossomo, interrompendo o prolongamento da cadeia polipeptidica (Spizek & Rezanka, 2017).
Uma vez que o mecanismo de a¢do das lincosamidas ¢ muito similar a acdo dos macrolideos, o
mecanismo de resisténcia por meio da metilacdo ribossomal, que ¢ mediado por genes da

familia erm, também se relaciona as lincosamidas, como por exemplo a clindamicina. Além



disso, a resisténcia as lincosamidas pode se dar por meio de inativagdo enzimatica da molécula
antimicrobiana codificada pelo gene /inA (Brisson-Noél et al.., 1988).

O fenotipo de resisténcia MLSg pode se apresentar de forma constitutiva (cMLSg) ou de
forma induzida ({MLSg). No fendtipo cMLSg, a célula bacteriana produz um RNA mensageiro
(mRNA), que é prontamente traduzido em proteinas e pode adicionar grupamentos metil no
ribossomo, levando a resisténcia. Por outro lado, o microrganismo pode produzir um mRNA
com repeticdes invertidas no fenotipo IMLSg. Dessa forma, o mRNA adquire uma estrutura em
grampo ¢ o ribossomos nao conseguem traduzir a molécula em proteinas (Yao et al., 2019).
Todavia, quando o grampo formado entra em contato com um indutor, como por exemplo um
macrolideo, ele perde sua estabilidade e, assim, pode ser traduzido. Portanto, no fen6tipo tMLSg
¢ necessaria uma molécula indutora, que desestabilize o mRNA inativo para que ele possa ser
traduzido (Kishk ez al., 2020).

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos cujo mecanismo de a¢do ocorre mediante a
interagdo da droga com a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, com erros na leitura do
mRNA e a traducdo alterada de novas proteinas (Eyler & Shvets, 2019). Consequentemente, a
sintese proteica pode ser interrompida ou pode haver a geracao de proteinas disfuncionais.

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ocorrer por meio da reducdo da absor¢ao do
farmaco, por meio da expressdo de bombas de efluxo ou por meio da sintese de enzimas que
inativam a molécula aminoglicosidica. Em S. aureus o mecanismo de a¢cdo mais descrito € a
inativacdo do farmaco através de enzimas. Essas enzimas pertencem ao grupo de transferases,
como acetiltransferase e fosfotransferase e sdo codificadas pelo gene aacA-aphD (Szymanek-
Majchrzak et al., 2018). Esse gene pode ser codificado em transposons junto com genes erm,
que causam o fenotipo MLSy. (Mlynarczyk- Bonikowska et al., 2022)

Além da resisténcia aos macrolideos, lincosamidas, aminoglicosideos e beta-
lactdmicos, S. aureus pode apresentar resisténcia a outros antimicrobianos, como as
tetraciclinas e fluoroquinolonas (Buonsenso ef al., 2023; Okorie- Kanu et al., 2020). Quando
uma mesma amostra bacteriana apresenta um fendtipo de resisténcia a pelo menos trés classe
de antimicrobianos distintas, ela ¢ classificada como multirresistente (MDR — do inglés, multi-
drug resistant) (Sahli; Feidjel; Laalaoui, 2017). Esse fen6tipo tem sido frequentemente descrito
para amostras de S. aureus no Brasil e no mundo (Caboclo et al., 2013, Davis et al., 2013,

Damasco et al., 2019, Jara et al., 2021).

1.1.4. Tolerancia a saneantes



Em adicdo a resisténcia aos antimicrobianos em amostras de S. aureus ha também
relatos de tolerancia e/ou resisténcia aos saneantes. Os saneantes sdo quaisquer substancias
utilizadas em tecidos vivos, superficies e objetos inanimados de casas, escritorios, lojas e/ ou
hospitais com o objetivo de desinfectar, sanitizar, desodorizar, além de desinfectar 4gua para
consumo humano, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2020). Dessa
forma, os saneantes englobam tanto os desinfetantes, utilizados em objetos e/ ou superficies,
quanto os antissépticos utilizados em tecido vivo. Como exemplo de substancias saneantes
temos os compostos: biguanidas, quaternario de amonio e hipoclorito de sédio que fazem parte
da composi¢do de produtos como detergentes liquidos ou em po, desinfetantes comerciais, dgua
sanitaria e cera. Os exemplos de antissépticos utilizados na antissepsia sdo alcool etilico a 70°,
solugoes de clorexidina e iodoforos.

A tolerancia aos saneantes ¢ conferida por bombas de efluxo. Essas bombas podem
transportar diversas moléculas, tais como saneantes, antimicrobianos e metais pesados (Blanco
et al., 2016; AlMatar et al., 2021). Em espécies bacterianas os genes que codificam esses
sistemas se encontram no DNA cromossomico ou em EGMs, como plasmideos. Ha cinco
diferentes familias de bombas de efluxo bacterianas, como: ABC (ATP Binding Cassette), MFS
(Major Facilitador Superfamily), MATE (Multi-Drug And Toxic Compound Extrution), SMR
(Small Multi- Drug Resistance) e RND (Resistance- Nodulation Divison). Todas essas familias
sdo observadas em bactérias Gram-positivas com exce¢ao da familia RND (Juarez-Verdayes et
al., 2012; Wassenaar, et al., 2015).

As bombas de efluxo sdo fundamentais para a sobrevivéncia bacteriana em ambientes
com elevada pressao seletiva causada pelo intenso uso de antimicrobianos, antissépticos €
sanitizantes (Costa et al., 2011; Hashem et al., 2013). Em S. aureus, os genes de bombas
relacionadas a tolerdncia aos saneantes com maior destaque sdo os genes gacA/B e gacC
(também nomeado de smr), cujas familias sio MFS e SMR, respectivamente. Esses genes
podem ser expressos individualmente ou em sinergismo. Quando expressos fazem,
preferencialmente, a extrusdo de compostos de quaterndrio de amoénio, todavia podem
transportar outras substancias saneantes como as biguanidas e antimicrobianos (Hardy et al,,
2018). Noguchi e colaboradores (1999), evidenciaram que o efluxo de antimicrobianos, como
as fluoroquinolonas, pode ser realizado por bombas de efluxo codificadas pelos genes gacA/B
e smr. Dessa forma, a expressdo de genes relacionados a tolerancia a saneantes, tal como
qgacA/B e smr, pode resultar ndo s6 na menor efetividade desses compostos, como também

podera culminar em uma menor susceptibilidade aos antimicrobianos.



1.1.5. Tipagem molecular

A epidemiologia molecular de S. aureus pode ser determinada por meio de diferentes
técnicas, como a tipagem da proteina A estafilocdcica, do sequenciamento em multi-locus, além
da eletroforese em campo pulsado (PFGE — do inglés, Pulsed fiel gel electrophoresis). A
eletroforese em campo pulsado ¢ realizada através da digestdo do DNA cromossdmico
bacteriano por enzimas de restricdo, a qual apresenta alto poder discriminatorio entre as
diferentes linhagens de S. aureus (McDougal, et al, 2003). Assim, como descrito por Van
Belkum e colaboradores, 2009, o critério de classificagdo como mesmo clone é definido como
80% ou mais de similaridade ou até quatro fragmentos génicos de diferenca entre si. Além disso,
através de eletroforese em campo pulsado também podemos detectar possiveis surtos de
infec¢des hospitalares.

De forma complementar, a metodologia descrita por Enright e colaboradores, 2000,
através da caracterizagdo por tipagem de sete genes constitutivos fundamentais na produgao de
importantes enzimas, por meio de sequenciamento (MLST - do inglés, multilocus sequence
tipyng). Os genes envolvidos nesse processo sdo carbamato quinase (arcC), shikimato
desidrogenase (aroE), glicerol quinase (g/pF), guanilato quinase (gmk), fostato acetiltransferase
(pta), triosefosfato isomerase (#pi) e acetil coenzima A (ygqil). Desse modo ¢ possivel
determinar o perfil alélico para cada um desses genes, que combinados compde uma sequéncia
tipo (ST). Além disso, grupos de STs que possuem uma origem evolutiva em comum constituem
um complexo clonal (CC). Assim, por meio das técnicas de PFGE e MLST, associado a
determinagdo do tipo de SCCmec, as amostras sdo agrupadas em clones segundo suas
caracteristicas evolutivas.

No Brasil, devido a sua extensdo territorial, hd uma diversidade clonal com predominio
das linhagens CC5/ STS, CC8/ ST8 e ST239 e CC45/ ST1120 e ST45 as quais ja foram
reportadas nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia, Goias, Minas Gerais e Rio Grande
do sul (Ribeiro et al., 2007; Lamaro-Cardoso et al., 2009; Pires et al., 2014; Nascimento et al.,
2018; Carvalho et al., 2019). Todas as linhagens citadas, sdo relacionadas tanto a comunidade
quanto ao ambiente hospitalar, com SCCmec dos tipos L, IL, ITII, IV e V.

No Rio de Janeiro, em estudos realizados previamente por nosso grupo, Cavalcante e
colaboradores, 2021, e Augusto e colaboradores, 2022, demonstraram a predominancia de
clones relacionados a infecgdes de origem comunitaria como USA400 (CC1/ ST1), USA800
(CC5/ ST5) e USA1100 (CC30/ ST30), os quais possuem um SCCmec do tipo 1V, enquanto

Chamon e colaboradores, 2017, e Damasco e colaboradores, 2019, mostraram a presenca dos
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clones USA100 (CC5/ ST5) e CEB (CC8/ ST239), cujos SCCmec sdo do tipo II e III,
respectivamente, relacionados ao ambiente hospitalar.

Todavia, a epidemiologia de perfis clonais pode ser mutavel e novos clones podem ser
inseridos e/ ou excluidos no contexto hospitalar ou comunitario. Em estudo prévio de nosso
grupo, Augusto e colaboradores, em 2022, descreveram o isolamento do clone USA 300 (CC8/
ST8) em um hospital do Rio de Janeiro, o qual ¢ endémico nos EUA. (Moran et al., 2006; See
et al., 2020). De mesmo modo, ja houve relatos de colonizagdo e infec¢ao no Brasil por outros
clones que nao sdo comuns na epidemiologia brasileira, como por exemplo os pertencentes ao
CC398 (André et al., 2017; Da Silva et al., 2020).

Cepas de S. aureus pertencentes ao CC398 foram previamente relatadas durante a
primeira década do século XXI na Europa e, estavam colonizando e causando infec¢dao em
humanos (Voss et al., 2005). E comum encontrar essa linhagem de S. aureus em animais, e,
quando resistente a meticilina ¢ denominada de S. aureus resistente a meticilina associada a
pecuaria (LA- MRSA). Os genes erm(T), scn e luk-PV funcionam como marcadores dessa
linhagem clonal em humanos (Zeggay et al., 2023). Desse modo, os genes erm(T) e scn sdo
positivos em cepas de S. aureus pertencentes ao clado CC398, enquanto o gene [uk-PV ¢
negativo. O gene erm(T), assim como os outros genes erm, estdo associados a resisténcia a
eritromicina, podendo resultar no fendtipo de resisténcia induzida a clindamicina (Lozano et
al., 2011; Laceb et al., 2022). Ja o gene scn (staphylococcal complement inhibitor) esta
relacionado a viruléncia de S. aureus dado que codifica uma evasina que impede a fagocitose
através da inibi¢do de C3 convertase, além disso, estd presente em 96% das amostras MSSA
humanas (Rooijakkers et al., 2007; Chroboczek et al., 2013). Por fim, o gene /uk- PVc codifica
para a leucocidina de Panton- Valentine (PVL), previamente descrita no topico 1,1. (Spaan et

al., 2017).

1.2. Pandemia de COVID-19 e Seu Impacto na Frequéncia de S. aureus

Em dezembro de 2019, foram relatados diversos casos de pneumonia de causa
desconhecida em Wuhan, na China. Ainda no mesmo més, foi descoberto que os casos da
doenca eram causados por um novo virus denominado inicialmente de 2019-nCoV, que depois
foi renomeado de SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), e a doenga
por ele causada foi chamada de COVID-19 (coronavirus disease 2019) [Organizacdo Pan-

Americana de Saude (OPAS), 2023].
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No final do més de janeiro 2020, tendo em vista os diversos casos de COVID-19, a
Organizagdo Mundial de Satide (OMS) declarou emergéncia de saude publica de interesse
internacional (PHEIC — do inglés, public health emergency of international concern), o mais
alto nivel de alerta da organizacdo. Em marco do mesmo ano, foi declarada pandemia de
COVID-19. Trés anos depois, considerando as taxas de imunizagdo e a diminui¢ao do nimero
de casos, a OMS retirou o estado de emergéncia de satide publica internacional com relagdo ao
SARS-Cov-2 (OPAS, 2023).

Durante a pandemia de COVID- 19 houve um intenso uso de antibidticos e saneantes,
0 que proporcionou um ambiente de grande pressdo seletiva sobre os microrganismos, o que
pode ter culminado com o aumento da aquisi¢do de resisténcia e selecao de cepas MRSA-MDR,
além de sua dissemina¢do no ambiente hospitalar como jé relatado (Rizvi &Ahammad, 2022).

