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RESUMO
EVELLYN MAX GUEDES

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina isolados de colonizagdo nasal de pacientes
internados em um hospital do Rio de Janeiro na pandemia de COVID-19: aspectos fenotipicos
e genotipicos associados ao biofilme bacteriano

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

Resumo 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 Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Staphylococcus aureus é um patdgeno de grande relevancia na clinica médica como agente de
infecgBes comunitarias e relacionadas a assisténcia a saude. Apesar de membro da microbiota
da pele e de mucosas, como as narinas, a colonizagao prévia por esse microrganismo configura-
se como um fator de risco para a aquisicdo de infeccdo, especialmente, quando a amostra é
classificada como MRSA (methicillin-resistant S. aureus). Entre muitos fatores de viruléncia,
a capacidade de formar biofilme, cuja regulagdo envolve o sistema Agr, e a presenca de
determinantes de resisténcia a antimicrobianos o torna um patdgeno oportunista relevante. Na
pandemia de COVID-19 houve maior uso de antimicrobianos, sanitizantes e de dispositivos
médicos invasivos, fatores que podem ter favorecido a emergéncia e a persisténcia de
microrganismos multirresistentes produtores de biofilme. O objetivo deste estudo é avaliar
amostras MRSA isoladas de pacientes colonizados e internados em um hospital publico durante
a pandemia de COVID-19 quanto a producdo de biofilme e genes relacionados, e em relacdo
ao perfil clonal das amostras. Entre Set/2020 e Set/2021 foram obtidas 93 amostras MRSA de
swabs nasais de 93 pacientes de duas UTIs, COVID e ndo-COVID, as quais foram previamente
caracterizadas quanto ao perfil de resisténcia antimicrobiana e ao tipo de SCCmec. A
capacidade de formacdo de biofilme foi avaliada em placas de microtitulacdo de poliestireno e
a deteccdo dos genes icaA e sasG foi avaliada por PCR uniplex. A tipagem do sistema Agr foi
determinada por PCR multiplex, enquanto a funcionalidade deste sistema foi verificada através
da detecgdo da produgdo de 6-hemolisina em agar-sangue. A linhagem clonal das amostras
fortes e moderadas produtoras de biofilme foi determinada por meio das técnicas moleculares
de PFGE e MLST. Os resultados mostraram que 54,8% das amostras foram fortes (19,3%) ou
moderadas (35,5%) produtoras de biofilme, com maior frequéncia de forte producéo entre
aquelas oriundas da UTI COVID-19 (33,3% [11/33]; p = 0,0114). O gene icaA foi detectado
em todas as 93 amostras e 0 gene sasG em 88,2% delas. O sistema Agr tipo Il foi o mais
frequente (65,5%), seguido do tipo | (24,8%) e do tipo 111 (9,7%). Entre 51 (54,8%) amostras
fortes/moderadas produtoras de biofilme 49% eram do complexo clonal (CC) 5-SCCmec tipos
IV ou Il e 31,4% eram amostras comunitarias dos CC8 -1V e CC30-1V. Amostras do CC5
carreavam o Agr tipo Il e 61% foram fortes produtoras de biofilme, enquanto amostras do CC8
carreavam o Agr tipo I, sendo 82,3% produtoras moderadas. O sistema Agr se mostrou ativo na
maioria das amostras (72%), indicando possivel cenario de dispersdo do biofilme. O estudo
mostrou alta capacidade de formacao de biofilme entre as amostras MRSA e a emergéncia de
linhagens comunitarias colonizando pacientes no hospital durante o periodo avaliado na
pandemia, reforcando o uso de estratégias de vigilancia e de prevencdo de colonizacéo por
amostras de S. aureus multirresistentes.

Palavras-chave: S. aureus, COVID-19, colonizacéo, biofilme, linhagens clonais
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina isolados de colonizacdo nasal de pacientes
internados em um hospital do Rio de Janeiro na pandemia de COVID-19: aspectos fenotipicos
e genotipicos associados ao biofilme bacteriano

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

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Staphylococcus aureus is a pathogen of significant relevance in medical practice as a causative
agent of both community-acquired and healthcare-associated infections. Despite being part of
the microbiota of the skin and mucous membranes, such as the nostrils, prior colonization by
this microorganism constitutes a risk factor for acquiring infections, particularly when the
isolate is MRSA (methicillin-resistant S. aureus). Among its numerous virulence factors, the
ability to form biofilms, that is regulated by the Agr system, and the presence of antimicrobial
resistance determinants make it a notable opportunistic pathogen. During the COVID-19
pandemic, the increased use of antimicrobials, sanitizers, and invasive medical devices may
have contributed to the emergence and persistence of biofilm-producing multidrug-resistant
microorganisms. This study aims to evaluate MRSA isolates obtained from colonized patients
hospitalized in a public hospital during the COVID-19 pandemic, focusing on biofilm
production, associated genes, and the clonal profiles of isolates. Between Sep/2020 and
Sep/2021, 93 MRSA isolates were obtained from nasal swabs of 93 patients from two ICUs
(COVID and non-COVID). These isolates were previously characterized regarding their
antimicrobial resistance profiles and SCCmec types. Biofilm formation capacity was assessed
using polystyrene microtiter plates, and the presence of the icaA and sasG genes was detected
by uniplex PCR. The Agr system typing was investigated by multiplex PCR, while its
functionality was verified by detecting 6-hemolysin production on blood agar. The clonal
lineages of strong and moderate biofilm-producing isolates were determined using PFGE and
MLST molecular techniques. The results showed that 54.8% of the isolates were strong (19.3%)
or moderate (35.5%) biofilm producers, with a higher frequency of strong producers among
isolates from the COVID-19 ICU (33.3% [11/33]; p = 0.0114). The icaA gene was detected in
all 93 isolates, and the sasG gene was present in 88.2%. Agr system type Il was the most
frequent (65.5%), followed by type | (24.8%) and type Il (9.7%). Among the 51 (54.8%)
strong/moderate biofilm-producing isolates, 49% belonged to the clonal complex (CC) 5-
SCCmec types IV or I, and 31.4% were community isolates from CC8-1V and CC30-1V. CC5
isolates had Agr type I, with 61% being strong biofilm producers, while CC8 isolates carried
Agr type I, with 82.3% being moderate producers. The Agr system was active in most isolates
(72%), suggesting a potential scenario for biofilm dissemination. This study showed a high
biofilm formation capacity in the MRSA isolates and the emergence of community lineages
colonizing hospitalized patients during the period evaluated in the pandemic, refoinforcing the
use of strategies and prevention of colonization by multidrug-resistant S. aureus isolates.

Key-words: S. aureus, COVID-19, colonization, biofilm, clonal lineages
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RESUMO PARA LEIGOS
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internados em um hospital do Rio de Janeiro na pandemia de COVID-19: aspectos fenotipicos
e genotipicos associados ao biofilme bacteriano

Orientadoras: Kéatia 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 obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacdo no RCS Trabalho de Concluséao de Curso.

Staphylococcus aureus é um micrébio comum presente na pele e no nariz das pessoas. Mas, as
pessoas que possuem esse microbio no corpo tém maiores chances de desenvolver infeccoes,
principalmente quando ela esta internada em um hospital. No caso de infec¢des, é necessario
usar antibidticos, medicamentos que combatem o microrganismo, mas se 0 microbio é resistente
a estes medicamentos, como Staphylococcus resistente a meticilina, o tratamento do paciente
se torna mais dificil. Uma das caracteristicas que torna esse patdgeno tdo perigoso é sua
capacidade de formar uma camada protetora chamada de biofilme, que o0 ajuda a se proteger de
medicamentos e do sistema de defesa do individuo. O biofilme é formado por um conjunto de
microrganismos vivendo juntos, como uma comunidade, a qual esta envolvida por uma
substancia, como se fosse uma cola, que protege estes microbios. Essa cola também permite
que eles grudem no nosso corpo e nos utensilios médicos do hospital. Durante a pandemia de
COVID-19, houve maior uso de antibidticos e dos utensilios médicos, favorecendo assim o
crescimento de microrganismos mais resistentes. S. aureus podem ser divididos no que
chamamos de “linhagens clonais”, o que seria semelhante ao termo raga usado para diferenciar
caes, e tais linhagens podem ser encontradas tanto no hospital como na comunidade. Esse
estudo analisou amostras de S. aureus resistentes a antibioticos coletadas de pacientes
internados em um hospital, em uma unidade de terapia intensiva (UTI) de pacientes com
COVID-19 e em outra UTI de pacientes sem COVID-19. O objetivo foi entender o quanto essas
bactérias formam biofilmes, se 0s genes envolvidos neste processo estavam presentes e se havia
diferenca entre microbios de cada UTI. Os resultados mostraram que mais de 50% das amostras
de S. aureus conseguiam formar muito biofilme, e uma quantidade maior destas amostras eram
de pacientes que tinham COVID-19. Além disso, as amostras de S. aureus analisadas
apresentavam genes que facilitam a formacao do biofilme. Também verificamos que cerca de
80% das amostras que formaram muito biofilme eram de apenas duas linhagens, uma hospitalar
e outra de origem comunitaria. O estudo destaca a importancia do uso de medidas para prevenir
a colonizacdo e disseminagdo hospitalar por microbios resistentes, especialmente em ambientes
de cuidados intensivos, como as UTIs.
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1. INTRODUCAO

1.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus spp. pertence a familia Staphylococcaceae e engloba mais de
60 espécies (LPSN, 2024). Esse grupo de microrganismos apresenta células dispostas como
cachos de uva e de coloragdo roxa apoOs serem coradas pela técnica de Gram, sendo classificadas
como cocos Gram positivos. Essa caracteristica é responsdvel por nomear esse género
bacteriano: do latim staphylos, “cacho” e kokkos, “semente” (Madhaiyan, Wirth e Saravanan,
2020). Bactérias integrantes desse gé€nero sdo imdveis, ndo formadoras de esporos e suas
colonias podem apresentar coloracdo que varia do branco ao amarelo. Além disso, possuem
uma espessa camada de parede celular, composta, principalmente, por peptidoglicano, acido
teicoico e proteinas (Bannerman e Peacock, 2007; Rohde, 2019).