Durante o periodo de pandemia, a OMS recomendou o uso de saneantes, como alcool
70°, na prevencao de COVID-19 (OMS, 2023). Além disso, houve um elevado nimero de
pacientes que foram submetidos a antibioticoterapia no decorrer de sua internacao (Echeverria-
Esnal et al., 2020; Mirzaei et al., 2020; Ghosh; Bornman; Zafer, 2021). Cornejo-Juarez e
colaboradores (2023) observaram, em estudo clinico envolvendo 639 pacientes com IRAS, no
México, que a superlotagdao de Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) e o uso de protocolos
inadequados de tratamento, como o elevado uso de antimicrobianos e esteroides, podem ter
contribuido para coinfec¢des bacterianas durante a pandemia de COVID-19. Esse tipo de
coinfec¢do resultou em uma maior taxa de mortalidade entre os pacientes (Wu et al., 2022).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina foi o microrganismo mais encontrado
causando infec¢des hospitalares em pacientes com COVID-19, segundo alguns autores
(Bhargava et al., 2021; Mollers et al., 2022; Polly et al., 2022). Contudo, em relacdo a
colonizagdo pelo patdgeno, raros estudos tém sido descritos. Engen e colaboradores, 2021, em
estudo realizado em Chicago avaliaram o microbioma da nasofaringe em individuos com e sem
COVID-19 e verificaram uma maior abundancia relativa de Staphylococcus spp em individuos
com a doenga quando comparado com individuos sem COVID-19. O aumento do nimero de
casos de pacientes colonizados por S. aureus em hospitais durante a pandemia poderia resultar
na selecdo de amostras MDR devido a exposi¢@o a pressdo antibiotica. Além disso, em unidades
de saude onde 0 MRSA ¢ endémico, a admissdo de pacientes colonizados poderia contribuir
para a sua propagacdo. Dessa forma, detectar a colonizagdo prévia por S. aureus na prevencao
de IRAS, especialmente em um contexto de grande pressdo seletiva, como foi o periodo de
emergéncia de saide publica de interesse internacional causado pela COVID-19, torna-se

relevante e poderia contribuir para o controle e redugdo nas taxas de infecgoes.
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2. JUSTIFICATIVA

A colonizagdo prévia por S. aureus € um importante fator de risco para adquirir IRAS.
Dessa forma, pacientes hospitalizados em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs) e
colonizados por esse microrganismo sdo susceptiveis a desenvolver infec¢do, culminando com
um maior tempo de internagdo, maiores custos do tratamento e pior prognostico. Além disso,
UTIs sdao ambientes de alta pressdo seletiva onde microrganismos com susceptibilidade
reduzida a antimicrobianos e saneantes podem ser selecionados.

No periodo em que ocorreu a coleta de amostras dessa coorte retrospectiva
(Setembro/2020 - Setembro/2021) havia a pandemia de COVID-19, a qual levou muitas pessoas
a ficaram internadas em UTIs. Quadros clinicos causados pelo SARS-CoV-2 foram associados
a maior uso de antimicrobianos e de dispositivos médicos invasivos, especialmente em UTIs.
Aliado a esse cenario, havia uma maior preocupa¢ao com a higienizacdo de maos, ambientes e
alimentos, e, por consequéncia, um maior uso de saneantes/desinfetantes nas residéncias e nos
hospitais. Esses fatos contribuiram para um aumento geral na pressdo seletiva sobre os
microrganismos, e, possivelmente, houve a transferéncia horizontal de genes de resisténcia,
assim como a aquisicdo de resisténcia por mutagdes pontuais, principalmente em ambientes
com grande pressao seletiva, como os hospitais, tornando preocupante a disseminagao de cepas
MRSA.

Dado o exposto, esse estudo podera fornecer dados relacionados aos padroes de
resisténcia das cepas de S. aureus relacionadas a colonizagao de pacientes presentes no hospital
no periodo pandémico. Ademais, a analise de cepas sequenciais oriundas de coloniza¢ao nasal
de um mesmo paciente poderd indicar a aquisi¢do de resisténcia intra-hospitalar, bem como

possiveis transmissdes horizontais, e como isso influenciou o desfecho clinico.
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3. OBJETIVO

Caracterizar amostras nasais de Staphylococcus aureus de vigilancia epidemiologica
coletadas semanalmente de pacientes internados em UTIs de um hospital publico durante a
pandemia de COVID-19, avaliando sua susceptibilidade a antimicrobianos, a presenca de genes

de tolerancia a saneantes e sua diversidade clonal.

3.1. Estratégias

1. Confirmar a identificacdo bacteriana através da técnica de MALDI- TOF/MS;

2. Determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos através da técnica de disco difusao
em agar;

. Detectar o tipo de SCCmec por PCR;

. Detectar os genes gacA/B e smr, associados a saneantes, por PCR;

. Detectar os genes erm(T), luk- PV e scn, marcadores do CC398, através de PCR;

AN N kW

. Caracterizar as linhagens clonais das amostras sequenciais selecionadas através da anélise
dos perfis de fragmentacdo do DNA por PFGE;

7. Relacionar os dados clinicos dos pacientes com os resultados microbiologicos
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4. MATERAIS E METODOS

4.1 Desenho e fluxograma do estudo

O presente estudo ¢ uma coorte prospectiva e faz parte de um projeto maior registrado e
aprovado pelo comité de Etica e Pesquisa inscrito sob o nimero CAAE: 39277320.5.0000.5284
(ANEXO 1). O Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da UFRJ, um hospital
publico e terciario da cidade do Rio de Janeiro, se tornou referéncia no tratamento de COVID-
19 durante o periodo pandémico. Por nao possuir emergéncia ativa, os pacientes com diagnostico
de COVID-19, internados na UTI COVID (UTIc), eram oriundos de outras unidades de saude.
Os pacientes internados nessa unidade tiveram o diagndstico da doenca confirmado através de
RT-PCR. J4 os pacientes internados na UTI Nao-COVID-19 (UTInc), ou seja, sem a doenga,
eram pacientes em tratamento regular no hospital, que atende principalmente pacientes com
doengas cronicas de base e muitos com altos scores de Charlson. O hospital possui cerca de 300
leitos ativos e durante a pandemia se tornou referéncia para o tratamento da doenca. Os leitos de
cuidados intensivos aumentaram de 17 para 51 leitos, sendo cerca de 37 reservados para pacientes
da UTI COVID-19 e outros 14 leitos ficaram destinados a pacientes sem o diagndstico de
COVID- 19. A limpeza dos leitos e do ambiente era realizada com éalcool e produtos a base de
cloro, respectivamente, em ambas as UTIs.

Durante o periodo de setembro/2020 e setembro/2021, foram coletados swabs nasais
de vigilancia epidemioldgica de todos os pacientes internados em UTIs, com e sem diagnostico
de COVID-19. As coletadas foram realizadas até 72 horas a partir da admissao do paciente nas
UTIs e, logo apds, semanalmente até que houvesse a positivagdo do swab para S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) ou o paciente fosse removido da unidade, seja por alta médica
ou Obito. Foram incluidos nesse estudo pacientes com idade igual ou superior a 18 anos, que
possuissem prontudrio e com duas ou mais amostras positivas para S. aureus.

Os swabs coletados foram semeados para triagem em agar manitol-salgado (BD,
Becton-Dickson and Company; Sparks, MD, USA) pelo Laboratério de Bacteriologia Clinica
do Servico de Patologia do hospital. Todas as amostras que cresceram nesse meio seletivo foram
destinadas ao Laboratdrio de Infec¢ao Hospitalar (LIH) do Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes, onde foram acondicionadas em meio TSB (7ryptic Soy Broth, BD, Becton, Dickinson
and Company; Sparks, MD, EUA) com 20% (v/v) de glicerol (Proquimios Comércio e Industria
Ltda; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e estocadas a -20°C (Sambrock, Fritsch ¢ Maniatis, 1989).
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As amostras controles para os experimentos realizados nesse trabalho encontram-se na

tabela 1. O fluxograma deste estudo pode ser observado na figura 1.

Tabela 1 — Amostras controles que foram utilizadas no presente estudo

Espécie Amostra Caracteristica Referéncia
ATCC Controle padrao para teste de disco-difusao CLSI, 2020
25923
119a SCCmec tipo I; linhagem Cordobés/ ST5 Teixeira et al.,
2012
Mu50 SCCmec tipo II; linhagem USA100/ST5 Hiramatsu et
al., 1997
63a SCCmec tipo III; CEB/ST239 Auguzségze’ al.
Staphylococcus 5222 SCCmec tipo IV; USA 1100/ST30 A“guzs(t)gze’ al.,
aurets Augusto et al
577a SCCmec tipo V & Som
1759a Amostra clinica parcialmente sequenciada. Controle = De Oliveira
positivo para smr TRL, 2019
1591a Amostra clinica parcialmente sequenciada Controle  De Oliveira
positivo para gac (A/B) TRL, 2019
39%¢ Amostra clinica parcialmente sequenciada do Guimaraes
ST398, Controle positivo para erm(T) e scn L.C. 2022
526 Amostra clinica parcialmente sequenciada. Controle Augusto et al.,
positivo para luk- PV 2022
Escherichia coli DH5a Calibrador do MALDI-TOF na

ATCC: American Type Culture Collection; a: amostra clinica; CEB: Clone endémico brasileiro; CLSI: Clinical

and Laboratory Standards Institute; na: ndo se aplica.
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Coleta de swabs de vigilancia epidemiologica em UTIs de pacientes com e
sem diagnostico de COVID-19 internados em um hospital do Rio de Janeiro

Confirmagdo da espécie S. aureus por meio de MALDI-TOF/MS-MS

Determinacao da susceptibilidade aos antimicrobianos por meio do teste de
dico-difusdo em agar

D\

Amostras MSSA Amostras MRSA

Determinacdo do

Deteccdo por PCR dos genes tipo de SCCmec
qacA/B, smr, pvl, erm(T) e scn

!

Determinacao do perfil clonal das
amostras através de PFGE

l

Interpretacdo dos resultados microbiologicos €
correlagdo com os dados clinicos dos pacientes

|

Analise estatistica

Figura 1: Fluxograma da metodologia utilizada no presente estudo.

UTI: unidade de terapia intensiva; MALDI-TOF-MS: Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of
Flight — Mass Spectrometry MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina; SCCmec: Staphylococcal Cassete Chromossome mec, PFGE: Pulse Field Gel

Electrophoresis;

4.2. Identificaciao das amostras

Todas as amostras foram confirmadas quanto & espécie por meio da metodologia de
MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight — Mass
Spectrometry). Para essa confirmacao as amostras foram cultivadas em TSA (Trypticase Soy

Agar, Maryland, EUA) por 24 horas, a 35 °C. Ap6s o crescimento, com o auxilio de um palito



17

de madeira, as colonias foram tocadas e colocadas na placa de metal oferecida pelo fabricante
do equipamento MALDI-TOF Microflex LT (Bruker Daltonics). Esse experimento foi
realizado em duplicata para cada amostra. Em seguida, foi colocado 1 pul de acido formico
(Sigma Chemical Company; Saint Louis, Missouri, EUA) sobre cada amostra e, apos secagem
a temperatura ambiente, foi adicionado Ipul de matriz, constituida por &cido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA, Sigma Chemical Company) preparado em acetonitrila 50% e acido
trifluoroacético 2,5% (Sigma). Depois de seca, a placa foi colocada no aparelho em que a leitura
foi realizada. A estirpe DHS5a de Escherichia coli foi utilizada como calibradora, e todos os
indices foram processados conforme o padrao por meio do software de bioinformatica MALDI
Biotyper versao 3.1 (Bruker Daltonics). Esse software pesquisa em sua biblioteca de dados
espectros de referéncia que sejam parecidos com os indices da amostra analisada. Identificagdes
com score entre 2.000 e 3.000 foram determinadas como confiaveis nesse estudo, como

mostrado na tabela 2.

Tabela 2. Descricdo do significado de cada faixa de score utilizada para interpretacdo dos
resultados emitidos na técnica de ionizagdo e dessorcao a laser assistida por matriz - tempo de

voo - espectrometria de massa (MALDI-TOF-MS)

Intervalo Descricio Simbolo Cor
2.000 — 3.000 Identificacao de grande fiabilidade (+++) Verde
1.700 — 1.999 Identificag@o de baixa fiabilidade (+) Amarelo
0.000 — 1.699 ; ¢) Vermelho

Tabela adaptada de BrukerDaltonik MALDI BiotyperClassificationResults

4.3. Determinacio do perfil de susceptibilidade

A determinagdo da susceptibilidade das amostras foi realizada por meio da técnica de
disco-difusdo. Foram utilizados discos de cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg),
clindamicina (2 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), linezolida (30pg), mupirocina
(200 pg), penicilina G (10 U), rifampicina (5 pg), tetraciclina (30pg) e sulfametoxazol-
trimetoprim (SXT, 25 pg) (Oxoid, Cambridge, Reino Unido), como recomendado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Primeiramente, as amostras foram semeadas
em TSA e incubadas por 24 h, a 35 °C. Apds o crescimento, foi realizada uma suspensao

bacteriana em solu¢do salina a 0,85% ajustando a turbidez de acordo com a escala 0,5 de
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McFarland, (Densidade Oticasoo nm = 0,08 a 0,1 [Cell Density Meter, Biochrom LTDA,
Cambridge, Inglaterra]; cerca de 1,5 x 103 UFC/mL). Esse inoculo foi semeado em 4gar Miiller-
Hinton (BD, Becton, Dickinson and Company; Sparks, MD, EUA) de maneira confluente com
o auxilio de um swab. Posteriormente a semeadura, os discos de antimicrobianos foram
depositados sobre o meio, € entdo a placa com a amostra foi incubada a 35 °C, por 16 a 18 h.
Como controle de sensibilidade desse experimento foi utilizada a amostra de S. aureus ATCC
25923, como recomenda o CLSI (2020).

Os halos de inibi¢ao formados ao redor dos discos de antimicrobianos foram medidos e
interpretados de acordo com os valores estabelecidos pelo CLSI (2023) e conforme o Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibily Testing (BrCast, 2023). Os valores utilizados para
analise dos halos de todos os antimicrobianos, segundo o CLSI (2023) e BrCast (2023) estao
descritos na tabela 3. O uso do BrCAST ¢ preconizado para laboratérios clinicos do Brasil,
assim, a interpretacdo dos resultados obtidos via esse manual estd descrita nesse estudo.
Contudo, todas as analises aqui realizadas foram baseadas nos critérios descritos pelo CLSI
(2023) para uma melhor comparagdo com outros estudos, especialmente publicagdes
internacionais. As amostras foram consideradas multidrug resistant (MDR) quando resistentes

a pelo menos trés classes de antimicrobianos, exceto a penicilina.
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Tabela 3. Descricao das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de corte para
interpretagdo dos valores de halo de inibi¢ao para amostras de Staphylococcus aureus de acordo
com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023) e segundo o Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibily Testing (BrCast, 2023).

Categorias de susceptibilidade de acordo com o halo de inibicio em mm
Antimicrobiano
Segundo o CLSI* Segundo o BrCast”
Sensivel  Intermediario Resistente | Sensivel Intermediario  Resistente

Cefoxitina >22 - <21 >22 - <22
Ciprofloxacina >21 16 - 20 <15 >50 21-49 <21
Clindamicina >21 15-20 <14 >22 - <22
Eritromicina >23 14 -22 <13 >21 - <21
Gentamicina >15 13-14 <12 >18 - <18
Linezolida >21 - <20 >21 - <21
Mupirocina Com halo - Sem halo >30 - <18
Penicilina >29 - <28 >26 - <26
Rifampicina >20 17-19 <16 >26 - <26
Tetraciclina >19 15-18 <14 >22 - 22

SXT >16 11-15 <10 >17 14 -16 <14

8CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; "BrCast: Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibily

Testing; SXT: Sulfametoxazol-Trimetoprim

Foi realizado também o teste de indug@o de resisténcia a clindamicina por eritromicina
(teste D) associado ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos, de acordo com as orientagdes
do CLSI (2020). Para esse teste, o disco de clindamicina (2 pg) foi aplicado em uma distancia
de 20 mm (borda a borda) do disco de eritromicina (15 pg). Apos o posicionamento dos discos,
o meio foi incubado a 35 °C por 16 a 18 h. Se porventura a amostra fosse resistente a
eritromicina haveria um achatamento na zona de inibi¢ao da clindamicina, no formato da letra
D, configurando um fenotipo de resisténcia induzida (iMLSb). A resisténcia concomitante a
eritromicina e a clindamicina demonstraria um fendtipo de resisténcia constitutiva (cMLSD).
Por fim, ha a possibilidade de a amostra apresentar halo de inibi¢do apenas a clindamicina, e

neste caso o fenotipo ¢ MSb.

4.4. Métodos moleculares

4.4.1. Obtenciao do DNA
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O DNA das amostras foi obtido por meio de lise com o isotiocianato de guanidina,
segundo Pitcher, Saunders e Owen (1989), com adaptacdes. Inicialmente, as amostras foram
semeadas em TSA e incubadas a 35 °C, por 24 h. Apds incubagdo, cerca de 3 a 5 colonias do
crescimento bacteriano foram transferidas para um microtubo (Eppendorf Mastercycler
Gradient; Hamburgo, Alemanha), contendo 1 mL de tampao TE [Tris 10 mM (Invitrogen,
EUA), EDTA 1 mM, pH 7,8 (Promega, EUA)] e em seguida, foi centrifugado em
microcentrifuga (Eppendorf) por 5 minutos a 8000 g, com posterior descarte do sobrenadante.
O sedimento foi acrescido de 100 uL da solugdo de lise [1 mL de tampao TE, 10 mg de lisozima
(Sigma-Aldrich Chemical Company), 50 uL. de polietilenoglicol [BRIJ a 0,5% (p/v)] (Sigma-
Aldrich Chemical Company)], complementada com 5 pl de lisostafina (1 mg/mL) (Sigma-
Aldrich Chemical Company). A mistura foi incubada por 2 horas a 37 °C em banho maria. Apos
a incubagdo, foram adicionados 500 pL de solugdo de isotiocianato de guanidina (Life
Technologies, Gathersburg, MD, EUA) na concentracdo de 5 M, com agita¢do manual e
incubagdo por 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os lisados foram incubados
no gelo por 10 minutos e, entdo, foi adicionado 250 puL de acetato de amonio (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) na concentragdo de 7,5 M. Uma nova agitacdo manual foi realizada e 500 pL
de cloroférmio/ éalcool isoamilico 24:1 (v/v) foram adicionados e homogeneizados de forma
manual. A solugdo foi centrifugada por 12 minutos a 13000 g e cerca de 800 puL da fase aquosa
foram retiradas e transferidas para um novo microtubo. Posteriormente, ocorreu a adi¢ao de
0,54 volumes (aproximadamente 430 pl) de isopropanol gelado (Vetec). Os tubos foram,
levemente, agitados por cerca de 1 minuto e centrifugados por 5 minutos a 13000 g e com o
auxilio de uma micropipeta o sobrenadante foi descartado. O sedimento de DNA foi lavado
com etanol (Vetec) gelado a 70%, centrifugado novamente a 13000 g por 5 minutos € o
sobrenadante foi desprezado. O DNA precipitado foi acrescido de 50 pL de tampao TE para
ressuspensao e incubado por 1 h em banho maria a 55 °C. Apos esse periodo, a concentragao
de DNA obtido foi quantificada em Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA). O DNA foi estocado a -20 °C para posterior utilizacao nas técnicas de PCR (Polymerase

Chain Reaction).

4.4.2. Determinacio do tipo de SCCmec

As amostras de S. aureus classificadas como resistentes a cefoxitina (MRSA) no teste

de difusao utilizando o disco de cefoxitina tiveram seu SCCmec tipificado, segundo o protocolo

descrito por Milheiri¢o e colaboradores (2007).
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O mix utilizado na reagdo da PCR para a determina¢do do SCCmec foi constituido por
3 ul de DNA, contendo aproximadamente 90 ng, 5 uLL de tampao da enzima (10 mM de Tris-
HCl e 25 mM de KCl); 1,5 mM de MgCl, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Promega, Madison, WI, EUA); 1,5 U de Tag DNA polimerase
(Promega); 0,2 uM dos oligonucleotideos kdp F1, kdp R1, MRS1 e MRS2; 0,4 uM dos
oligonucleotideos CIF2 F2, CIF2 R2, RIF5 R10, RIF5 R13, SCCmecV J1F, SCCmecV J1R,
SCCmeclll J1F, SCCmeclll JIR e 0,8 uM dos oligonucleotideos ccrC F2, ccrC R2, dcs F2, dcs
R2, ccrB2 F2, ccrB2 R2, mecl P2 e mecl P3. Para chegar ao volume final de 50 puL o mix foi
avolumado com 4gua de injecdo. As sequéncias dos fragmentos dos acidos nucleicos utilizados,
o tamanho dos amplicons esperados e a especificidade de cada tipo de SCCmec estao
discriminadas na tabela 4. O par de oligonucleotideos MRS1 e MRS2 foi utilizado como
controle interno da reagdo da PCR (Santos et al., 1999).

Os fragmentos de acidos nucleicos foram amplificados em termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha) em que a desnaturagdo inicial ocorreu a 92°C
por 4 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacdo tendo a desnaturacdo a 94 °C por 30
segundos, a hibridizagdo ocorreu a 53°C por 30 segundos e a extensdo a 72°C por 1 minuto. A
reacdo foi finalizada com uma extensao final por 4 minutos a 72°C.

A analise dos amplicons resultantes da PCR foi realizada em eletroforese em gel de
agarose a 2% (p/v) (Invitrogen Carlsbad, EUA), em TBE 0,5X (Tris 0,89 M, acido boérico 0,89
M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). O gel foi corado com Unisafe® (Uniscience, Florida, EUA) com a
concentragdo final de 0,5X e a imagem foi capturada em um fotodocumentador (Vilber
Lourmat, Alemanha) sob luz ultravioleta. As estirpes 119a (SCCmecl), MUS50 (SCCmecll), 63a
(SCCmeclll), 522a (SCCmeclV) e 577a (SCCmecV) foram utilizadas como controles. O
marcador 100pb DNA Ladder (Promega, Wisconsin, EUA) foi utilizado para avaliar o tamanho
dos fragmentos de DNA.
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados e amplicons obtidos na PCR multiplex para tipagem do

SCCmec (Milheirico et al., 2007)

Tamanho Especificidade
Oligonucleotideos Sequéncia (5°-3°) do amplicon (tipo de
(pb) SCCmec)
CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 495 I
cerC 2 GTACTCGTTACAATGTTTGG
ATAATGGCTTCATGCTTACC 449 v
ccrC R2
Kdp F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC
K dg R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 284 II
mecl P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC
GCGGTTTCAATTCACTTGTC 209 I, 111
mecl P3
dos F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC
dos R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 342 LILIV
RIFS F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG
RIFS R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 414 I
TTCTCCATTCTTGTTCATCC
SCCmec V JIF
SCCmec VIIR AGAGACTACTGACTTAAGTGG 377 A%
SCCmec I1 JIF CATTTGTAGAAACACAGTACG
SCCmec IIT JIR GTTATTGAGACTCCTAAAGC 243 I
cerB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG
CCGATATAGAAGGGTTAGC 311 I, IV
ccrB2 R2
MRS TAGAAATGACTGAACGTCCG Controle inferno
MRS?2 TTGCGATCAATGTTACCGTAG 154 (mecd)

4.4.3. Deteccao de genes relacionados a bombas de efluxo

Todas as amostras foram submetidas a deteccdo dos genes gacA/B e smr (também

nomeado de gacC), relacionados a bombas de efluxo. A deteccdo desses genes foi realizada

através de PCR uniplex, a qual foi realizada por meio de termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient). A reagdo continha tampdo da enzima 1 X (10 mM de Tris-HCI, 25 mM de KCl), 0,2
uM de cada oligonucleotideo, 5 mM de MgCl 2, 1 U de 7Tag DNA polimerase (Promega), 200

uM de cada um dos ANTP (Promega) e 1 pL (30 ng) de DNA bacteriano, completando-se o

volume com agua de inje¢do para 25 pL de reacao.
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Os amplicons foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% p/v em
TBE 0,5X (Acido borico 50 mM [Promega, EUA]; Tris 50mM [Invitrogen, EUA]; EDTA 0,2
mM [Promega, EUA]). O gel foi corado com Unisafe®, sendo a concentragdo final de 0,5 X de
Unisafe®. O marcador 100pb DNA ladder (Promega). foi usado como padrao de tamanho de
DNA e a imagem foi capturada em um fotodocumentador (Vilber Lourmat, Alemanha) sob luz
ultravioleta. As amostras 1591a e 1759a foram utilizadas como controles para as reagdes de
amplificacdes dos genes gacA/B e smr, respectivamente. Os ciclos utilizados, a sequéncia dos
oligonucleotideos, o tamanho dos amplicons formados e as referéncias utilizadas estao descritos

na tabela 5.

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados e amplicons obtidos nas PCR utilizadas para a detec¢ao

dos genes relacionados a bombas de efluxo

Fragmento Ciclo de
Genes Sequéncia (5°-3°) Referéncia
amplificado amplificacio
95°C — 5 min
B F: GCAATTTTCATGGCACTCGGCA 94°C — 1 min Alam et al.,
ac 56°C — 1 mi
1 R: GCCCACTACAGATTCTTCAGCT 837 pb mim - 30x 2003
72°C — 1 min
72°C — 5 min
F: GCCATAAGTACTGAAGTTATTG 95°C — 5 min
GAAGTG 101 ob 95°C —-30s De Oliveira,
smr 2°C — 1 mi
R: CAAATTCCAAATGAAATTATTG P 3 205 on 30x 2019
GTTCCTAAGG 72°C — 5 min

pb: pares de bases.

4.4.4. Deteccao dos genes relacionados aos marcadores do ST398

Todas as amostras foram investigadas quanto a presen¢a dos genes luk- PV, scn e
erm(T), os quais sdo relatados como marcadores moleculares do sequence type 398 (Zeggay et
al., 2023). A deteccdo desses genes foi realizada através de PCR uniplex em termociclador
(Eppendorf Mastercycler Gradient).

Para a detecg@o desses genes, foram preparadas reagdes distintas, as quais continham
um volume total de 25 pL, que apresentavam: tampao de enzima 1 X (10 mM de Tris-HCI e 25

mM de KCI), 5 mM de MgCl,, 1 U de Tag DNA polimerase (Pomega), 200 uM de cada um dos
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dNTP (Promega) e 3 pL contendo aproximadamente 90 ng de DNA bacteriano, completando-
se o volume com agua de injecdo. Para os genes /uk-PV e scn foram utilizados 2,5 uM de cada
oligonucleotideo, ja para o gene erm(T) foram utilizados 2,0 uM de cada iniciador.