A versatilidade quanto a sua forma de crescimento ¢ outra caracteristica muito
importante nesses organismos, visto que apresentam capacidade de crescer em meio contendo
7,5% de cloreto de sodio, em faixas de temperaturas de 18 °C a 40 °C e em ambientes aerdbicos
e anaerobicos (Madhaiyan, Wirth e Saravanan, 2020). A produ¢do da enzima catalase,
associada aos aspectos morfotintoriais auxiliam na diferenciacdo de outros cocos Gram-
positivos, como dos géneros Enterococcus € Streptococcus, 0os quais nao apresentam a
capacidade de produgao desta enzima, que promove a catalise da decomposi¢ao do perdxido de
hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio gasoso (0O2). Pode-se ressaltar também que o
género Staphylococcus possui resisténcia a 0,04 U de bacitracina. (Bannerman e Peacock, 2007;
Teixeira et al., 2008; Buvelot et al., 2017).

O género Staphylococcus ¢ subdivido em dois grupos principais: Staphylococcus
coagulase-negativos (SCN) e Staphylococcus coagulase-positivos (SCP). Tal classificagdo ¢
devido a capacidade ou nao de produgao da proteina coagulase, a qual reage com a protrombina
plasmatica, promovendo a conversdo de fibrinogénio em fibrina e gerando codgulos (Crosby,
Kwiecinski, e Horswill, 2016). A espécie Staphylococcus aureus ¢ a de maior relevancia no
grupo dos SCP em humanos, enquanto no grupo dos SCN as espécies mais relevantes na
literatura sao Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus e Staphylococcus
saprophyticus (Becker, Heilmann e Peters, 2014; Becker e Von Eiffer, 2015; Smith e Andam,
2021).

S. aureus ¢ frequentemente encontrado na microbiota da pele e no epitélio nasal de 20
a 40% de individuos saudaveis da comunidade, apesar de também ser um relevante patogeno

de importancia médica (Lee ef al., 2018; Krismer et al., 2017). As narinas anteriores sao o



principal reservatorio deste microrganismo, contudo outros locais do corpo humano, como
axilas, trato gastrointestinal, perineo e pele podem ter S. aureus como membro da microbiota
(Sakr et al., 2018). As cavidades nasais sdo sitios de transi¢do entre a pele seca e as mucosas
das vias aéreas, apresentando gé€neros bacterianos distintos, como Corynebacterium,
Staphylococcus e Moraxella como colonizadores (Krismer et al., 2017; Laux, Peschel e
Krismer, 2019). A pouca quantidade de microrganismos na cavidade nasal estd relacionada com
o fato desta regido possuir uma baixa presenca de nutrientes importantes para o crescimento
bacteriano. Nesse sentido, os microrganismos capazes de permanecer nesse ambiente
promovem a secre¢do de proteases que degradam proteinas do hospedeiro, como albumina,
lactoferrina, hemoglobina e mucina, propiciando a obten¢do de nutrientes essenciais para o
funcionamento do metabolismo celular destas bactérias (Krismer ef al., 2014; Laux, Peschel e
Krismer, 2019). Além disso, S. aureus apresentam um arsenal de adesinas que tornam esse
microrganismo mais apto para o estabelecimento da adesdo, colonizagdo nasal e processo de
patogénese, como o grupo das MSCRAMMs, adesinas que serdo abortadas no préximo topico
Ghasemian et al., 2015)

A grande diversidade de fatores de viruléncia em S. aureus que permitem sua evasao
do sistema imune do hospedeiro, sendo um agente causal de diversos tipos de infec¢do, tanto
em ambientes hospitalares quanto comunitarios, o que torna este microrganismo um importante
patdgeno oportunista (Zecconi e Scali, 2013; Nowicka e Grywalska, 2019). A colonizagao por
S. aureus encontra-se intimamente relacionada ao desenvolvimento posterior de infecgdes,
principalmente em cendrios onde ocorre menor resposta do sistema imunologico do hospedeiro
ou quando ha algum comprometimento e/ou ruptura da barreira cutinea-mucosa, possibilitando

o0 acesso de S. aureus a tecidos estéreis do individuo e a corrente sanguinea (O’Gara, 2017).

1.1.2 Viruléncia

S. aureus ¢ um patégeno com um amplo espectro de fatores de viruléncia que
contribuem para o sucesso de coloniza¢ao do hospedeiro, adesao, invasao em diferentes tecidos
e ainda a capacidade de evasdo do sistema imune (O’Gara, 2017; Jenul e Horswill, 2019).

O estabelecimento do processo de adesdao ¢ possibilitado por um série de proteinas
superficiais, das quais se destacam as denominadas “componentes de superficie microbiana que
reconhecem moléculas de matriz adesiva” (MSCRAMMSs — microbial surface componentes
recorgnizing adhesive matrix molecules), que sdo proteinas bacterianas com capacidade de
reconhecimento especifico a componentes da matriz extracelular do hospedeiro, como

colagenos, lamininas, fibronectinas e elastinas (Foster, 2019). Nesse sentido, pode-se destacar



nesse grupo a prevaléncia dos genes clfA e clfB, os quais codificam proteinas de ligacdo ao
fibrinogénio, do gene ebp, importante na geragdo de uma proteina que permite a ligagao a
elastina, e do gene cna capaz de codificar uma proteina de adesdo ao coladgeno (Liu et al., 2010;
Nowicka e Grywalska, 2019; Foster, 2019). Além disso, ¢ importante ressaltar também a
presenca das proteinas A e B que se ligam a fibronectina (FnBPA e FnBPB — fibronectin biding
protein A e fibronectin biding protein B) (Cheung, Bae e Otto, 2021).

Esse microrganismo também possui capacidade de produgdo de enzimas relevantes no
cenario de obtencao de energia e disseminacao da bactéria no organismo do hospedeiro, como
nucleases, proteases, lipases, colagenases e hialuronidases (Tam e Torres, 2019).

Em relagdo a evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro, a presenca da cépsula
polissacaridica possui um papel antifagocitirio e a proteina A estafilococica (SpA —
Staphylococcal protein A) apresenta a capacidade de ligacdo a por¢ao Fc das imunoglobulinas
G (IgG), dificultando a atuagdo dos anticorpos e o processo de fagocitose da célula bacteriana
(Foster et al., 2014; Visansirikul, Kolodziej e Demchenko, 2020).

Outra relevante caracteristica e estratégia em S. aureus ¢ a secre¢do de toxinas que
possuem acdo local ou até mesmo sistémica, como a leucocidina Panton-Valentine (PVL),
capaz de formar poros na membrana e lisar a célula, as hemolisinas (a, B, 0 € y) relacionadas a
alteracdes da permeabilidade celular frente a interacdo das mesmas com a membrana alvo,
danificando a célula hospedeira, as enterotoxinas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI,
SEJ, SEM, SEN, SEO e SEU), as toxinas esfoliativas (ETA ¢ ETB) e a toxina da sindrome do
choque-téxico (TSST-1) (Spaan, Van Strijp e Torres, 2017; Oliveira, Borges e Simdes, 2018;
Tam e Torres, 2019).

1.1.2.1 Biofilme

A formacao do biofilme ¢ um fator de viruléncia em destaque na espécie S. aureus. O
biofilme ¢ definido como um agregado de células microbianas que se encontram imersas em
uma matriz de substancias poliméricas extracelulares, podendo se aderir a superficies bioticas
e/ou abiodticas através de proteinas de superficie celular bacteriana (Jamal et al., 2018; Foster et
al., 2020). Muitas infecgdes cronicas de dificil tratamento e elevado custo estdo associadas a
formagdo de biofilme em dispositivos médicos e tecidos do hospedeiro, uma vez que as células
agregadas nesta matriz se encontram menos susceptiveis a agdo de antimicrobianos, devido a
dificuldade de penetracdo destes compostos e também do sistema imunologico do hospedeiro,
favorecendo a persisténcia bacteriana no organismo (Lister e Horswill, 2014; Moormeier e

Bayles, 2017). O biofilme pode também estar relacionado a um foco de disseminag@o em outros



sitios devido ao rompimento da matriz, liberacdo e dispersdo dos microrganismos (Moormeier
e Bayles, 2017; Le, Park e Otto, 2018).

Em geral, o processo de formacdo de biofilme bacteriano pode ser dividido em trés
etapas principais, sendo estas a adesdo, maturagdo e dispersao (Otto, 2013). Inicialmente, a
adesdo bacteriana em superficie abidtica inerte envolve, principalmente, a ocorréncia de
ligacdes inespecificas dependente da carga superficial da célula bacteriana e hidrofobicidade
(Lister e Horswill, 2014). No entanto, em relagdo a superficie de implantes ou dispositivos
médicos, a adesdo ocorre, majoritariamente, pelas adesinas da parede celular bacteriana, como
por exemplo as MSCRAMMs. Isto acontece pelo fato do dispositivo médico apds inserido no
hospedeiro ser imediatamente recoberto por proteinas plasmaticas e/ou de matriz extracelular,
como fibronectina, coldgeno e fibrinogénio, o que potencializa a fixagdo do microrganismo no
dispositivo (Otto, 2008; Franz et al., 2011; Arciola, Campoccia € Montanaro, 2018).

Apos o processo de adesdo, inicia-se a fase de multiplicacdo das células bacterianas e
formacao de microcoldnias, dando sequéncia entdo ao estdgio de maturacao do biofilme, o qual
¢ possibilitado pela agregacdo bacteriana e produgdo da matriz extracelular polimérica
(Moormeier et al, 2014). O biofilme de Staphylococcus spp. pode apresentar diferentes
biomoléculas, como polissacarideos, proteinas e/ou DNA extracelular (Otto, 2013; Foster et al.,
2014). A PIA (polysaccharide intercelular adhesin) ¢é wuma glicosaminoglicana,
frequentemente, presente e tem como principal fun¢do ligar as células bacterianas e garantir a
integridade do biofilme. Sua expressdo ¢ controlada pelo operon ica, o qual é formado pelos
genes icaA, D, B e C e pelo gene icaR que atua na regulagdo, sendo um repressor. O gene icaA
¢ um dos principais associados a sintese polissacaridica na composi¢do do biofilme, codificando
uma enzima chamada N-acetilglucosamina transferase, responsavel pela adicdo do agucar N-
acetilglucosamina a cadeia polissacaridica que compdem a PIA (Otto, 2013; Otto, 2018;
Alabdullatif e Alzahrani, 2022).

A literatura também relata cepas MRSA (methicillin-resistente S. aureus) produtoras de
biofilme PIA-independente, com composi¢ao bioquimica, majoritariamente, proteica. Neste
caso, os biofilmes formados podem apresentar biomoléculas, como a proteina A, as proteinas
de ligagdo a fibronectina A ¢ B (FnBPA e FnBPB) e a proteina SasG (S. aureus surface protein
G), as quais exercem funcdes essenciais para manutengdo desta estrutura e acumulo celular
(Houston et al., 2011). Pode-se destacar também o gene bap, o qual € responsavel pela
codificacdo de uma proteina de ancoragem associada a instalacao do biofilme independente de
PIA (Torres et al., 2019). Nesse sentido, o produto gerado pela expressao do gene bap pode

auxiliar a fixacdo primaria do biofilme, como em substancias inertes (Salina et al., 2020). Além



disso, alguns estudos sugerem que a alta expressao de PBP2a pode inibir, por mecanismos ainda
nao esclarecidos, a expressao dos operons ica € agr em amostras biofilme-positivas, o que
poderia estar relacionado ao fato de grande parte das amostras MRSA apresentarem biofilme
proteico e aquelas MSSA (methicillin-susceptible S. aureus) possuirem uma composi¢ao
polissacaridica. Contudo, cepas produtoras de biofilmes proteicos podem apresentar mais
vantagens de adaptacdo ao ambiente, como a possibilidade de ter maior resisténcia a
antimicrobianos em decorréncia do fato das moléculas na matriz protéica poderem formar uma
barreira mais densa e complexa que impede a penetragdo de compostos em comparagao com a
matriz polissacaridica. (Fitzpatrick, Humphreys e O'Gara, 2005; O’Neill et al., 2007; Pozzi et
al.,2012; McCarthy et al., 2015; Hosseini et al., 2020).

O biofilme de S. aureus também pode ser composto por DNA extracelular, em virtude
da lise celular realizada pelas autolisinas presentes na superficie da célula bacteriana. Esse
material liberado pode se ligar a superficies nao revestidas por proteinas, auxiliando no processo
de adesdo (Foster ef al, 2014). Além disso, o crescimento do biofilme durante a etapa de
proliferacdo e maturagdo ¢ acompanhado pela producdo de componentes da matriz, como
eDNA (Otto, 2018)

Ao final do processo de formagdo de biofilme, ocorre o estagio de dispersdo com o
rompimento da matriz extracelular e liberacdo das células bacterianas, gerando um foco de
disseminagdo para outros sitios no hospedeiro ou ambiente (Arciola, Campoccia e Montanaro,
2018). Dentre os principais mecanismos relacionados a etapa de dispersao, destaca-se o sistema
de quorum-sensing Agr (accessory gene regulator), o qual pode controlar a expressdo de
determinados genes relacionados a viruléncia (proteases, hemolisinas e toxinas) de acordo com
a deteccdo da densidade celular. Dessa forma, o operon agr ¢ formado por quatro genes,
denominados agrA, agrC, agrD e agrB e associados aos processos de sinalizagdo e ativagdo do
sistema quorum-sensing (Boles e Horswill, 2008; Le e Otto, 2015; Arciola, Campoccia e
Montanaro, 2018; Raghuram et al, 2022). Polimorfismos em AgrD, o peptideo autoindutor,
resultam em quatro diferentes grupos principais de sistema Agr, denominados de tipos I, II, III
e IV (Javdan, 2019; Derakhshan, Navidinia e Haghi, 2021; Raghuram et al, 2022).

O operon agr ¢ composto pelo locus do RNAII, o qual apresenta o promotor P2, e pelo
RNAIII que apresenta o promotor P3 (Figura 1). A molécula efetora e intracelular de RNAIII
tem como uma das principais funcgdes a repressao da expressao de diversas proteinas presentes
na superficie da célula bacteriana e, consequentemente, o favorecimento da expressdo de
toxinas e enzimas. Essa molécula pode também ter uma atuacdo como RNA mensageiro do

gene hld, responsavel pela codificagdo da 6-hemolisina, cuja producio pode ser detectada por



teste fenotipico em agar sangue, utilizando uma amostra controle produtora de -hemolisina.
Essa hemolisina em contato com a 6-hemolisina produzida pela amostra clinica leva a uma agao
sinérgica no sangue, produzindo uma hemolise em forma de seta na interse¢@o da acdo de ambas
as hemolisinas, indicando a ativagdo do sistema Agr (Novick e Geisinger, 2008; Thoendel et
al.,2011; Otto, 2013; Le e Otto, 2015). Nesse sentido, quando o sistema Agr esta inativo ocorre
um estimulo para que a célula bacteriana comece a expressar mais adesinas, favorecendo a
adesdo as superficies e producdo de biofilme. No sistema Agr ativo ha a repressdo de adesinas
bacterianas e geracao de nucleases, proteases e modulinas soluveis em fenol, chamadas de
PSMs (phenol soluble modulins), que promovem o rompimento da matriz extracelular do
biofilme, propiciando uma maior dispersao bacteriana, podendo assim atingir novos sitios com
o desenvolvimento de novas infecgdes (Otto, 2013; Lister e Horswill, 2014; Le e Otto, 2015;

Bronesky et al., 2016). Todos estes processos descritos podem ser observados na Figura 1.
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Figura 1: Esquema da organizacdo molecular, biossintese e transducdo da cascata de
sinaliza¢do do sistema quorum sensing Agr. O operon agr apresenta duas unidades transcricionais
divergentes, RNAII e RNAIIL. O locus RNA II é composto pelo operon agrACDB. AgrD ¢ transcrito como
peptideo precursor e exportado para o meio extracelular através de AgrB que, além de exporta-lo permite sua
maturagdo adicionando tiolactona a sua estrutura e tornando-o um peptideo auto-indutor ou AIP. O AIP quando
em alta concentra¢do no ambiente extracelular interage com o receptor transmembrana AgrC (histidina quinase)
que sofre autofosforilacdo e transfere um fosfato para AgrA, ativando-o. AgrA se liga tanto ao promotor P2,
regulando positivamente a expressdo de RNA II que promove aumento na producdo de AIP, quanto ao promotor
P3, levando a transcri¢ao de RNA III, molécula efetora do sistema Agr que controla a expressdo de diversos genes.
AgrA também pode se ligar ao promotor dos genes que codificam as modulinas soltveis em fenol (PSMs).



1.1.3 Resisténcia aos antimicrobianos

No final da década de 1950, a meticilina, uma penicilina semissintética resistente a
atuacdo das beta-lactamases, foi introduzida no tratamento de infeccdes causadas por
microrganismos resistentes a penicilina (Enright ef al., 2002; Turner et al., 2019). No entanto,
no inicio de 1960, ja havia os primeiros relatos de cepas de MRSA na Inglaterra (Deurenberg e
Stobberingh, 2008; Harkins et al., 2017). Amostras MRSA possuem capacidade de produzir
uma proteina alterada e adicional de ligagdo a penicilina, conhecida como PBP2a, que apresenta
menor afinidade aos beta-lactamicos. Dessa forma, essas cepas adquirem resisténcia a todas as
subclasses de beta-lactamicos, como penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenemas, exceto o grupo de quinta geracdo das cefalosporinas, como ceftarolina e
ceftobiprole denominadas anti-MRSA (Chambers e Deleo, 2009; Turner et al., 2019).