Todos os amplicons gerados foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1,5% p/v em TBE 0,5X (Acido bérico 50 mM [Promega, EUA]; Tris 50mM
[Invitrogen, EUA]; EDTA 0,2 mM [Promega, EUA]). O gel foi corado com Unisafe®, sendo a
concentracgao final de 0,5 X de Unisafe®. O marcador de 100pb ladder (Promega) foi utilizado
como padrao de tamanhoo de DNA e a imagem foi capturada em um fotodocumentador (Vilber
Lourmat, Alemanha) sob luz ultravioleta. A amostra 526a foi utilizada como controle para a
reacdo de amplifica¢do do gene /uk- PV e a amostra 39¢ foi usada como controle da reagdo de
amplificacdo dos genes scn e erm(T). Os ciclos utilizados para cada uma das reagdes, a
sequéncia dos oligonucleotideos utilizados, o tamanho dos amplicons formados e as referéncias

utilizadas estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6. Oligonucleotideos utilizados e amplicons obtidos nas PCR utilizadas para a detec¢ao

dos genes associados ao CC398

Fragmento Ciclo de
Genes Sequéncia (5°-3°) Referéncia
amplificado amplificacio
F: ATCATTAGGTAAAATGTCTG 94°C — 2 min
GACATGATCCA 94°C - 30s 30x  Linaetal,
Luk- PV 55°C - 30s
R: GCATCAASTGTATTGGATA 433 pb . 1999
72°C — 1 min
GCAAAAGC 72°C — 5 min
94°C — 10 min
F: AGCACAAGCTTGCCAACA o
94°C —30s Van Wamel et
scn TCG 257 pb 50°C — 30s 30x
o . al., 2006
R: TTAATATTTACTTTTTAGTGC 72°C — 1 min
72°C — 10 min
94°C — 10 min
F: CCGCCATTGAAATAGATCCT o
94°C - 30s Goémez-Sanz
erm(T) R: TTCTGTAGCTGTGCTTT 200 pb 50°C — 30s 30x L 2010
t al.
CAAAAA 72°C — 1 min et b
72°C — 10 min

pb: pares de bases.



25

4.4.5. Caracterizacio das linhagens clonais das amostras sequenciais por Eletroforese em
Gel de Campo Pulsado (PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis) ap0s tratamento do DNA

com as enzimas de restricao Smal e/ou Apal

Todas as amostras foram analisadas apos fragmentagdo do DNA cromossdmico pela
acao das enzimas de restricdo Smal e/ou Apal, seguida de eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE), segundo descrito por Vivoni e colaboradores, 2006, e Guimaraes e colaboradores,
2022, com modificacoes.

Inicialmente, as amostras foram cultivadas em agar sangue e incubadas a 35°C pelo
periodo de 48 horas. Em seguida, foram preparadas suspensdes bacterianas em tubos de ensaio
contendo 3 mL de TSB, utilizando-se a escala 0,5 de McFarland (Densidade Oticasoo nm = 0,08
a 0,1 [Cell Density Meter, Biochrom LTDA, Cambridge, Inglaterra]; cerca de 1,5 x 108
UFC/mL). As suspensoes bacterianas foram incubadas a 37 °C sob agitagdo de 250 rpm por
aproximadamente 2 horas até que fosse alcangada a turbidez proporcional a 2,0 de McFarland
(Densidade opticasoonm = 0,4 ou 0,5 [Cell Density Meter, Biochrom LTDA, Cambridge,
Inglaterra]; aproximadamente 6,0 x 108 UFC/ mL). Depois de obtida a turbidez desejada foram
transferidos para um microtubo (Eppendorf Mastercycler Gradient) 1,5 mL do crescimento
bacteriano, e este foi submetido a centrifugacdo a 5.000 xg por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e, entdo, foram adicionados: 125 uL de PIV (NaCl 1 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,6)
e 125 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (Low Melting Point Agarose, IBI Technical, New
Heaven, EUA) na concentragdo de 1,8% (p/v), preparada previamente em PIV e aquecida a
58°C. A solugdo preparada foi colocada em moldes e acondicionada a temperatura de 4 °C pelo
periodo de 10 min para que a agarose se tornasse solida. Posteriormente, os moldes foram
cortados em pequenos blocos de aproximadamente 35 pL cada. Esses por sua vez foram
colocados em microtubos contendo 1 mL de solugdo de lise EC (Tris-HCl 6 mM, NaCl 1 M,
EDTA 100 mM, 0,5% [p/v] de Brij 58 e 0,5% [p/v] lauril sarcosinato de sodio, pH 7,5)
complementado com lisostafina e lisozima (Sigma-Aldrich Chemical Company) nas
concentragdes finais de 0,05 mg/mL e 0,5 mg/mL respectivamente, e entdo foram incubados a
37 °C sob leve agitagdo por 16 a 18 horas. Em seguida, as amostras foram resfriadas a 4 °C pelo
tempo de 10 minutos. Apos o resfriamento a solucdo de lise foi desprezada e, entdo, substituida
por 1 mL da solucdo ES [EDTA 0,4 M, pH 9,5, 1% (p/v) de lauril sarcosinato de sodio]
suplementada com Proteinase K na concentragdo final de 0,1 mg/mL. As amostras foram
mantidas por 18 horas em banho-maria, a 50 °C. Depois do periodo de incubagdo, os tubos

foram resfriados novamente a 4 °C por 10 minutos e, a solucao ES foi substituida por 1 mL de
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tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8). Os blocos de agarose foram armazenamento a
4°C.

Em uma segunda etapa, e utilizando-se apenas um bloco de agarose por amostra, foi
realizada a digestao do DNA cromossomico. O bloco selecionado foi transferido para um novo
tubo, e, em seguida, este passou por cinco lavagens com 1 mL TE em banho-maria a 37 °C,
ocorrendo todas as lavagens pelo periodo de 1 hora com excecdo da penultima, a qual ocorreu
pelo periodo de 18 horas. Decorridas as lavagens, o tampao TE foi substituido por 150 uL do
tampao 4, especifico para a enzima de restricdo Smal (New England Biolabs, Ipswich,
Inglaterra), na concentragdo final de 1X, sendo mantido a 25 °C pelo periodo de quatro horas.
Perpassado esse tempo, o tampao foi removido e substituido por mais 150 pL do tampao 4 a
1X, agora acrescido com 20 U da enzima de restri¢do Smal, com posterior incubagdo por 18
horas a 25 °C. Para as amostras que apresentaram os marcadores genotipicos do ST398 uma
segunda digestao foi realizada com 10 U da enzima 4pal (New England BioLabs), em 150 pL
do tampao 4 a 1X e suplementada com 1,5 pL de albumina sérica bovina 10 mg/ml (Promega;
Madison, WI, EUA), por 1 h a 25 °C, posteriormente a digestdo pela enzima Smal. Decorrido
esse periodo, o bloco de agarose foi fundido a 70 °C para entdo ser aplicado no gel de agarose,
preparado com TBE 0,5X (Acido bérico 50 mM [Promega, EUA]; Tris 50mM [Invitrogen,
EUA]; EDTA 0,2 mM [Promega, EUAJ; pH 8,0) na concentracdo de 1% (p/v). O gel entdo
passou por uma eletroforese em gel de campo pulsado (CHEF DR III, Bio-Rad, Hercules,
EUA), tendo o tempo de pulso crescente de 1 a 35 segundos a 14 °C durante o tempo de 21
horas, a voltagem de 6 V/cm e angulo de 120 °C. Apos a eletroforese, o gel foi corado por 40
minutos através de submersao em brometo de etidio (Sigma, Aldrich Chemical Company, EUA)
na concentragao de 0,5 mg/L. A imagem do gel corado foi revelada por meio de luz ultravioleta
através de um fotodocumentador (Vilber Lourmat, Alemanha). Como padrao de tamanho de
peso molecular, foi utilizado o marcador 50 — 1.000 Kb Lambda Ladder PFGE Marker (New
England BioLabs, Massachussers, EUA).

Os padrdes dos fragmentos do DNA cromossdmico obtidos foram analisados por meio
da versdo 7.6.3 do software Bionumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Esse
programa analisa os agrupamentos por meio do coeficiente de similaridade Dice e o método
Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages (UPGMA). Para agrupamento das
amostras em um mesmo perfil clonal, elas deveriam apresentar no maximo quatro bandas de

diferenga ou, no minimo, 80% de similaridade (Van Belkum ef al., 2009).
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4.5. Dados clinicos dos pacientes

Os dados clinicos dos pacientes que apresentaram espécimes nasais positivos para S.
aureus foram obtidos e organizados por meio do sistema informatizado do HUCFF (Medtrack)
de maneira sigilosa através do nimero do prontuario e do registro laboratorial de cada amostra.

As informagdes coletadas estdo relacionadas ao tipo de UTI, de acordo com o
diagnostico positivo ou negativo de COVID-19, ao género, a idade, ao tempo de internagdo, €
ao tempo decorrido e ao uso de antimicrobianos desde a admissao até o primeiro swab positivo.
Por ser este estudo de carater retrospectivo, os resultados obtidos nao interferiram no

diagnostico ou no tratamento dos pacientes.

4.6. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism versao
8.0.0 para Windows (GraphPad software, San Diego, California USA). As variaveis foram
analisadas utilizando os testes exato de Fisher, Qui-quadrado e Mann-Whitney U. As diferencas

foram consideradas estatisticamente significantes quando valor de p < 0,05.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacao dos dados clinicos e demograficos dos pacientes

O presente estudo avaliou espécimes nasais de vigilancia epidemiologica de 10.408
pacientes, entre setembro/2020 e setembro/2021, os quais 7.691 estavam internados na UTIc e
2.717 na UTInc (Figura 2). Um total de 256 pacientes estavam colonizados por S. aureus,
gerando 306 amostras. As taxas de incidéncia encontradas para S. aureus nas unidades foram:
5,98/1.000 pacientes-dia na UTIc e 43,06/1.000 pacientes-dia na UTInc (p <0,01).

Entre os 256 pacientes colonizados, 33 apresentaram duas ou mais amostras sequenciais
positivas para S. aureus, gerando um total de 78 amostras desta espécie, as quais fizeram parte
do presente estudo e estdo destacadas na figura 2. Entre esses 33 pacientes, 26 (78,8%)
apresentaram duas amostras, enquanto sete (21,2%) apresentaram trés ou mais amostras
sequenciais do microrganismo. Um total de 14 pacientes (42,4%) estavam internados na UTIc,
resultando em 33 amostras isoladas neste setor e 19 (57,6%) estavam na UTInc, gerando um

total de 45 amostras (Figura 2).

7.691 (73,9%) pacientes
da UTIc

10.408 pacientes com triagem para
colonizag@o por S. aureus

2.717 (26,1%)
pacientes da UTInc

79 (30,9%) pacientes da UTIc colonizados
T por S. aureus
Taxa de incidéncia: 5,98/1.000 pacientes/dia

256 (2,5%) pacientes com
colonizagdo por S. aureus

177 (69,1%) pacientes da UTInc colonizados
por S. aureus
Taxa de incidéncia: 43,06/1.000 pacientes/dia

14 (42,4%) pacientes 33 amostras
12,9% (33/256) dos pacientes da UTIec isoladas
colonizados com amostras
sequenciais de S. aureus S .
(> 2 swabs positivos) 19 (57,6%) pacientes 45 amostras
da UTInc isoladas

Figura 2. Fluxograma do estudo. UTIc: Unidade de Terapia Intensiva COVID-19; UTInc: Unidade de
Terapia Intensiva ndo COVID-19
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Os aspectos sociodemograficos e clinicos associados a pacientes com amostras
sequenciais estdo apresentados na Tabela 7. A média de idade dos pacientes foi de 59,42 anos e
houve maior nimero de internagdes de mulheres. O percentual de pacientes que utilizaram
antimicrobianos desde a admissdo até o primeiro swab positivo foi maior entre aqueles que
estavam internados na UTIc (64,3%) do que aqueles da UTInc (47,4%) (p = 0,4824). O tempo
de internagdo observado para que um paciente fosse colonizado por S. aureus foi inferior entre
aqueles diagnosticados com COVID-19 (média de 8,29 dias) do que entre pacientes sem o a
doenca (média de 27,16 dias) (p = 0,0354). Assim como, o tempo decorrido desde a admissao

até o primeiro swab MRSA também foi inferior no setor de COVID-19 (p = 0,3271)

Tabela 7 — Caracteristicas associadas aos 33 pacientes internados em UTIs durante a pandemia

de COVID-19 em um hospital do Rio de Janeiro e que apresentaram amostras sequenciais

nasais de Staphylococcus aureus.