A resisténcia a meticilina em S. aureus é conferida pelo gene mecA que codifica a
proteina PBP2a e encontra-se inserido em um elemento genético mével (EGM) denominado de
cassete cromossémico estafiloccico mec (SCCmec — staphylococcal cassette chromosome
mec). Este é formado pelos complexos mec, ccr e a regido J, sendo considerado altamente
conservado entre as linhagens de S. aureus (Katayama, Ito e Hiramatsu, 2000; Lakhundi e
Zhang, 2018). Nesse sentido, sabe-se que o complexo mec contém o gene mecA, e também
apresenta genes reguladores, como mecl (repressor) e mecR1 (indutor). O gene mecA foi 0
primeiro a ser descrito em amostras de S. aureus, e posteriormente foram relatados os
homdlogos mecC e mecB (Matyszko, Schwarz e Hauschild, 2014; Becker et al., 2018; Partridge
et al., 2018). O gene mecC pode ser detectado no SCCmec do tipo XI, carreado por algumas
cepas MRSA, principalmente de bovinos (Garcia-Alvarez et al., 2011). Ja 0 gene mecB,
inicialmente encontrado em Macrococcus caseolyticus e, recentemente em S. aureus, tem sido
descrito associado a um plasmideo (Tsubakishita et al., 2010; Becker et al., 2018). Além disso,
pode-se destacar o complexo ccr, o qual tem capacidade de codificar recombinases importantes
para insercdo e delecdo do SCCmec no DNA bacteriano, e a regido J, que pode carrear genes
adicionais de resisténcia a outros antimicrobianos e metais pesados (Wang e Archer, 2010; Liu
et al., 2016; Singh-Moodley et al., 2020)

A existéncia de diferencas e complexidades na composi¢do dos diferentes tipos de
SCCmec baseia-se nas diversas combinagGes possiveis dos tipos de complexo mec, tipos de
genes recombinases ccr e constituicdo da regido J, o que tem promovido o agrupamentos de
SCCmec em tipos, sendo ja descritos 15 tipos de SCCmec (I a0 XV) até o momento vigente,
sendo os tipos I, II, III, VI e VIII normalmente relacionadas a IRAS ou a amostras de origem

hospitalar (HA-MRSA, hospital acquired S. aureus), enquanto amostras carreadoras dos tipos



IV, V ou VII associam-se mais a amostras comunitarias, conhecidas como CA-MRSA
(community acquired S. aureus) (Christianson et al., 2007; Lee et al., 2018; Wang et al., 2022).
No Brasil, mais especificamente na regido sudeste, os tipos II, III e IV sdo os mais descritos
(Schuenck et al., 2009; Caboclo et al., 2013; Damasco et al., 2019; Silva et al., 2022; Augusto
etal., 2022).

S. aureus também pode apresentar resisténcia a outras classes de antimicrobianos, como
aos macrolideos (Ahirrao et al., 2020). Esse cenario foi associado, recentemente, ao elevado
uso de macrolideos, como a azitromicina, durante a pandemia de COVID- 19 em alguns paises,
inclusive no Brasil (Del Fiol et al., 2022; Solanky et al., 2023). Atualmente, S. aureus resistente
a meticilina e resistente a macrolideos (MAC-MRSA) ¢ um dos microrganismos clinicamente
mais relevantes, visto que apresentam répida capacidade de adquirir resisténcia e limitagdes
quanto as opg¢des terapéuticas a serem empregadas (Miklasinska-Majdanik, 2021). H4 a
possibilidade de ocorrer resisténcia cruzada com as lincosamidas e estreptograminas, gerando
o fendtipo de resisténcia a Macrolideo, Lincosamida e Estreptogramina B (MLSg — macrolides,
lincosamides and streptogramine B) (Saderi, Emadi e Owlia, 2011; Mlynarczyk-Bonikowska
et al., 2022). Além da resisténcia aos macrolideos, lincosamidas, estreptograminas e beta-
lactamicos, S. aureus pode também apresentar resisténcia a outras classes de antimicrobianos,
como aminoglicosideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas (Szymanek-Majchrzak et al, 2018;
Okorie- Kanu et al., 2020; Buonsenso et al., 2023)

Cepas bacterianas que possuem resisténcia a pelo menos trés classes de antimicrobianos
distintas sdo denominadas de multirresistentes (MDR — multi-drug resistant) e representam um
desafio de satde publica devido a necessidade de uso de novos antimicrobianos para terapia
médica (Sahli, Feidjel e Laalaoui, 2017; Aurilio et al., 2021). O fendtipo MDR ja foi associado
aamostras de S. aureus no Brasil e no mundo (Caboclo et al., 2013; Davis et al., 2013; Damasco
et al., 2019; Fernandez et al., 2021). Amostras MRSA podem apresentar esse fenotipo de
multirresisténcia, expressando resisténcia as penicilinas, cefalosporinas, cloranfenicol,
lincomicina, aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, fluoroquinolonas, sulfonamidas e/ou
rifampicina, configurando assim uma maior dificuldade no tratamento de infeccGes por este

patogeno (Guo et al., 2020).

1.1.4 Staphylococcus aureus e infecgoes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS)
As infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo infec¢des adquiridas no
hospital ou em locais de saide com cuidados médicos aos pacientes, que podem promover

manifestagdes durante a internagdo ou até mesmo no periodo pds alta, sendo um grande



problema de saude publica e de vigilancia epidemiologica (Costa, Silva e Noriega, 2007; WHO,
2014). Os ambientes de saude sdo considerados locais com elevado risco de disseminagao de
agentes infecciosos, uma vez que pacientes infectados estdo no mesmo ambiente que individuos
com a saude debilitada. Alguns fatores de risco t€ém sido associados a aquisi¢ao de IRAS, como
o uso continuo de antimicrobianos levando a selecdo de microrganismos resistentes,
procedimentos invasivos que utilizam dispositivos médicos, como cateter venoso central, tempo
prolongado de permanéncia no ambiente hospitalar e internagdo em UTIs - Unidades de Terapia
Intensiva (Madigan et al., 2016). Além disso, vale ressaltar a possibilidade de transmissao de
patdgenos pelos profissionais de saude, visto que estes encontram-se constantemente em
mobilidade e atuacao no ambiente hospitalar, podendo ser expostos aos patogenos e facilitar a
transferéncia de microrganismos entre os individuos internados (Da Silva et al., 2020).

S. aureus ¢ um patogeno que pode causar diferentes niveis de quadros infecciosos, desde
manifestagdes mais brandas até processos mais graves. Dessa forma, pode estar associado as
infecgdes superficiais de pele, como furunculoses, celulite, abscessos, e também infeccdes
invasivas, como endocardite, osteomielite, pneumonias e bacteremia/septicemia (Otto, 2012;
Tong et al., 2015; Plumet et al, 2022). Além disso, ¢ importante ressaltar os processos
patologicos associados a produ¢do de toxinas bacterianas, como a sindrome do choque toxico,
sindrome da pele escaldada e intoxicagao alimentar (Carroll, 2014).

A colonizagado prévia por S. aureus € considerado o fator de risco mais relevante para o
estabelecimento de infecgdes, principalmente as IRAS (Sakr et al., 2018; Nurjadi et al., 2020).
Estudos, como de Troeman e colaboradores, 2023, envolvendo 10 paises da Europa, observaram
que a taxa de incidéncia de infec¢do de corrente sanguinea (ICS) e infecgdo de sitio cirurgico
(ISC) foi de 2,55/100 pacientes para individuos colonizados por S. aureus, e somente 0,85/100
pacientes para individuos que ndo estavam colonizados, o que destaca que individuos
carreadores de S. aureus, especialmente cepas MRSA, podem mais facilmente desenvolver
infecgdes (Cadena et al., 2016; Callejo-Torre et al., 2016). Nesse sentido, torna-se relevante o
monitoramento continuo da colonizagdo por cepas de S. aureus, incluindo as MRSA,
principalmente dentro de um ambiente hospitalar de alta pressao seletiva, como as unidades de
tratamento intensivo (Zhou et al., 2020)

A literatura tem mostrado também um aumento na ocorréncia de IRAS por amostras
MRSA (methicillin resistant S. aureus) provenientes da comunidade em individuos internados
(Park et al., 2013; Caboclo et al., 2013; Sharara; Maragakis e Cosgrove, 2021; Augusto et al.,

2022). As infecgdes por MRSA estao relacionadas a quadros de maior morbidade e mortalidade,



10

e aumento dos custos hospitalares, principalmente em casos de infec¢des de corrente sanguinea
(Gudiol et al., 2017; Sakr et al., 2019).

Um importante aspecto associado ao S. aureus como patogeno causador de IRAS € sua
capacidade de formar biofilme (Otto, 2018; Sohail et al., 2023). Além de causar doenga aguda,
S. aureus pode promover infec¢des cronicas de dificil tratamento, muitas das quais estdo
frequentemente associadas a capacidade deste patdgeno de se aderir a dispositivos médicos e
formar biofilme (O'Neill et al., 2007; Foster et al., 2020). Como exposto anteriormente, essa
complexa estrutura do biofilme atua como uma barreira frente as moléculas de reconhecimento
do sistema imunoldgico do hospedeiro e a terapia antimicrobiana, possibilitando a
sobrevivéncia da bactéria e agravando o quadro de infec¢do (Reynolds e Kollef, 2021). A
porcentagem de infecgdes bacterianas que envolvem biofilmes pode variar, estimando-se cerca
de 65% de todas as infecgoes de acordo com o Centro de Controle de Doengas (CDC) a 80%
segundo os Institutos Nacionais de Satde (NIH), ambos 6rgaos dos EUA (Joo e Otto, 2012).

1.1.5. Epidemiologia das infec¢des causadas por amostras MRSA

O estabelecimento de infeccbes por amostras MRSA relacionam-se a taxas de
mortalidade mais elevadas do que infec¢Ges causadas por amostras MSSA, podendo levar a um
periodo de internacdo e despesas hospitalares superiores (Wolk et al., 2009; Thampi et al.,
2015). Sabe-se que essas infeccdes estdo associadas aos ambientes hospitalares e ocorrem mais
comumente em individuos hospitalizados, com sistema imunoldgico comprometido, e em
extremos etarios, sendo causadas por amostras MRSA resistentes também a outras classes de
antimicrobianos, como fluorogquinolonas, macrolideos e aminoglicosideos (David et al., 2014).