UTI UTI
Caracteristicas * Total COVID-19  ndo COVID-19
(n=33) (n=14) (n=19)
Idade [anos — média (SD)] 59,42 (19,85) 59,86 (18,08) 59,11 (21,54)
Género
Masculino 16 (48,5%) 9 (64,3%) 7 (36,8%)
Feminino 17 (51,5%) 5(35,7%) 12 (63,2%)

Tempo de internacio (dias— média [SD])

Uso de ATB durante a hospitalizacao

56,91 (63,09)

57,57 (68,07)

56,42 (61,06)

Sim 26 (78,8%) 14 (100%) 12 (63,2%)
Nio 7 (212%) 0 7 (36,8%)
Desfecho
Alta médica 16 (48,5%) 6 (42,9%) 10 (52,6%)
Obito 17 (51,5%) 8 (57,1%) 9 (47,4%)
Tempo desde a admissiao até o primeiro

19,1 2 1 27,16 (49,4
swab positivo [dias— média (SD)] ° 915 (38,55) 8,29 (681) 716 (49.48)
Uso de ATB da admissiao até o primeiro
swab positivo
Sim 18 (54,5%) 9 (64,3%) 9 (47,4%)
Nio 15 (45,5%) 5 (35,7%) 10 (52,6%)
Tempo desde a admissao até o primeiro 25.50 (21,67) 13.50 (2.12) 29.50 (24.08)

swab MRSA [dias— média (SD)]

2 recorte dos 33 pacientes analisados nesse estudo; ° diferenca estatisticamente significativa com p< 0,05
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5.2 Identificacido das amostras através da técnica de MALDI-TOF MS

Os swabs de vigilancia epidemiologica foram coletados e semeados em agar manitol
salgado para uma triagem inicial realizada pelo servigo de bacteriologia clinica do hospital
universitario. A triagem inicial resultou em 306 amostras confirmadas como S. aureus por meio
da técnica de MALDI- TOF/MS. Destas, 78 eram amostras sequenciais oriundas de 33

pacientes, as quais foram avaliadas no presente estudo.

5.3. Determinacio da susceptibilidade das amostras aos antimicrobianos

Os perfis de susceptibilidade das 78 amostras foram determinados segundo os critérios
do CLSI (2023) e do BrCAST (2023) como estdao descritos nas tabelas 8 e 9. O BrCAST foi
utilizado neste estudo pois é o preconizado para laboratorios clinicos brasileiros. Todavia,
apenas os parametros relacionados ao CLSI (2023) foram utilizados para as analises estatisticas
para melhor comparagao com outros estudos, especialmente internacionais.

Segundo o preconizado pelo CLSI, entre as 78 amostras analisadas, 11 (14,1 %) foram
resistentes a cefoxitina (amostras MRSA) (tabela 8). Para as demais classes de antimicrobianos,
as taxas de resisténcia encontradas foram: 94,9% (74/78) para penicilina, 76,9% (60/78) para
eritromicina, 66,7% (52/78) para clindamicina, 37,2% (29/78) para gentamicina e 3,8% (3/78)
para ciprofloxacina. Todas as amostras foram sensiveis a linezolida, tetraciclina, rifampicina,
SXT e mupirocina.

As taxas de resisténcia a penicilina, eritromicina, clindamicina e gentamicina entre as
11 amostras MRSA foram de 100% (11/11), 81,8% (9/11), 45,6% (5/11) e 18,2% (2/11),
respectivamente, enquanto entre as 67 amostras MSSA as taxas foram de 94% (63/67), 76,1%

(51/67), 70,1 (47/67) e 40,3 (27/67), respectivamente (tabela 8).
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Tabela 8. Taxas de ndo- susceptibilidade das 78 amostras de Staphylococcus aureus aos 11

antimicrobianos testados segundo a resisténcia a meticilina e os critérios apresentados pelo

CLSI (2023)
Antimicrobiano N° (%) de amostras nao- susceptiveis
Total (78) MRSA (11) MSSA (67)
Cefoxitina 11 (14,1) 11 (100) 0
Ciprofloxacina 3(3,8) 3 (100) 0
Clindamicina 52 (66,7) 5(45.5) 47 (70,1)
» Fenotipo iMLSg 50 (64,1) 4 (36,4) 46 (68,7)
Eritromicina 60 (76,9) 9 (81,8) 51 (76,1)
Gentamicina 14 (17,9) 2 (18,2) 27 (40,3)
Linezolida 0 0 0
Mupirocina 0 0 0
Penicilina 74 (94,9) 11 (100) 63 (94)
Rifampicina 0 0 0
Tetraciclina 0 0 0
SXT 0 0 0

iMLSg: Fenotipo de resisténcia induzida; SXT: Sulfametoxazol- Trimetoprim

Nao foi observada diferenca estatistica entre os perfis de susceptibilidade das amostras

das UTIs avaliadas. Verificou-se que o percentual de amostras ndo-sensiveis ficou acima dos

60% para os antimicrobianos clindamicina, eritromicina e penicilina, segundo critérios do CLSI

e do BrCast (tabela 9).

A analise realizada segundo os critérios preconizados pelo BrCAST quando comparados

aqueles determinados pelo CLSI mostrou diferenca nas taxas para os antimicrobianos

ciprofloxacina, mupirocina, rifampicina e tetraciclina, com valores de 100%, 10,3 %, 7,7% e

2,6% de nao-susceptibilidade, respectivamente (Tabela 9).
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Tabela 9. Comparacao dos perfis de susceptibilidade das amostras de Staphylococcus aureus aos 11 antimicrobianos testados segundo os critérios

apresentados pelo CLSI (2023) e BrCAST (2023) em ambas as UTIs avaliadas.

N° (%) de amostras nao-sensiveis

CLSI (2023)* BrCast (2023)"

Antimicrobiano

Total(n=78) UTIc(n=33) UTlnc (n=45) Valor de p Total (n = 78) UTIc (n =33) UTlnc (n = 45)
Cefoxitina 11 (14,1) 309,1) 8(178) 0,3388 11 (14,1) 30,1 8(17,8)
Ciprofloxacina 3(3,8) 0(0) 3(6,7) 0,2582 78 (100) 33 (100) 45 (100)
Clindamicina 52 (66,7) 24(72,7) 28 (62,2) 0,3309 52 (66,7) 24 (72,7) 28 (62,2)
Eritromicina 60 (76,9) 26 (78,8) 34 (75,6) 0,7378 60 (76,9) 26 (78,8) 34 (75,6)
Gentamicina 29 (37,2) 14 (42,4) 15 (33,3) 0,4118 29 (37,2) 14 (42,4) 15 (33,3)
Linezolida 0 0 0 1 0 0 0
Mupirocina 0 0 0 1 8(10,3) 2(6,1) 6 (13,3)
Penicilina 74 (94,9) 32 (97,0) 42 (93,3) 0,6335 74 (94,9) 32(97) 42 (93,3)
Rifampicina 0 0 0 1 6(7,7) 2(6,1) 4 (8,9)
Tetraciclina 0 0 0 1 2 (2,6) 1(3) 1(2,2)
SXT 0 0 0 1 0 0 0

UTlIc: Unidade de Tratamento Intensivo COVID- 19; UTInc: Unidade de Tratamento Intensivo Nao COVID- 19; SXT: Sulfametoxazol- Trimetoprim; * amostras com
resisténcia intermediaria e plena; ® apenas amostras com resisténcia plena, segundo critérios do BrCast a categoria Intermediaria = sensivel com aumento de exposigdo.
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O teste de disco-aproximagdo, também chamado de teste D, para a andlise dos fenotipos
IMLSg, cMLSg ¢ MSg foi realizado para as 60 amostras de S. aureus ndo sensiveis a
eritromicina, segundo o CLSI (2023). Os fenotipos IMLSg, cMLSg € MSg foram detectados em
83,3% (50/60), 1,7% (1/60) e 13,3% (8/60) das amostras, respectivamente. Entre amostras
MRSA o fenétipo iMLSg foi detectado em 44,4% (4/9) das amostras, enquanto entre amostras
MSSA este fenotipo foi verificado em 90,2% (46/51) delas com um valor de p igual a 0,0007.
Com relagdo ao fendtipo MSg, foi observada uma taxa de 44,4% (4/9) das amostras MRSA, ja
dentre as amostras MSSA esse percentual foi de 7,8% (4/51) com um p valor de 0,0134. Nao
foi possivel classificar uma amostra MSSA da UTInc em nenhuma das categorias previamente
descritas, visto que a amostra apresentou resisténcia plena a eritromicina e resisténcia
intermediaria a clindamicina. A distribui¢do dos fendtipos de acordo com a UTI e a

susceptibilidade a meticilina pode ser observada na tabela 10.
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Tabela 10. Distribuicao dos fenotipos MLSg encontrados em 60 amostras de Staphylococcus aureus nao sensiveis a eritromicina de acordo

com o tipo de Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) e susceptibilidade a meticilina.

n (%) de amostras

Perfil de Fenotipo associado
Tipo de UTI Susceptibilidade a meticilina
susceptibilidade (n/%) Valor de p Valor de p
UTIc (n=26) UTlInc (n=34) MRSA (n=9) MSSA (n=51)
ERI (R) + CLI (halo D) iMLSg (50/83.3) 24 (92,3) 26 (76,5) 0,1634 4 (44,4) 46 (90,2) 0,0007
ERI (R) + CLI (R) cMLSg (1/1,7) 0 1(2,9) 1 1(11,1) 0 0,1500
ERI (R ou )+ CLI (S) MSs (8/13,3) 2(7,7) 6 (17,6) 0,4463 4 (44,4) 4(7,8) 0,0134
ERI (R) + CLI (I) Nao aplicavel (1/ 1,7) 0 1(2,9) 1 0 1(2) 1

CLI: Clindamicina; ERI: Eritromicina; I: Intermediario; R: Resistente; S: Sensivel; UTIc: Unidade de Tratamento Intensivo COVID- 19; UTInc: Unidade de

Tratamento Intensivo Nao COVID- 19; p- valor < 0,05 destacados em negrito
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O perfil de susceptibilidade das amostras sequenciais também foi avaliado pareando-se
as amostras de um mesmo paciente. Os resultados mostraram que amostras de quatro pacientes
internados na UTIc apresentaram alteragdes quanto a sensibilidade a pelo menos um dos
seguintes antimicrobianos: cefoxitina, clindamicina, eritromicina e/ou gentamicina (tabela 11).
Alteragdes de susceptibilidade também foram observadas para amostras de 10 pacientes

oriundos da UTInc (tabela 12).

Tabela 11. Perfil de susceptibilidade de amostras de Staphylococcus aureus sequenciais de um
mesmo paciente com aquisicdo/perda de resisté€ncia antimicrobiana em pacientes com

diagnoéstico de COVID- 19.

N° do N° da Data Antimicrobiano
paciente Amostra da coleta FOX CLI ERI GEN
2193 22/02/2021 S S S S
? 2203 02/03/2021 R halo D R S
2328 20/07/2021 S S S S
22 2336 27/07/2021 S S S I
2350 03/08/2021 S S S I
2333 23/07/2021 S S S S
> 2342 28/07/2021 R halo D R I
- 2343 28/07/2021 R halo D R I

2458 10/08/2021 S halo D R S

CLI: clindamicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; FOX: cefoxitina; R: resistente; I: intermediario;
S: sensivel; mudangas no perfil destacadas em negrito.
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Tabela 12. Perfil de susceptibilidade das amostras de Staphylococcus aureus sequenciais de um
mesmo paciente com aquisicdo/perda de resisténcia antimicrobiana em pacientes sem

diagnostico de COVID- 19.

N° do N° da Data Antimicrobiano
paciente Amostra da coleta FOX CLI ERI GEN
2060 17/09/2020 S halo D R R
! 2081 24/09/2020 S halo D R S
2065 17/09/2020 S S S S
: 2076 23/09/2020 S S I S
2123 03/11/2020 S halo D R S
’ 2136 09/11/2020 R halo D R S
2231 08/04/2021 S S S S
! 2271 21/05/2021 R S R S
2241 22/04/2021 S S R S
2 2257 06/05/2021 R S R S
2263 13/05/2021 S S S S
= 2285 07/06/2021 S halo D R R
. 2289 08/06/2021 S halo D R R
2300 28/06/2021 R R R S
2310 02/07/2021 S halo D R I
20 2318 08/07/2021 S halo D R R
2324 15/07/2021 S S S S
2335 23/07/2021 S halo D R R
2347 30/07/2021 S halo D R R
2355 06/08/2021 S halo D R R
> 2466 23/08/2021 S halo D R R
2484 30/08/2021 S halo D R R
2505 16/09/2021 S S S S
2482 27/08/2021 S halo D R S
% 2491 06/09/2021 S I R |

CLI: clindamicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; FOX: cefoxitina; R: resistente; I: intermediario;
S: sensivel; mudangas no perfil destacadas em negrito.
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A analise da multirresisténcia (MDR) mostrou que 29 (37,2%) amostras foram MDR.
Dessas, 16 amostras (35,5%; 16/45) pertenciam a pacientes sem o diagndstico de COVID,
enquanto 13 (39,4%; 13/33) eram de pacientem com o diagndstico da doencga (figura 3), ndo
sendo observada diferenca estatistica significativa entre as UTIs (p = 0.7289). Entre as amostras

MRSA e MSSA 45,6% (5/11) e 35,8% (24/67) eram MDR, respectivamente.

401 = UTinc
B UTlc

N2 de amostras
N
<

-
o
|

o
|

1 1
MDR nMDR
Classificacao

Figura 3. Distribui¢do das amostras MDR de acordo com a UTI. MDR: “Multidrug-resistant”;
nMDR: ndo-“Multidrug-resistant”; UTIc: Unidade de Tratamento Intensivo COVID- 19: UTInc: Unidade de
Tratamento Intensivo Nao- COVID-19.