A analise da epidemiologia molecular das infec¢Bes causadas por amostras MRSA pode
ser estabelecida mediante a eletroforese em campo pulsado (PFGE — Pulsed fiel gel
electrophoresis), técnica esta que consiste na realizacdo da fragmentacdo do DNA
cromossomico da bactéria pelo tratamento com enzimas de restricdo e separacgdo, a qual
apresenta um elevado poder discriminatério entre linhagens de S. aureus (Naimi et al., 2001,
McDougal et al., 2003). Em 2009, foi proposto por Van Belkum e colaboradores critérios de
classificacdo dos resultados obtidos pelo PFGE, definindo que para serem consideradas do
mesmo clone, as amostras devem possuir 80% ou mais de similaridade entre si e/ou até quatro

fragmentos génicos de diferenca.
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Outra metodologia molecular frequentemente aplicada € a descrita por Enright e
colaboradores em 2000, que aborda a tipagem por sequenciamento de multilocus enzimaticos
(MLST - multilocus sequence typing) através da caracterizacdo de sete genes constitutivos
(arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi, yquiL) essenciais na producdo de determinadas enzimas
importantes para o funcionamento do metabolismo celular bacteriano. Dessa maneira, é
realizada a determinacéo do perfil alélico observado em cada um desses genes para uma cepa e
quando esses alelos s&o combinados podem compor uma sequéncia tipo (sequence type, ST).
Pode-se ressaltar também que amostras em grupos de STs que apresentam até 2 alelos de
diferenca apresentam uma relacdo evolutiva proxima e sdo agrupadas dentro de um mesmo
complexo clonal (CC) (Enright et al., 2000). A determinagéo do tipo de SCCmec e as técnica
de PFGE e MLST quando associadas propiciam um melhor entendimento e caracterizacgao das
linhagens clonais de S. aureus (McDougal et al., 2003). Assim, os clones de S. aureus podem
ser diferenciados por PFGE e podem ser agrupados em STs, mediante a observacdo da
proximidade evolutiva das amostras testadas. Outra metodologia de estudo epidemioldgico em
S. aureus € a tipagem do gene spa, responsavel pela codificacdo da proteina A, que permite a
avaliacdo de polimorfismos em uma regido variavel do gene em questdo para o estabelecimento
de linhagens (Li et al., 2019).

Em 2003, McDougal e colaboradores padronizaram as nomenclaturas das
linhagens/clones MRSA frequentemente observadas nos Estados Unidos. Logo, oito linhagens,
denominadas de USA100 a USA800, foram descritas tendo como suporte a correlacdo dos
dados obtidos pelo PFGE, MLST e tipagem do gene spa. Posteriormente, outras linhagens como
USA900, USA100 e USA1100 foram descritas e seus perfis clonais atribuidos (Tenover et al.,
2008; Monecke et al., 2011; Lee et al., 2018). Dessa forma, diferentes linhagens clonais MRSA
ja foram observadas pelo mundo (Lee et al., 2018; Lakhundi e Zhang, 2018) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas das principais linhagens clonais de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina mais comumente detectadas no cenario mundial

Linhagens clonais SCCmec Tipode Agr CC/ST PVL

Associadas a comunidade

USA300 v 1 8/8 +
EMRSA-15 (Reino Unido) v 12 22/22 -1+
USA1000 (Taiwan) v 1 59/59 -1+
USA1100 (Oceania) v 3 30/30 +
Associadas ao hospital
Clone arcaico (Europa) I 1/4 5/250 -
USA100 (NY/Japao) I 2 5/5 ou 105 -
USA200 I 3 30/36 -
USA500 v 1 8/8 -
USA400 v 3 1/1 +
USAB800 (Pediatrico) v 2 5/5 -
USA600 (Canadense; Berlim) I 1/4 45/45 -
CEB, Hungaro Il 1 8/239 -

CEB: Clone endémico brasileiro; CC: Complexo clonal; EMRSA: S. aureus resistente a meticilina
epidémico; SCCmec: Cassete cromossomico estafilococico mec; ST: Sequéncia tipo; PVL: Leucocidina
Panton-Valentine; Agr: Regulador de genes acessorios.

O clone brasileiro carreador do SCCmec Il e pertencente ao ST239/CC8 (CEB, clone
endémico brasileiro), descrito por Teixeira e colaboradores (1995), inicialmente foi muito
associado a grande parte das infec¢des hospitalares por cepas MRSA no comeco dos anos 2000
(Vivoni et al., 2006; Caboclo et al., 2013). Entretanto, nos Gltimos anos diversos estudos
demonstraram no Brasil a emergéncia de outras linhagens, como CC5/ST5, CC8/ST8 e
CC45/ST45 (Ribeiro et al., 2007; Pires et al., 2014; Nascimento et al., 2018; Carvalho et al.,
2019, Damasco et al., 2019). Além desses estudos, em 2017, Chamon e colaboradores em um
estudo realizado com amostras de dois hospitais no Rio de Janeiro, observaram a predominancia
do clone USA100 (CC5/ST5) sob o clone CEB (CC8/ST239), carreadores dos SCCmec tipos 11
e I11, respectivamente. Cepas do tipo IV detectadas em pacientes de hospitais do Rio de Janeiro
normalmente estdo associadas aos gendtipos USA800/ST5 e USA1100/ST30, e amostras
carreadoras do SCCmec Il relacionam-se a linhagem USA100/ST5 e ST105 (da Costa et al.,
2016; Chamon et al., 2017; Damasco et al., 2019, Augusto et al., 2022). Recentemente,

amostras associadas a infec¢bes de origem comunitéria, que geralmente apresentam
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caracteristicas de maior viruléncia e menor resisténcia, ttm emergido em hospitais nacionais,
como cepas USA300 com SCCmec IV e ST8/CC8, USA1100 com SCCmec IV e ST30/CC30
e USA400 com SCCmec tipo IV e ST1/CC1 (Bride et al., 2019; Veloso et al., 2019; Cavalcante
et al., 2021; Augusto et al., 2022, Whitaker, C O, 2022).

O aumento de cepas MRSA pertencente a linhagem USA100 em hospitais brasileiros é
um cenario critico, pois tal linhagem pode apresentar resisténcia a mupirocina, muito utilizada
na descolonizacdo nasal dos pacientes, e resisténcia & vancomicina e a daptomicina, usadas
como principais opcdes terapéuticas em infecgdes (da Costa et al., 2016; Chamon et al., 2017).
Alguns estudos ja demonstraram também que amostras dessa linhagem estdo associadas com a
capacidade de formagcé&o de biofilme (Vanhommerig et al., 2014; King et al., 2016).

No Brasil também ha relatos quanto a infeccdo e colonizacdo por clones MRSA néo
comuns no perfil epidemiolégico nacional, como a detec¢édo de clones do CC398 (André et al.,
2017; Da Silva et al., 2020). Tal linhagem possui um carater zoonético, colonizando diferentes
espécies animais, dos quais os porcos sdo um dos principais hospedeiros. As amostras
pertencentes a este complexo clonal estdo associadas a pecudria e, em cenarios cujas cepas
apresentam resisténcia a meticilina estas sdo denominadas LA-MRSA (live-stock associated
MRSA) (Tuominen et al., 2023). Entretanto, a disseminacdo de LA-MRSA pode nédo ocorrer
apenas pelo contato direto entre humanos e pecuaria, visto que ja foi relatada a propagacéo para
individuos que ndo apresentavam qualquer contato com animais (Deiters et al., 2015; Larsen et
al., 2015)

1.2 Pandemia de COVID-19

No final de 2019, o virus SARS-CoV-2 foi relatado em Wuhan, na China, propagando-
se rapidamente por diferentes paises e conduzindo a uma pandemia mundial, tendo taxas de
infeccdes superiores a 690 milhdes e indices de letalidade superiores a 6,9 milhdes (Marschalek,
2023). Esse virus acomete o sistema respiratorio, podendo estabelecer infeccéo, principalmente,
no trato respiratério inferior e o contato por goticulas € uma das principais formas de
transmissao desse patdgeno (Han et al., 2020; Yuki, Fujiogi e Koutsogiannaki, 2020). Em 11
de mar¢o de 2020, a OMS - Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization)
declarou oficialmente estado de pandemia de COVID-19, Coronavirus Disease 2019 (WHO,
2020). Poucos anos depois, com os programas de vacinacao e aumento das taxas de imunizagéo
com a consequente reducdo dos casos da doenga, o estado de emergéncia de satde publica da
pandemia de COVID-19 foi removido pela OMS (OPAS, 2023).
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Pacientes com COVID-19 grave podem apresentar coinfec¢des bacterianas e fungicas,
acarretando em aumento da gravidade da doenca e reducdo de sua sobrevivéncia, sendo S.
aureus um dos mais relevantes microrganismos associados a infec¢des bacterianas e capaz de
elevar o indice de mortalidade dos individuos acometidos (Cusumano et al., 2020; Romanelli
etal., 2023)

Durante a pandemia de COVID-19 houve maior uso de antimicrobianos e sanitizantes,
resultando numa maior pressdo seletiva, o que possivelmente acarretou a emergéncia de
microrganismos resistentes, como amostras MRSA (Zhou et al., 2020; Rizvi e Ahammad,
2022). Os antimicrobianos foram utilizados no suporte de coinfeccGes bacterianas e/ou
fangicas, em casos suspeitos e confirmados de COVID-19, em tratamentos empiricos e em
individuos que adquiriram IRAS (Rawson et al., 2020; Lai et al., 2021). Baker e colaboradores
(2022), em um estudo de coorte prospectivo realizado em 148 hospitais de Boston, EUA,
observaram que infecgdes da corrente sanguinea associadas a cateteres centrais, infeccdes do
trato urinario associadas a cateteres e bacteremia por MRSA aumentaram a medida que a carga
de COVID-19 se elevou, enfatizando a necessidade de cuidados na pandemia de COVID-19
concomitante com a rotina constante de controle e prevengdo de infeccbes no ambiente
hospitalar. Em estudo de Grasselli e colaboradores (2021) foi realizada uma analise
retrospectiva de dados coletados de todos os pacientes com COVID-19 internados nas UTIs de
oito hospitais centrais italianos, e observou-se que pacientes gravemente afetados pela doenca
apresentavam um alto risco de aquisicdo de IRAS por bactérias multirresistentes (MDR),
especialmente pneumonia associada a ventilacdo mecanica e infec¢des de corrente sanguinea.

De acordo com a literatura, um dos microrganismos de maior destaque associado as
infeccdes hospitalares em individuos com COVID-19 foi o MRSA (Bhargava et al., 2021;
Mollers et al., 2022; Polly et al., 2022). Ainda é importante destacar que a colonizagdo prévia
por MRSA configura-se como um fator de risco para posterior aquisi¢ao de infec¢des invasivas
(Hardy et al., 2004). Contudo, estudos envolvendo amostras provenientes de colonizagéo ainda
sdo pouco abordados na literatura. Um estudo realizado por Engen e col. (2021), em Chicago,
que avaliou o microbioma da regido nasofaringea de individuos positivos e negativos para
COVID-19, mostrou que amostras de Staphylococcus eram mais frequentes em pacientes com
COVID-19. Deve-se destacar que, durante a pandemia, ocorreu maior uso de agentes
antimicrobianos, aumentando o risco de taxas mais elevadas de resisténcia mediante a selecédo
de amostras resistentes (Ghosh, Bornman e Zafer, 2021). Portanto, avaliar a colonizagéo por S.
aureus no periodo pandémico causado pela COVID-19 é importante, principalmente, para

controle epidemioldgico e estabelecimento de medidas de prevencéo e control
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2. JUSTIFICATIVA

Infecgdes por S. aureus sdo favorecidas pelo amplo espectro de fatores de viruléncia e
de resisténcia a antimicrobianos e antissépticos apresentados por este patdogeno oportunista,
implicando em manifestagdes clinicas e quadros com tratamento mais complexos, além do
aumento no periodo de internacdao e nas taxas de morbidade e mortalidade. A capacidade de
formagao de biofilme por amostras de S. aureus é considerado um relevante fator de viruléncia
nesse contexto, ja que microrganismos presentes no microambiente do biofilme possuem perfis
de crescimento reduzido, favorecendo sua persisténcia no local. Destaca-se o fato dessas células
sésseis serem capazes de se aderir a uma matriz, resultando em uma bem estruturada
comunidade bacteriana, facilitando a transferéncia horizontal de genes de resisténcia por essas
bactérias, e a selecdo de amostras multirresistentes. No contexto da pandemia de COVID-19
houve uma maior utilizagdio de antimicrobianos e saneantes, possivelmente propiciando
aumento da pressdo seletiva sobre microrganismos no ambiente hospitalar, assim como no
ambiente comunitario, culminando na selecao e disseminacdo de amostras MRSA.

Paralelamente, sabe-se que a colonizagdo prévia por S. aureus, em particular por
amostras MRSA, ¢ uma condicao de risco para o desenvolvimento de IRAS. Dessa forma, esse
estudo podera contribuir com dados de importancia epidemiologica e acerca da viruléncia de
amostras MRSA, incluindo aquelas multirresistentes, isoladas de colonizag¢ao nasal de pacientes
internados durante a pandemia de COVID-19, auxiliando no monitoramento dessas cepas no
Brasil, aspecto importante para o estabelecimento de medidas de prevengao e controle de
infeccdes hospitalares e coloniza¢do, promovendo o emprego de politicas de higiene mais

rigidas a fim de viabilizar uma maior seguranga aos pacientes.
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3. OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo avaliar amostras MRSA isoladas de colonizagdo nasal
de pacientes internados em UTIs de um hospital do Rio de Janeiro, em um periodo da pandemia
de COVID-19, quanto aos aspectos fenotipicos e moleculares associados a produgdo de

biofilme, e determinar o perfil clonal de amostras fortes ¢ moderadas produtoras de biofilme.

3.1. Estratégias

1. Determinar a capacidade de formacao de biofilme em placa de poliestireno;

2. Detectar a presenca dos genes icaA e sasG, e o tipo de Agr através de PCR;

3. Determinar a funcionalidade do sistema Agr através da detecgdo fenotipica da produgdo de
d-hemolisina em agar-sangue;

4. Determinar a linhagem clonal das amostras fortes e moderadas produtoras de biofilme através
de PFGE ¢ MLST;

5. Relacionar os aspectos os microbioldgicos associados aos pacientes nas duas UTIs avaliadas,

COVID e nao COVID
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho e fluxograma do estudo

Esse estudo ¢ parte de uma coorte prospectiva, de carater transversal e laboratorial,
registrado e aprovado pelo Comité de FEtica e Pesquisa sob o numero CAAE:
39277320.5.0000.5284 (ANEXO 1). Amostras de S. aureus oriundos de swabs nasais de
vigilancia epidemioldgica foram coletadas de pacientes com e sem diagnéstico de COVID-19
internados no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da UFRJ, na cidade do
Rio de Janeiro, entre setembro de 2020 e setembro de 2021.

Durante o periodo da pandemia de COVID-19, este hospital tornou-se um local de
referéncia para tratamento de pacientes diagnosticados com a doenga. O hospital apresenta
cerca de 300 leitos ativos, sendo 51 designados para cuidados intensivos, dos quais em média
37 leitos foram voltados para atender pacientes com COVID-19 e 14 reservados para aqueles
nao diagnosticados com a doenga. O fato de o hospital nao possuir atendimento de emergéncia
ativo permitiu que pacientes positivos para COVID-19 fossem transferidos de outras unidades
de satude e internados na UTI COVID-19 (UTIc) neste hospital. Por outro lado, os pacientes
internados na UTI ndo-COVID-19 (UTInc) faziam tratamento regular no hospital, que atende
na maioria pacientes com doengas cronicas, mas também pode receber pacientes encaminhados
de outros locais de satde. O diagndstico da doenga foi confirmado mediante a técnica de RT-
qPCR para todos os pacientes com diagndstico de COVID-19. O ambiente hospitalar e os leitos
utilizados eram higienizados com produtos a base de cloro e alcool, respectivamente, em ambas
UTIs.

Foram internados nas UTIs deste hospital durante um ano, um total de 10.408
pacientes/dia, com e sem diagndstico de COVID-19, e dentre estes 7.691 pacientes/dia foram
hospitalizados na UTIc e 2.717 pacientes/dia na UTInc. O conceito de paciente/dia neste estudo
foi baseado na ocupagdo diaria de leitos hospitalares, ou seja, corresponde a quantidade de
pacientes ocupando os leitos em um periodo de 24 horas.

Todos estes pacientes foram submetidos a coleta de swabs de vigilancia epidemiolégica,
tendo em vista que as coletas foram realizadas em até 72 horas depois da entrada do paciente
nas UTIs. Para esse estudo foi considerado apenas o primeiro swab nasal positivo para S. aureus
de cada paciente, totalizando 255 amostras, sendo 93 identificadas como MRSA, as quais foram
previamente caracterizadas quanto a espécie, perfil de resisténcia antimicrobiana e tipo de
SCCmec. Estas amostras fazem parte da colecdo de isolados do Laboratorio de Infeccao

Hospitalar (LIH) do Instituto de Microbiologia Paulo de Goés, onde estdo armazenadas em



18

caldo TSB (Tryptic Soy Broth, BD, Becton, Dickinson and Company; Sparks, MD, EUA)
contendo 20% (v/v) de glicerol (Proquimios Comércio e Industria Ltda; Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e estocadas em uma temperatura de -20 °C (Sambrock, Fritsch e Maniatis, 1989).

O fluxograma do presente estudo pode ser observado na figura 1. As amostras controles
utilizadas nos experimentos estdo relacionadas na tabela 2 enquanto as amostras clinicas

previamente caracterizadas e foco deste estudo estdo descritas na tabela 3.

93 amostras MRSA previamente caracterizadas quanto ao perfil
de resisténcia antimicrobiana e ao tipo de SCCmec

/ \

T Avaliacio da capacidade de formagao de 2 Detecgdo dos genes icaA e sasG
biofilme em placas de microtitulagdo de relacionados a formagéao de
poliestireno de 96 pocos biofilme em S. aureus
5 Determinacéo do perfil clonal das amostras 3 Tipagem do sistema quorum-sensing Agr
fortes e moderadas produtoras de biofilme
por meio de PFGE e MLST 1

4 Detecgdo fenotipica de sua funcionalidade
através da producdo de 3-hemolisina

\ )
Y
Correlagdo dos resultados
microbioldgicos entre si e com 0s Analise estatistica dos dados
dados das duas UTIs investigadas, + obtidos neste estudo

COVID-19 e ndo COVID-19

Figura 2: Fluxograma da metodologia empregada no presente estudo. MRSA: Staphylococcus

aureus resistente a meticilina. UTIs: Unidades de Terapia Intensiva; PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis;

MLST: Multi Locus Sequence Typing.