5.4.  Deteccao do tipo de SCCmec

A tipificagdo do SCCmec foi realizada para as 11 amostras MRSA, as quais foram
previamente detectadas como resistentes a cefoxitina através da técnica de disco difusdo. Dessa
forma, foi observado que 81,8 % (9/11) possuiam o SCCmec tipo IV e 18,2 % (2/11) carreavam
0 SCCmec tipo 1I.

A analise da distribuicao dos tipos de SCCmec, segundo o tipo de UTI pode ser
observada na figura 4, a qual demostra que todas as amostras da UTIc possuiam SCCmec do
tipo IV. J4 na UTlInc, 75 % (6/8) das amostras MRSA possuiam SCCmeclV, e 25 % (2/8) o
SCCmec I1. Na figura 5 podem ser observados os padrdes de bandeamento dos tipos de SCCmec

em um gel de eletroforese representativo dos tipos de SCCmec.
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Figura 4. Distribui¢do dos tipos de SCCmec de acordo com o tipo de UTIL UTIc: Unidade de
Tratamento Intensivo COVID- 19: UTInc: Unidade de Tratamento Intensivo Nao- COVID-19.

9 10 11 12 13 14

Figura 5. Gel de eletroforese representativo dos tipos de SCCmec. PM: Padrio de tamanho de DNA
(100- pb DNA Ladder, Promega, Wisconsin, EUA); Coluna 1: controle positivo, SCCmec 1I (amostra: Mu50);
coluna 2: Controle positivo, SCCmec I1I (amostra: 63a); coluna 4: Controle positivo, SCCmec IV (amostra: 522a);
colunas 5, 6, 7,9, 10 e 12: amostras representativas do SCCmec 1V; colunas 8, 11 ¢ 13: amostras representativas

do SCCmec II; Coluna 14: Controle negativo da reagdo; pb: Pares de base; kb: kilo bases.
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5.5. Detec¢ao dos genes relacionados as bombas de efluxo

Todas as 78 amostras presentes no estudo foram avaliadas para a presenga dos genes
gacA/ B e smr, relacionados a bombas de efluxo. Todas as amostras foram negativas para os
genes gacA/B. Em contrapartida, 52,6 % (41/78) das amostras possuiam o gene smr (figura 6),
sendo 18 (43,9%) amostras de pacientes da UTIc e 23 (56,1%) de pacientes da UTInc (p
=0.7641). A figura 7 mostra o gel de eletroforese representativo da presenca dos genes gacA/B

csmr.

smr
25— .
28,17 mm UTlc
@ 20 43.9% = UTInc
Q 15
£
©
o 10—
©
[]]
Z 5
0' | 1
Positivo Negativo
Tipo de UTI

Figura 6. Distribuicdo do gene smr de acordo com o tipo de UTI. UTIc: Unidade de Tratamento

Intensivo COVID- 19: UTlInc: Unidade de Tratamento Intensivo Nao- COVID-19.
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Figura 7. Gel de eletroforese representativo da presenca dos genes smr ¢ gacA/B. PM: Padrio de

tamanho de DNA (100- pb DNA Ladder, Promega, Wisconsin, EUA); coluna 1: controle positivo do gene smr
(amostra 1759a, 101 pb); coluna 2: amostra positiva para o gene smr; coluna 3: controle negativo da reagdo para
o gene smr; coluna 4: controle positivo do gene gacA/B (amostra: 1591a, 837 pb); coluna5: amostra negativa para

o gene gacA/B; coluna 6: controle negativo da reag@o para os genes gacA/B; pb: pares de base; kb: kilo bases.

5.6.  Deteccao de genes marcadores do CC398

Todas as 78 amostras foram submetidas a deteccdo dos genes erm(T), scn e luk- PV,
marcadores génicos relacionados ao complexo clonal 398. O perfil erm(T) e scn positivos e
gene /uk- PV negativo, relacionado ao CC398, foi encontrado em 52,6% (41/78) das amostras.

A andlise da distribuicao desse perfil génico em cada UTI mostrou que: 57,6 % (19/33)
das amostras da UTIc e 48,9 % (22/45) das amostras da UTInc (p = 0,4478) apresentaram o
gendtipo relativo ao complexo clonal 398. O perfil génico relacionado ao CC98 foi prevalente
dentre as amostras MSSA (p = 0,0208), enquanto o perfil génico scn positivo, luk- PV positivo
e erm(T) negativo foi prevalente dentre as amostras MRSA (p = 0,0011). Na tabela 13 pode ser

observada a distribui¢do dos genes relacionados ao complexo clonal 398 de acordo com o tipo
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de UTI e susceptibilidade a meticilina. A figura 8 apresenta um gel de eletroforese

representativo dos controles dos genes erm(T), scn e luk- PV.

Figura 8. Gel de eletroforese representativo dos controles dos genes erm(T), scn e luk-PV. PM:
Padrao de tamanho de DNA (100- pb DNA Ladder, Promega, Wisconsin, EUA); coluna 1: controle positivo do
gene erm(T) (amostra 39¢, 200 pb); coluna 2: controle positivo do gene scn (amostra 39¢, 257 pb); coluna 3:

controle positivo do gene luk- PV (amostra 526, 433pb); pb: pares de base; kb: kilo bases.
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Tabela 13. Distribuicdo dos genes associados ao CC398 encontrados nas 78 amostras de Staphylococcus aureus de acordo com o tipo de

Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) e susceptibilidade a meticilina.

n (%) de amostras

Perfil génico Tipo de UTI Susceptibilidade a meticilina
Total (n = 78) Valor de p Valor de p
UTIc (n =33) UTlInc (n =45) MRSA (n=11) MSSA (n =67)
erm(T) 0 0 0 1 0 0 1
Sen 20 (25,6) 10 (30.3) 10 (22,2) 0,4194 4(36.4) 16 (23,9 0,4590
luk- PV 4(5,1) 0 4 (8,9) 0,1331 1(9,1) 34,5 0,4627
erm(T) + scn 41 (52,6) 19 (57,6) 22 (48,9) 0,4478 2 (18,2) 39 (58,2) 0,0208
erm(T) + luk- PV 0 0 0 1 0 0 1
scn + luk- PV 5(6,4) 1(3) 4 (8,9) 0,3892 4 (36,4) 1(1,5) 0,0011
erm(T) + scn + luk- PV 0 0 0 1 0 0 1

Auséncia dos genes
8(10,3) 309,01 5(11,1) 1 0 8(11,9) 0,5920
testados

UTlIc: Unidade de Tratamento Intensivo COVID- 19; UTInc: Unidade de Tratamento Intensivo Ndo COVID- 19; p- valor < 0,05 destacados em negrito
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5.7.  Perfis de fragmentacio do DNA gendmico das amostras por meio de Eletroforese
em Gel de Campo Pulsado depois do tratamento com as enzimas de restricao Smal e/ou

Apal

A determinagdo do perfil de fragmentagdo do DNA gendmico foi realizada em 36
amostras de S. aureus isoladas do swab nasal de 18 pacientes, dos quais sete pacientes eram da
UTlc e 11 da UTInc. Dentre os 18 pacientes, 11 apresentavam duas amostras coletadas e outros
trés pacientes apresentavam trés ou mais amostras. Para outros quatro pacientes, essa técnica
foi aplicada apenas em uma das amostras. Tais amostras foram selecionadas de modo aleatdrio
para serem processadas de acordo com a metodologia descrita no item 4.4.5.

Entre as 36 amostras analisadas, 11 foram tratadas com a enzima de restricdo Smal,
considerada a técnica padrao de fragmentacdo do DNA gendmico em amostras de S. aureus
(figura 9). Ja outras 25 amostras, as quais possuiam os marcadores genéticos para o CC398,
foram tratadas com Smal e Apal, segundo descrito previamente na literatura (figura 10). Como
parametro de analise, as amostras com até quatro bandas de diferenca, ou com mais de 80% de
similaridade foram consideradas como pertencentes ao mesmo pulsotipo. A andlise do perfil de
fragmentacdo do DNA genomico revelou 10 clusters distintos e os pulsotipos foram nomeados
de A até J. O pulsotipo A foi o mais prevalente englobando 23 amostras que possuiam os
marcadores génicos do CC398. O segundo pulsotipo mais prevalente foi o B com trés amostras
(Figuras 9 e 10).

Ao analisarmos as amostras do paciente 12, oriundo da UTInc (Figura 9), observamos
que ambas as amostras pertencem ao mesmo cluster € a colonizagdo inicial € por amostra
MSSA, no entanto, apds duas semanas, ha o isolamento de uma amostra MRSA com SCCmec
do tipo IV. Este cenario de aquisicdo de resisténcia também ¢€ visto para o paciente 9 (Figura
10), o qual estava internado na UTInc e inicialmente era colonizado por amostra MSSA e, apds
uma semana, foi observado que este paciente estava colonizado por amostra MRSA com
SCCmec do tipo I1.

Possivel transmissao horizontal de amostras de S. aureus entre pacientes também podem
ser observadas nesse estudo. Os pacientes 11 e 12 estiveram internados no mesmo periodo, na
mesma unidade (UTInc) e as amostras da segunda coleta de cada individuo possuiam 100% de
similaridade (Figura 9). Esse cenario também pode ser observado entre os pacientes 16 e 23

que estavam internados na UTIc no mesmo periodo (Figura 10).
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A andlise das amostras dos pacientes 2, 11, 17, 20 e 24 mostrou que a primeira amostra
obtida desses pacientes se distingue da segunda amostra obtida com relacdo ao pulsotipo
encontrado, a presenga do gene smr e ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos (Figuras
9 e 10), sugerindo que esses pacientes foram colonizados por mais de uma cepa de S. aureus
durante a internagao.

Em relagdo ao paciente 4 o mesmo pulsotipo foi encontrado para as duas amostras,
contudo sua primeira amostra possuia o gene smr e resisténcia a clindamicina, eritromicina,
gentamicina e penicilina. Ja a segunda amostra desse paciente foi negativa para o gene smr e
apresentou resisténcia apenas a clindamicina e penicilina, sugerindo perda de resisténcia pelo

microrganismo ou a co-colonizagdo por subtipos clonais (Figura 10).
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2342 24 UTIc 22/07/21-12/08/21 8D020202 28/07/21 FOX;CLI'; ERI;GEN;PEN IV + Cl1

2193 2 UTIc 19/02/21 - 24/03/21  8D020208  22/02/21 PEN na - C2

2300 17 UTInc 04/06/21 -28/07/21 13UTI0318 28/06/21  FOX; CIP; CLI; ERI; PEN 1I + El

2333 24 UTIc 22/07/21-18/08/21 8D020202  23/07/21 - na - DI

2231 11 UTInc 06/04/21 - 23/05/21 9B1701 12/04/21 PEN na - D2

2271 11 UTInc 06/04/21 - 23/05/21 9B1701 21/05/21 FOX; ERI; PEN Iv. + BI

2257 12 UTInc 27/02/21 - 06/05/21 9C0505 06/05/21 FOX; ERI; PEN Iv. + BIl

2241 12 UTInc 27/02/21 - 06/05/21 9C0505 22/04/21 ERI; PEN na + B2

2203 2 UTIc 19/02/21 - 24/03/21  8D020208  02/03/21 FOX; CLI'; ERI; PEN v - F1

2273 15 UTIc 24/05/21 - 07/06/21 8D010108  25/05/21 PEN na + Gl

2324 20 UTInc 30/06/21 - 16/07/21 9C1502 15/07/21 PEN na + HI

Figura 9. Dendrograma do perfil genomico das 11 amostras tratadas com a enzima Smal e caracteristicas demograficas e microbioldgicas

relacionadas a cada amostra. CIP: ciprofloxacina; CLI: clindamicina; ERI: eritromicina; na: ndo- aplicavel; ': Fenétipo iMLSp; PEN: penicilina; UTIc: Unidade de

Tratamento Intensivo COVID- 19: UTlInc: Unidade de Tratamento Intensivo Nao- COVID-19.
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OB | 2287 16 UTIc 200521-05/0821  5D4901  08/0621  CLI: ERL PEN na - Al

IO 2283 16 UTIc  20/0521-05/0821  8D020205  02/06/21  CLI; ERI; PEN na - Al

I Ul | 2060 4 UTIc 31/0820-24/0920  9C0501  17/09/20 CLI;ERI; GEN;PEN na + A2

LIl 2054 3 UTlc 24/08/20-13/1020  9C1304  09/10/20 CLISERLGEN;PEN  na 4+ A3

WO || 2467 23 UTIc 11/07/21-24/0821  8D020207  18/08/21 CLIERLGEN:PEN na  + A4

[l 2302 18 UTInc 23/06/21-09/07/21  8C0105  29/06/21 ~ CLI;ERLPEN — na - AS

'l w 2291 16 UTIc 20/05/21-05/0821 8D010108  16/06/21 CLI; ERL; PEN na - A5

Il MBI 2313 16 UTIc 20/0521-05/0821  5DISO1  06/07/21  CLI; ERL; PEN na - A5

A WY 2484 25 UTIne  30/06/21-12/11/21 13UTI30317 30/08/21 CLI;ERLGEN:PEN na 4+ A6

I MUl 2347 25 UTInc 300621 -12/11/21  9B0304  30/07/21 CLI;ERLGEN:PEN na 4+ A6

B LIl 2466 25 UTIne 30/06/21-12/1121 13UTI30317 23/08/21 CLISERLGEN;PEN  na 4+ A7

| I WEIF| 2136 9 UTIc 28/1020-30/0121  07F0105  09/1120 FOX;CLI;ERLPEN 11 - A8

— | [l| 2289 17 UTInc 04/06/21-28/07/21  5D2703  08/06/21 CLI;ERL;GEN;PEN na  + A8
i | 1 Il 2123 9 UTInc 28/1020-30/01/21  07F0105 ~ 03/11/20  CLI; ERI; PEN na - A8
w — | (I WLl | 2081 4 UTinc 31/08/20-24/09/20  9C0501  24/09/20 CLI'; ERI na - A9
1 | Il Bl | 2120 6 UTInc 10/03/20-03/12/20  8C0504  26/10/20 CLI; ER;; GEN;PEN  nma  +  Al0

L DI IL | 2091 6 UTInc 10/03/20-03/12/20  8C0504  19/10/20 CLI}ERI; GEN;PEN  na  +  All
= 4 I W § | 2061 3 UTIc 24/08/20-13/1020  9CI304  17/09/20 CLI5ERLGEN;PEN na  + Al2
B | \ “ '“ﬂ 2310 20 UTInc 30/06/21 - 16/07/21 9C1502  02/07/21 CLI;ERI;GEN;PEN na 4+ Al2
e — W |l |l 2206 10 UTInc 04/02/21-28/04/21 ~ 9F1502  08/03/21  CLI;ERI; PEN na - Al3
L 0 Bl§ || 2491 30 UTInc 29/07/21-21/09/21 13UTI30323 06/09/21 CLLERLGEN;PEN nma  +  Al4
| 1] h 2316 18 UTInc 23/06/21 - 09/07/21 9F0501 06/07/21 CLI; ERI; PEN na - Al4

Figura 10. Dendrograma do perfil gendmico das 25 amostras tratadas com as enzimas Smal e Apal e caracteristicas demograficas e

microbiolc')gicas relacionadas a cada amostra. CIP: ciprofloxacina; CLI: clindamicina; ERI: eritromicina; na: nio- aplicavel; : Fenétipo ;MLS;, PEN: penicilina;

UTlIc: Unidade de Tratamento Intensivo COVID- 19: UTlInc: Unidade de Tratamento Intensivo Nao- COVID-19.
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6. Discussao

Staphylococcus aureus é um dos principais microrganismos associados a infec¢des
relacionadas ao ambiente hospitalar, em especial entre pacientes internados que utilizam
dispositivos médicos invasivos (Paling et al., 2017). A pandemia de COVID-19 causada pelo
virus SARS-CoV-2 ocasionou a hospitalizac@o de diversos individuos que necessitavam do uso
desses dispositivos, especialmente, aqueles relacionados a ventilagio mecanica (Olivas-
Martinez et al., 2021; El Zahran et al., 2023). S. aureus tem sido descrito como um dos
microrganismos mais encontrados como agente colonizador e de infeccdo em individuos
diagnosticados com COVID-19 (Garcia-Vidal et al., 2021; Ciptaningtyas et al., 2022; Langford
et al., 2022), e a colonizacdo prévia pelo patdgeno € relatada como importante fator de risco
para o desenvolvimento de infec¢des causadas por este microrganismo (Sakr et al., 2018; Taki
etal.,2023). Troeman e colaboradores, 2023, em um estudo de coorte multicéntrico envolvendo
10 paises da Europa, desenvolvido entre 2016 e 2019 e envolvendo 5.004 pacientes observaram
que a taxa de incidéncia de infecc@o de corrente sanguinea (ICS) e infec¢do de sitio cirirgico
(ISC) foi de 2,55/100 pacientes para individuos colonizados por S. aureus, e de apenas 0,85/100
pacientes para individuos que ndo estavam colonizados, destacando que individuos carreadores
de S. aureus podem mais facilmente desenvolver infeccoes. Assim, € relevante o
monitoramento da colonizacgado por cepas de S. aureus em um ambiente de alta pressao seletiva,
principalmente entre individuos internados em unidades de tratamento intensivo.

O presente trabalho € parte de um estudo maior que teve como objetivo caracterizar
amostras de S. aureus a partir de swabs nasais oriundos de pacientes com e sem diagndstico de
COVID-19, internados em Unidades de Tratamento Intensivo em um hospital universitario do
Rio de Janeiro. Altas taxas de incidéncia de colonizagdo por S. aureus foram encontradas em
ambas as unidades estudadas com 5,98/1000 pacientes-dia na UTIc e 43,06/1000 pacientes-dia
na UTInc (p <0,01), visto que € considerada pela Comissao de Controle de Infec¢ao Hospitalar
(CCIH) do hospital universitario uma elevada taxa de incidéncia de colonizagdo quando essa
for >4/1000 pacientes- dia. Os altos valores encontrados podem ter relacdo com as estratégias
de prevencao e controle de infec¢des utilizadas nas UTIs, além do impacto no aumento da carga
de trabalho dos profissionais de satide no periodo pandémico (Porto et al, 2019; Stevens et al.,
2020). Vale lembrar que o maior uso de antimicrobianos nesse periodo também pode ter
favorecido a transmissao horizontal de amostras bacterianas (Duran-Manuel et al., 2021). A

maior taxa de colonizacdo por S. aureus encontrada na UTInc, no presente estudo, pode ser
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justificada por esta unidade admitir principalmente pacientes cronicos, € que apresentam
doencas de base debilitantes e altas taxas de score de Charlson.

A partir de um total de 256 amostras de S. aureus isoladas de coloniza¢do nasal, o
presente estudo avaliou 78 amostras oriundas de 33 pacientes que apresentaram pelo menos
duas coletas positivas para S. aureus, dos quais 14 deles estavam internados na UTIc e 19 na
UTlnc. A anélise da variavel “tempo médio desde a admissdo até o primeiro swab positivo para
S. aureus” mostrou que pacientes com COVID-19 foram, em média, mais rapidamente
colonizados por S. aureus (8,29 dias) quando comparado aos pacientes internados na UTI Nao-
COVID-19 (27,16 dias) (p =0,0354). Garcia-Vidal e colaboradores, 2021, relataram um tempo
médio de aquisi¢do de infec¢do por S. aureus em individuos com COVID- 19 semelhante ao
tempo médio encontrado nesse estudo para colonizagdo pelo patégeno. Esse curto intervalo de
para que um individuo desenvolvesse infec¢do por S. aureus pode estar relacionada ao uso
intensivo de ventilacdo mecanica por pacientes com COVID-19, bem como o uso de imuno
moduladores (Falcone et al., 2021).

Em nosso estudo, um menor tempo médio para que um individuo fosse colonizado por
uma cepa MRSA também foi descrito na UTIc (13,5 dias) ao compararmos com a UTInc (29,5
dias), ainda que ndo tenha sido observada diferenca estatistica. Também um maior uso de
antimicrobianos desde a admissdo do paciente até o primeiro swab positivo foi reportado na
UTlc, com 64,3% dos pacientes desta unidade em uso desses agentes em contraste com 47,4%
dos pacientes da UTInc (p= 0,4824). Segundo Rolo e colaboradores, 2017, a elevada pressao
seletiva no ambiente € a responsdvel por selecionar cepas com menor sensibilidade aos
antimicrobianos. Miragaia, 2018, também descreve esse cendrio ao observar que o
desenvolvimento de resisténcia aos beta-lactamicos em Staphylococcus esté relacionado ao uso
extensivo desta classe de antimicrobianos.

Taxas de resisténcia a penicilina, eritromicina e clindamicina acima dos 60% foram
reportadas neste trabalho, além de 83,3% das amostras apresentarem o fenétipo de resisténcia
induzida a clindamicina. Entre amostras MRSA as taxas de resisténcia encontradas para
eritromicina e clindamicina foram de 81,8% e 45,6%, enquanto para amostras MSSA foram de
76,1% e 70,1%, respectivamente. Taxas similares de resisténcia a esses antimicrobianos foram
apresentadas em outros estudos realizados antes da pandemia de COVID- 19, principalmente
entre amostras MRSA (Goudarzi et al., 2016; Liu et al., 2018; Aggarwal et al., 2019). Todavia,
entre amostras MSSA do presente estudo, a resisténcia a eritromicina também foi expressiva,
mas principalmente para clindamicina, tendo 68,7% destas amostras apresentado o fenotipo

iMLSy, enquanto 45,6% das amostras MRS A mostraram este perfil. A presenca desse fendtipo
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ndo era observada em valores tdo elevados nos estudos anteriores a pandemia, e as taxas
variavam entre 11,48% e 46,7% (Adhikari et al., 2017; Aggarwal et al., 2019; Che Hamzah et
al.,2019). Esse cendrio pode ser associado ao elevado uso de macrolideos, como a azitromicina,
que ocorreu durante a pandemia de COVID- 19 em alguns paises, inclusive no Brasil (Del Fiol
et al., 2022; Solanky et al., 2023). O uso excessivo desse antimicrobianos pode favorecer a
selecdo de cepas com resisténcia a classe dos macrolideos, e somado a este fato, pode resultar
em uma resisténcia cruzada a outros antimicrobianos, como a clindamicina (Yao et al, 2019;
Kishk et al., 2020).

No presente estudo, amostras MRS A foram isoladas de nove (27,3%) pacientes, em um
total de 11 (14,1%) amostras. McNeil e colaboradores, 2022, realizaram um estudo clinico de
coorte prospectiva longitudinal em um hospital infantil do Texas, envolvendo 201 amostras de
S. aureus de colonizacdo obtidas em dois periodos, antes e durante a pandemia. Os autores
observaram que 5,4% dos individuos estavam colonizados por MRSA antes da pandemia
enquanto no periodo pandémico houve uma redu¢do no nimero de individuos carreando o
patdgeno, provavelmente devido as medidas de prevencao contra a infec¢do do virus SARS-
CoV-2, como o uso de mascaras e medidas de distanciamento social (McNeil et al., 2022).
Cepas MRSA apresentam resisténcia a todos o beta-lactimicos, com excecdo das
cefalosporinas de quinta geracdo, e estdo associadas a dificil tratamento (Turner et al, 2019).
Além disso, tais cepas estdo relacionadas a maiores taxas de mortalidade hospitalar (Ioannou et
al.,2023). Portanto, a colonizacao prévia por cepas MRSA € relevante e precisa ser monitorada,
principalmente em pacientes graves e que necessitam de procedimentos médicos de alta
complexidade (Alexiou et al., 2017). Ioannou e colaboradores (2023) em um estudo de coorte
retrospectivo unicéntrico realizado na Grécia, entre os anos de 2005 e 2021, envolvendo 256
pacientes, observaram que a bacteremia por MRSA foi um fator associado a mortalidade
hospitalar. Além disso, ja foi observado que infecgdes por MRSA estdo associadas a maiores
custos, embora também exista um crescente aumento nos custos de infecgdes por amostras
MSSA (Filice et al., 2010; Klein et al., 2019).

Em nosso estudo foi observado que 81,8% das amostras MRSA carreavam o SCCmec
do tipo IV, o qual é frequentemente associado a amostras oriundas da comunidade e
denominadas de CA- MRSA (David et al., 2014; Zhong et al., 2023). Por outro lado, 18,2%
das amostras apresentaram o SCCmec do tipo II, o qual estd associado a amostras de origem
hospitalar e sio denominadas de HA- MRSA (David et al., 2014; Zhong et al., 2023). Em
estudos realizados por nosso grupo na cidade do Rio de Janeiro, antes da pandemia de COVID-

19, envolvendo amostras oriundas de colonizacdo nasal e hemocultura, os tipos de SCCmec
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encontrados também foram aqueles dos tipos II e IV (Cavalcante et al., 2017; Chamon et al.,
2017; Augusto et al., 2022). Augusto e colaboradores, 2022, em um estudo de coorte
prospectivo realizado no Rio de Janeiro, entre os anos de 2016 e 2018, envolvendo 123 amostras
de hemoculturas, mostraram que 51,4% e 40,5% das amostras MRSA carreavam os SCCmec
dos tipos II e IV, respectivamente. Vale destacar que todas as amostras da UTIc possuiam o
SCCmec do tipo IV. Ja na UTInc 75 % (6/8) e 25 % (2/8) das amostras carreavam os SCCmec
IV e II, respectivamente. A maior incidéncia de cepas MRSA com SCCmeclV em nosso
trabalho pode estar relacionada ao fato de que o hospital donde o estudo foi realizado, um centro
de referéncia para tratamento de pacientes com COVID-19, recebeu individuos de diversas
localidades e comunidades, sendo em sua maioria pacientes sem comorbidades prévias e
acometidos de forma aguda pelo quadro de COVID-19. J4 a maior parte dos individuos
internados na UTInc sdo pacientes clinicos e portadores de doencas cronicas, que podem fazer
uso recorrentemente de antimicrobianos e, geralmente, possuem histérico de internacdes
prévias, favorecendo assim a colonizag@o por amostras HA- MRSA.