Tabela 2. Amostras controles de Staphylococcus aureus que foram utilizadas neste estudo

Amostra

Caracteristica

Referéncia

ATCC6538
(INCQS 00039)

ATCC33591

1125a*

Mu50

63a*

1342a*

1453a*

RN4220

523a*

Amostra forte produtora de biofilme;
Amostra padréo na analise de
susceptibilidade aos saneantes
Amostra positiva para o gene icaA

Amostra positiva para o gene sasG; gene
sequenciado

SCCmec tipo II; linhagem USA 100/ST5;
Amostra controle agr tipo 1l; Amostra padréo
negativa para 6-hemolisina

SCCmec tipo I1l; CEB/ST239;
Amostra controle agr tipo |

Amostra com sistema Agr tipo 11
Amostra com sistema Agr tipo 1V
Amostra produtora de B-hemolisina

MSSA,; linhagem USA 400/ST1,
Amostra clinica positiva para 6-hemolisina

Fiocruz, 1987
(cedida pelo
INCQS)

na

Matos, 2013

Hiramatsu et al., 1997

Augusto et al., 2022

Chamon et al., 2017

Chamon et al., 2017

Novick, 1967

Guimaraes, 2018

ATCC: American Type Culture Collection; *Amostra clinica; CEB: Clone

concentracdo minima inibitéria; na: ndo se aplica.

endémico brasileiro; CMI:
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Tabela 3. Caracteristicas das 93 amostras MRSA isoladas de swab nasal de pacientes
internados em um hospital do Rio de Janeiro durante a pandemia de COVID-19, entre setembro

de 2020 e setembro de 2021, e utilizadas no presente estudo

N (%) de amostras

Caracteristicas

Total (93) UTICOVID (33)  UTI N&o-COVID (60)
MDR 52 (55,9) 22 (66,7) 30 (50)
SCCmec
Tipo Il 21 (22,6) 11 (33,4) 10 (16,7)
Tipo 111 1(1,1) 1(3) -
Tipo IV 65 (69,8) 19 (57,6) 46 (76,7)
Tipo V 2(2,2) 1(3) 1(1,6)
NT 4 (4,3) 1(3) 3 (5)

MDR: Multidroga resistente (resistentes a pelo menos 3 classes de antimicrobianos); NT: N&o tipavel; UTI:
unidade de terapia intensiva; UTI COVID: Pacientes positivos para COVID-19; UTI Nao-COVID: Pacientes
negativos para COVID-19

4.2 Avaliacéo da capacidade de formacao de biofilme

Para as 93 amostras de S. aureus foi realizada a técnica de quantificacao da produgao
de biofilme, segundo descrito por Stepanovi¢ e colaboradores, 2007. Inicialmente, foi feito o
cultivo das amostras em agar TSA (BD) para observagdo da pureza e posteriormente, as placas
foram incubadas por 24 horas a 35 °C. Apods o periodo de crescimento em meio solido, essas
amostras foram inoculadas em TSB (BD) para crescimento em meio liquido por 24 horas por
37 °C. Em paralelo, foram distribuidos 180 pL de TSB (BD) acrescido de 1 % glicose (p/v)
para mimetizacdo de um ambiente de estresse do hospedeiro (Isofar; Duque de Caxias, RJ,
Brasil) em uma placa de 96 pogos de fundo chato (Costar; Corning, NY, EUA).

As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir de aliquotas de TSB com
crescimento bacteriano em tubos contendo 3 mL de dgua destilada estéril a fim de atingir uma
turvagdo equivalente a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL; absorbancia entre 0,08 e
0,1 a 600 nm). Em seguida, 20 uL de cada suspensdo bacteriana foram inoculadas nos pogos
contendo TSB e glicose, em triplicata experimental. E importante destacar que para o branco
(controle negativo) foram separados oito pogos (ultima fileira vertical na placa) que continham
apenas 180 uL de TSB + 1 % de glicose. Como amostra controle foi utilizada a amostra ATCC

6538, classificada como forte produtora de biofilme.
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A placa foi entdo incubada por periodo de 24 horas. Apoés esse periodo de incubagdo, o
meio de cultura com crescimento e células ndo aderidas foram descartados por inversao da placa
e foi realizada uma lavagem com 200 pL de tampao PBS 1 X (phosphate buffered saline,
Laborclin; Pinhais, PN, Brasil) estéril. Em seguida, o PBS foi descartado por inversao e a placa
foi incubada a 37 °C por 10 minutos, com a tampa aberta. Uma nova incubagdo a 60 °C por 1h
foi realizada para fixagdo do biofilme formado. Logo apds, 150 pL de safranina 0,1 % (Fisher
Scientific Company; Fair Lawn, NJ, EUA) foram adicionados ¢ a placa foi mantida a
temperatura ambiente, durante 15 minutos. Apos esse periodo, a safranina foi removida e foi
realizada uma lavagem com 200 pL de PBS 1X estéril. A placa foi invertida e mantida em
temperatura ambiente por 10 minutos. Para a elui¢@o do corante aderido ao biofilme, foi feita a
adicao de 150 pL de etanol a 92% em cada poco e incubado em temperatura ambiente, por 30
minutos. Apds agitacao leve da placa para homogeneizagdo do conteudo dos pogos foi realizada
a leitura a 492 nm em espectrofotdmetro (Thermo Plate TP Reader NM, EUA).

Os valores de densidade optica (DO) gerados pelo aparelho foram analisados. De inicio,
foi feito o calculo da média do branco com os oito valores de DO obtidos. O mesmo raciocinio
¢ seguido para as amostras, a média das mesmas foi calculada com os valores de DO dos trés
pogos utilizados para cada uma. Em seguida foi determinada a densidade optica final (DOf),
a qual corresponde a média de cada amostra subtraida da média do branco. Assim, a
determinagdo da classificagdo das amostras quanto ao grau de formacdo de biofilme foi
baseada nos seguintes pardmetros: DOf da amostra < 25% da DOf do controle ¢ considerado
ndo produtor, 25% - 50% da DOf do controle é considerado fraco produtor, 50% - 75% da
DOf do controle ¢ considerado produtor moderado e > 75% da DOf do controle ¢ considerado

forte produtor, conforme estabelecido por Smith e colaboradores, 2008.

4.3 Extracao do DNA bacteriano

A obtencdo do DNA bacteriano foi realizada mediante a lise com isotiocianato de
guanidina, conforme descrito por Pitcher, Saunders e Owen (1989), com adaptacdes.
Inicialmente, foi feita a semeadura das amostras em TSA (BD) e incubadas a 35°C, por 24
horas. Com o auxilio de uma alca bacteriolégica estéril, cerca de 3 a 5 coldnias do crescimento
foram inoculadas em um microtubos contendo 1 mL de tampéo TE 1X [Tris 10 mM (Invitrogen,
Massachusetts, EUA), EDTA 1 mM, pH 7,8 (Promega, Wisconsin, EUA)]. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas em microcentrifuga (Eppendorf Mastercycler Gradient;

Hamburgo, Alemanha) durante 5 minutos a 8000 xg. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
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e adicionado ao sedimento 100 pL da solugao de lise [1 mL de tampao TE, 10 mg de lisozima
(Sigma-Aldrich Chemical Company, Missouri, EUA) 50 uL de polietilenoglicol (BRIJ a 0,5%
(p/v)) (Sigma-Aldrich Chemical Company)] ¢ 5 pl de lisostafina (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich
Chemical Company). Na sequéncia, foi realizada a incubacdo em banho-maria a 37°C durante
2 h e, apo6s este periodo, foram adicionados 500 pL de solugdo de isotiocianato de guanidina
(Life Technologies, Gathersburg, MD, EUA) em concentracdo inicial de 5 M, sendo, entéo,
realizada uma agitacdo manual para posterior incubacdo em temperatura ambiente, em repouso
por 5 a 10 minutos. As amostras passaram pelo processo de refrigeracdo por 10 minutos e foi
feita a adi¢do de 250 puL de acetato de amdnio 7,5 M (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), seguido
novamente por uma agitagdo manual. Logo em seguida, 500 pL de cloroférmio/ alcool
isoamilico 24:1 (v/v) foram adicionados e homogeneizados manualmente. A solugédo gerada foi
centrifugada a 13000 g por 12 minutos, sendo formado assim uma fase aquosa e uma orgénica,
e aproximadamente 800 pL da fase aquosa, onde o DNA encontra-se, foram transferidos para
um novo microtubo. Em seguida, foi adicionado 0,54 volumes/pL (aproximadamente 430 pL)
de isopropanol gelado (Vetec). O microtubo foi agitado suavemente durante 1 min, e apds
centrifugacdo a 13000 xg por 5 min, o sobrenadante gerado foi descartado. Posteriormente, o
precipitado foi lavado com 100 uL de etanol a 70% gelado (Vetec), centrifugado novamente a
13000 g por 5 min e o sobrenadante foi desprezado. Apds todos esses processos, 0 DNA
bacteriano obtido no sedimento foi acrescido de 50 puL de tampao TE 1X, com intuito de
ressuspender o material, e este foi incubado em banho maria a 55 °C, por 1h. Na etapa final, foi
necessario realizar a quantificacdo das amostras utilizando o aparelho Nanodrop Lite (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Em seguida, os microtubos com o DNA obtido foram

estocados a -20°C para realizacdo posterior das técnicas de PCR e MLST.