Um cenario descrito nas UTIs avaliadas foi o isolamento de amostras MDR, tanto na
UTlc (42,2% das amostras), quanto na UTInc (39,4%), indicando que a pressao seletiva houve
em ambas as unidades. Estudos realizados em diversos paises antes da pandemia de COVID-
19 j4 mostravam diferentes taxas de amostras de S. aureus MDR, com 24,1% a 50,5% delas
apresentando este fenétipo (Dilnessa et al., 2016; Lee et al., 2017; Gebremariam et al., 2022).
Contudo, no periodo pandémico alguns autores relataram redug@o ou auséncia de alteragcdo nas
taxas de amostras MDR. Jeon e colaboradores, 2022, observaram uma reducao de 38,9% das
taxas de MRSA nas UTIs, que no estudo é considerado como patégeno MDR, quando
analisaram o uso de antimicrobianos e dados clinicos e microbioldgicos de pacientes oriundos
de quatro hospitais da Coréia do Sul, entre 2018 e 2021. Por outro lado, Pinheiro e
colaboradores, 2023, em um estudo observacional retrospectivo unicéntrico realizado com
amostras de individuos internados em diferentes clinicas do Hospital Universitidrio Antonio
Pedro (HUAP), em Niteroi, RJ, entre os anos de 2019 e 2021, verificaram que ndo houve
diferenca significativa entre as taxas de amostras MDR isoladas antes e durante o periodo da
pandemia, com taxas que variaram entre 13,3% no ano de 2019 e 9,7% no ano de 2021. A
variacdo encontrada pelos autores quando comparada aos resultados do presente trabalho
possivelmente estd associada ao fato do presente estudo ter sido realizado em um hospital
referéncia em COVID-19, aceitando pacientes graves, e em UTIs, local onde ha pacientes com
maiores comorbidades, necessitando de assisténcia constante e uso de medicamentos, aspectos

que podem impactar na resisténcia e transmissao de patégenos.
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Uma maior pressao seletiva sobre as amostras também pode ser associada ao elevado
uso de saneantes na pandemia, dado que a prevenc¢do da infeccio pelo virus SARS-CoV-2 foi
realizada através do uso de mascaras e saneantes (OMS, 2023). A tolerancia a saneantes €
associada a bombas de efluxo, as quais podem transportar diversas substancias, como saneantes,
metais pesados e antimicrobianos (Blanco et al., 2016; Almatar et al., 2020). No presente estudo
foram investigados os genes gacA/B e smr que codificam uma proteina transmembrana
responsavel pelo efluxo desses produtos. Contudo, ndo foram encontradas amostras com 0s
genes gacA/B, enquanto o gene smr foi detectado em 52,6% das amostras e em ambas as UTIs
investigadas. Sommer e colaboradores, 2019, em um estudo realizado entre 2016 e 2017 no
Texas, viram que de 119 amostras de S. aureus isoladas de hemocultura 13,4% carreavam os
genes gacA/B. Taxa de 2% de positividade para esses genes foi observada por Longtin e
colaboradores, 2011, no Canadé e de 3,3% por Hassanzadeh e colaboradores, 2017, no Iran.
Em contraste, Conceicao et al., 2016, observou taxa de 40,5% para tais genes em amostras de
S. aureus isoladas de colonizacdo nasal em um estudo que envolveu trés pafses da Africa. Esses
fatos demonstram que a prevaléncia desses genes pode estar associada com a localizacdo
geografica e as linhagens associadas ou provavelmente com o periodo avaliado, ji que o
presente estudo foi realizado durante o periodo pandémico, o que pode ter levado a uma sele¢ao
de amostras expressando o gene smr.

O percentual elevado de amostras carreando o gene smr € superior aos dados relatados
na literatura, tanto antes da pandemia de COVID-19, com variag¢ao de 7% a 30%, (Longtin et
al., 2011; Hassanzadeh et al., 2017; Sommer et al., 2019) quanto durante a pandemia (30%)
(Ghasemzadeh-Moghaddam et al., 2022), e provavelmente é consequéncia do intenso uso de
saneantes e antimicrobianos neste periodo (OMS, 2023). Além disso, a presenca desse gene
pode interferir na eficiéncia da antissepsia de pacientes, ja que ele tem sido associado a maiores
valores de expressdo pelo método de Cartwheel quando agentes saneantes sdo testados frente a
amostras de S. aureus (De Oliveira, 2019). Vale destacar que os genes abordados neste estudo,
qgacA/B e smr, sdo carreados por plasmideos e podem ser transferidos entre as cepas bacterianas.
Portanto, em cendrios de elevada pressdo seletiva associados ao maior nimero de
hospitalizagdes, a transmissdo desses genes pode ser facilitada, justificando nossas taxas mais
elevadas para o gene smr em ambas as UTIs.

Com o objetivo de estudar a dindmica clonal e compreender o processo de aquisi¢ao de
colonizagdo por S. aureus, parte das amostras foram avaliadas pela técnica de PFGE. Entre as
36 amostras utilizadas nesta andlise, 26 ndo puderam ter seu DNA genomico fragmentado

apenas pela enzima Smal, havendo também a necessidade do uso da enzima Apal, fato também
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relatado por Voss e colaboradores, 2005, e Guimaraes e colaboradores, 2022, sendo, portanto,
associadas ao complexo clonal 398. A andlise clonal revelou 10 clusters distintos e os
pulsotipos foram nomeados de A até J. O pulsotipo A foi o mais prevalente englobando 23
amostras e foi associado ao CC398. O segundo pulsotipo mais prevalente foi o B englobando
trés amostras de S. aureus.

O complexo clonal 398 (CC398) foi descrito como agente colonizador e causador de
infec¢do em humanos primeiramente por Voss e colaboradores, 2005, em um estudo realizado
nos Paises Baixos, entre 2004 e 2005. Cepas MRSA desse complexo clonal geralmente sdao
associadas a pecudria, assim sdo denominadas de LA-MRSA. Contudo, esse complexo alberga
principalmente amostras MSSA, as quais t€ém sido cada vez mais isoladas como agente
infeccioso e de colonizagdo em humanos. (Lozano et al., 2011; Carrel et al., 2017; Di Gregorio
et al., 2022; Guimaraes et al., 2022). Os genes erm(T) e scn sdo relatados como marcadores das
cepas pertencentes ao CC398, enquanto o gene luk- PV ndo € observado nessas cepas (Di
Gregorio et al., 2022; Laceb et al., 2022; Zeggay et al., 2023). Em nosso estudo detectamos
esse perfil génico em um total de 52,6% (41/78) das amostras e quase todas estas amostras
(97,6%, 40/41) apresentavam o fendtipo iMLSs. Esse fato também foi verificado por Laceb e
colaboradores, 2022, em um hospital no oeste da Argélia. Os autores avaliaram 92 amostras de
S. aureus isoladas de colonizagdo nasal de pacientes, da equipe médica e do ambiente hospitalar
e detectaram oito amostras MSSA do CC398 com o gene erm(T) e o fenétipo iMLSy. Portanto,
a elevada taxa de amostras MSSA associadas ao complexo clonal 398, detectadas em nosso
estudo parece estar relacionada com o também alto percentual de amostras com o fendtipo
iMLSp.

Alguns estudos na literatura t€ém discutido a presenca do CC398 em amostras de
colonizagdo nasal e infeccdo (Lozano et al., 2011; Carrel et al. 2017; D1 Gregorio et al., 2023).
Lozano e colaboradores, 2011, detectaram duas amostras do CC398 em seu trabalho realizado
na Espanha, em 2009, envolvendo 53 amostras de colonizagdo nasal de 278 pacientes sauddveis
e sem aparentes fatores de risco. Carrel e colaboradores, 2017, em um estudo de coorte
retrospectiva, realizado com 34.025 amostras de infeccdo isoladas de 47.513 pacientes de 136
centros médicos de veteranos, entre 2003 e 2014, nos EUA, observaram que 13,5% eram do
CC398. Os autores sugeriram a presenca desse CC a partir do resultado do antibiograma.
Contudo, a confirmacgao necessitaria do emprego de técnicas moleculares, como PFGE, MLST
ou sequenciamento de genoma completo (Carrel et al., 2017). Além disso, eles também
observaram um aumento das taxas das possiveis amostras pertencentes ao CC398 ao longo dos

anos, indo de 5,7% em 2003 a 14,9% em 2014 (Carrel et al., 2017). Di Gregorio e
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colaboradores, 2023, em um trabalho prospectivo observacional em infec¢do de corrente
sanguinea por S. aureus, realizado no ano de 2019 envolvendo cinco paises da América do Sul
relataram que 18,8% das 239 amostras MSSA eram do CC398. O presente estudo mostra uma
taxa maior em relacdo as relatadas na literatura, com 52,6% das amostras com marcadores para
o CC398. A elevada taxa encontrada neste trabalho pode estar associada ao maior uso de
macrolideos no Brasil durante a pandemia, o que pode ter favorecido a emergéncia de clones
que apresentam resisténcia a esta classe de antimicrobianos, como o CC398. Cabe lembrar o
fato de que linhagens MSSA ndo sdo frequentes alvos de estudos em ambientes hospitalares,
dificultando anélises comparativas e epidemioldgicas.

Os mecanismos genéticos envolvidos na perda e aquisicdo de genes tém contribuido
para a evolucdo de patdgenos bacterianos e alterado a dindmica clonal em ambientes
hospitalares. Em nosso estudo duas amostras da mesma linhagem e isoladas de dois diferentes
pacientes adquiriram o elemento genético mével SCCmec IV. Liu e colaboradores, 2022,
observaram que ambientes de elevada pressao seletiva, bem como o uso de concentragdes sub-
inibitorias de antimicrobianos favorecem a transferéncia horizontal de elementos genéticos
moveis. Em um estudo que utilizou 25 amostras de E. coli isoladas de porcos, bezerros e carne
de frango em 2015 na Dinamarca, Liu e colaboradores, 2019, observaram que a exposi¢do a
diferentes antimicrobianos pode levar ao aumento da transferéncia de elementos genéticos
moveis, que ocorre de modo natural. Assim, nossos resultados podem estar relacionados a
processos naturais, como conjuga¢do e transducdo génicas, e que auxiliam na sobrevivéncia e
evolucdo das bactérias, mas que podem ter sido favorecidos devido ao ambiente de elevada
pressao seletiva como as UTIs, durante a pandemia de COVID-19.

Além disso, também foram observadas possiveis transmissdes horizontais de cepas de
S. aureus no ambiente hospitalar avaliado. A transmissdo de amostras ocorreu entre individuos
internados na UTIc e entre aqueles da UTInc, envolvendo diferentes linhagens, e pode ter sido
mediada pela equipe de trabalho da UTI e/ou pelos instrumentos usados por ela. E importante
também lembrar que se trata de uma periodo pandémico em que a pressdo seletiva pelo uso de
antimicrobianos e saneantes e a carga de trabalho intensa exercida sobre os profissionais de
satde podem ter contribuido para estes eventos. Loftus e colaboradores, 2018, através de seu
estudo realizado nos Estados Unidos, envolvendo 178 amostras de S. aureus observaram sete
casos de transmissado de S. aureus e, as fontes de transmissao foram supostamente os pacientes,
as maos de profissionais de saide e/ou equipamentos médicos. Além disso, foi relatado que

salas de cirurgia, sdo potenciais locais de transmissdo de cepas de S. aureus (Loftus et al., 2018).
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Em nosso estudo, demonstramos altas taxas de resisténcia a penicilina, eritromicina e
clindamicina em amostras de S. aureus isoladas de coloniza¢do nasal, com um considerdvel
ndmero de amostras apresentando os fenétipos MDR e iMLSb. O gene smr foi identificado em
aproximadamente metade das amostras indicando pressdo seletiva sobre as amostras no
periodo. A presenca dos marcadores genéticos para o complexo clonal 398 foi reportada em
52,6% das amostras, fato que pode influenciar na dindmica de clones prevalentes no ambiente
hospitalar. Os processos de aquisicao de resisténcia e de disseminacao e transferéncia de cepas
entre individuos foi verificada, destacando e reforcando a necessidade de estudos envolvendo

colonizagdo nasal por S. aureus no ambiente hospitalar.
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Conclusoes

Dentre os 33 pacientes avaliados no estudo, aqueles internados na UTI COVID-19
foram, em média, mais rapidamente colonizados por S. aureus quando comparado aos

pacientes internados na UTI Nao-COVID-19 (p =0,0354).

Taxas de resisténcia acima de 60% foram observadas para clindamicina, eritromicina e
penicilina entre amostras de S. aureus em ambas as UTIs avaliadas. Além disso, 41%
das amostras apresentam o fendtipo MDR e 83,3% das amostras com ndo sensibilidade
a eritromicina foram associadas ao fenotipo iMLSy, , havendo prevaléncia de amostras

MSSA com esse fendtipo (p = 0,0007).

Amostras MRSA foram detectadas em nove (11,5%) pacientes, sendo 9,1% das
amostras identificadas na UTIc e 17,8% na UTInc. O SCCmec do tipo IV foi prevalente
(81,8%) e identificado em todas as amostras da UTIc e em 71,4% da UTlInc.

Possivel mudanga no perfil de susceptibilidade foi observada em amostras de 14
(17,9%) pacientes, ao longo da internacdo, e 42,9% destes apresentaram amostras

iniciais MSSA seguido do isolamento de amostras MRSA.

O gene smr foi detectado em 52,6% das amostras, enquanto todas as amostras foram

negativas para os genes gacA/B.

O perfil génico marcador para o complexo clonal 398 foi associado a 52,6% das
amostras, sem diferenca estatistica entre as UTIs, mas prevalente dentre amostras MSSA

(p = 0,0208). Duas amostras MRSA foram associadas a este CC.

Transmissao horizontal de amostras de S. aureus ocorreu entre individuos internados na

UTlc e entre aqueles da UTInc.
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