4.4 Deteccao dos genes icaA e sasG

A técnica de PCR foi realizada para detec¢do dos genes icaA e sasG, associados a
capacidade de formacédo de biofilme, para todas as 93 amostras de S. aureus, utilizando-se um
termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha). As sequéncias dos
oligonucleotideos, o ciclo das reacdes e o tamanho dos amplicons (pb) estdo descritos na tabela
4. Em ambas as reacdes, foi utilizado um tubo de microtitulacdo em que foram adicionados 2,5
uL de tampdo da enzima 1 X (10 mM de Tris-HCl e 25 mM de KCI); 5 mM de MgClI?, 200 pM
de cada desoxinucleotideo trifosfatado, dNTPs (dATP, dGTP, dCTP ¢ dTTP), 0,6 uM dos
oligonucleotideos, 0,3 uL. de Taqg DNA polimerase a 5 U/uL, 3 uL (~150 ng) de DNA obtido

de cada amostra, e 4gua de inje¢do para completar o volume de 25 pL. Como controles positivos
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das reacOes foram utilizadas as amostras de S. aureus ATCC 33591 para deteccéo do gene icaA
e a amostra clinica 1125a para o gene sasG.

Apos a etapa de amplificacdo dos genes, foi realizada a corrida de eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen Carlsbad, EUA), a 1,5% (p/v) para os genes icaA e sasG, em 100 mL de
TBE 0,5 X (Tris 0,89 M; 0,89 M é&cido bérico; 2,5 mM EDTA, pH 8,2) (Sigma; Saint Louis,
MO, EUA), numa faixa de 80V e por 1 hora. O gel foi corado com Unisafe®. (Uniscience,
Florida, EUA) na concentracdo final de 0,5X. O padrdo de tamanho molecular de 100pb (Life
Technologies, Califérnia, EUA) foi usado na eletroforese. As bandas no gel foram visualizadas

sob luz ultravioleta, por meio de um fotodocumentador (VilberLourmat/Franga).

Tabela 4. Descrigao das sequéncias dos oligonucleotideos, ciclo das reagdes e tamanho dos

amplicons (pb) para a detec¢do dos genes icaA e sasG nas amostras de Staphylococcus aureus

Amplicon Ciclo de o
Genes Sequéncia (5’-3%) L Referéncia
(pb) amplificacdo
95°C — 4 min ]
ap  ICBAF AAACTTGGTGCGGTTACAGG 95°C - 30 S} ) Martin- |
; . 50°C -90s ~ 35x opez etal.,
aAR: TCTGGGCTTGACGTTG
¢ 750 pb 72°C—-45s 2002
72°C — 1 min
5asGF:CGCTGATCAGAGATAAGAAAG 93°C — 3 min
g GAcces 311 ob 94°C — 1 min Roche et al.,
sas :
sasGR:CGCTGATCATTAATTCTTTCTT P 50°C —1min } 30x 2003
72°C — 1 min
CTACGAG 72°C — 1 min

pb: pares de bases.

4.5 Tipagem do sistema de quorum-sensing Agr e avaliacédo fenotipica de sua atividade

45.1 Tipagem do Sistema Agr

A técnica de PCR multiplex foi realizada para tipagem do sistema quorum-sensing Agr
para todas as 93 amostras de S. aureus, de acordo com a metodologia estabelecida por Gilot e
colaboradores (2002). Como controle positivo da reagdo, foram utilizadas as amostras clinicas
de S. aureus 63a como controle do agr tipo I, 1342a para agr do tipo 111, 1453a para o tipo 1V

e aamostra de S. aureus padrdo Mu50 como controle do agr tipo Il.
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A amplificagdo dos fragmentos ocorreu através de um termociclador (Eppendof
Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha), utilizando o ciclo de amplificacdo descrito na
tabela 5. Na reacédo foi utilizado um tubo de microtitulacdo em que foram adicionados 2,5 puL
de tampdo da enzima 1 X (10 mM de Tris-HCI e 25 mM de KCI); 5 mM de solucdo de
MgCI2, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 0,3 uM
de cada oligonucleotideos pan-agr, agrl, agr2, agr3 e agr4 (Tabela 2), 0,3 uL de Tag DNA
polimerase a 5 U/uL, 2 uL (~ 100 ng) de DNA extraido de cada amostra, e agua de injecao
para completar o volume de 25 pL.

Apos a etapa de amplificacdo dos genes, foi realizada a eletroforese em gel de agarose
a 2% (p/v) para observacao dos tipos de agr, a 80 V, por 1 hora e 30 minutos. O gel foi corado
com 2,5 puL de Unisafe® (20.000x) (Uniscience, Florida, EUA) em 100 mL de TBE 0,5 X (Tris
0,89 M; 0,89 M acido borico; 2,5 mM EDTA, pH 8,2) (Sigma; Saint Louis, MO, EUA), sendo
a concentracdo final de 0,5 X de Unisafe® (Uniscience, Flérida, EUA). Os produtos
amplificados foram analisados utilizando um padrdo de tamanho molecular de 100pb (Life
Technologies). As bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta por meio de um

fotodocumentador (VilberLourmat/Franga).

Tabela 5. Descricdo das sequéncias dos oligonucleotideos, ciclo das reacdes e tamanho dos

amplicons (pb) utilizados para tipagem do sistema Agr em amostras de Staphylococcus aureus

Amplicon Ciclo de

(pb) amplificagio Referéncia

Oligonucleotideos Sequéncia (5°-3°)

E-
pan-agr ATGCACATGGTGCA
CATGC

R1-
TCACAAGTACTATA
AGCTGCGAT

agrl 441pb

94°C — 5 min
R2- 94°C-30s .
agr2 TATTACTAATTGAAA  270PD 55°C—30's } 26X G'Igggtzal"
AGTGCAAGC 72°C — 1 min
72°C — 10 min
agr3 R3- 323pb
GTAATGTAATAGCTT
GTATAATAATACCG

R4-
CGATAATGCCGTAA
TACCCG

pb: pares de base; F: forward; R: reverse

agrd 659pb
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4.5.2 Determinacdo da atividade do sistema agr pela deteccao da producio de o-
hemolisina

A 3-hemolisina (HId) é codificada pelo gene hld, o qual se encontra inserido no operon
agr (Janzon e Arvidson, 1990). Nesse sentido, com a funcionalidade do Agr ha a producéao de
d-hemolisina. Todas as 93 amostras MRSA do estudo foram analisadas quanto a funcionalidade
do Agr por meio da detecgdo fenotipica da produgao de 6-hemolisina em placas de agar sangue
contendo sangue de carneiro a 5% (Laborclin; Pinhais, PN, Brasil), para deteccéo da expressdo
do operon agr, conforme descrito por Adhikari e colaboradores (2007).

Inicialmente, uma cultura da cepa RN4220, anteriormente incubada & 37 °C por 18 horas
em placas de TSA (Oxoid), foi semeada como estria unica, de borda a borda, no centro do meio
de agar sangue. Em seguida, as amostras clinicas foram inoculadas de forma perpendicular a
amostra RN4220 (produtora de f-hemolisina), também como estrias Unicas, Sem encostar nesta
amostra (Figura 6). Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 18 horas e, entao,
passaram pela analise visual. Caso a amostra seja produtora de 6-hemolisina haverad uma agéo
sinérgica com a f-hemolisina produzida pela amostra RN4220, promovendo o surgimento de
uma zona de hemolise em forma de seta na interse¢do, o que indica a ativacdo do sistema Agr
(Adhikari, Arvidson e Novick, 2007). As amostras controles utilizadas foram a amostra padréo

Mu50 (negativa para 8-hemolisina) e a amostra clinica 523a (positiva para 6-hemolisina).

RN4220

=

Figura 3. Esquema representando a semeadura para realizacdo do teste de detec¢éo fenotipica

da producdo de 6-hemolisina. 1 e 2: Controles negativo e positivo; 3,4 e 5: Amostras clinicas.

4.6 Caracterizacgao das linhagens clonais de amostras MRSA por meio de Eletroforese em
Gel de Campo Pulsado (PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis) apos tratamento do DNA
com as enzimas de restricdo Smal e/ou Apal

O perfil clonal das amostras fortes e moderadas produtoras de biofilme foi avaliado apos

a fragmentacdo do DNA cromossémico frente a acdo das enzimas de restricdo Smal e/ou Apal,
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utilizando eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), segundo descrito por Vivoni e
colaboradores, 2006, e Guimaraes e colaboradores, 2022, com modificacgdes.

Primeiramente, as amostras foram crescidas em agar sangue de carneiro (Plast Labor;
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e incubadas a 35°C durante 48 horas. Em seguida foram preparadas
suspensOes bacterianas em tubos de ensaio contendo 3 mL de TSB (BD), ajustadas de acordo
com a turbidez da 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] e foram
incubadas a 37 °C por 2 a 4 h sob agitacdo (250 rpm) até atingir turvacéo relativa a escala 2 de
McFarland [Densidade Opticasoonm = 0,4 ou 0,5 (Cell Density Meter, Biochrom LTDA,
Cambridge, Inglaterra); aproximadamente 6,0 x 108 UFC/ mL]. Em seguida, 1,5 mL da
suspensdo bacteriana foram transferidos para um tubo de microtitulacéo e centrifugados a 5.000
xg por 5 min. O sobrenadante foi descartado e, ao sedimento foram adicionados 125 pL 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 concentracdo de 1,8% (p/v),
anteriormente preparada em tampdao PI1V e aquecida a 58°C. Ao terminar a homogeneizagéo, a
solucdo feita foi distribuida em moldes e mantidas 4 °C por 10 minutos com objetivo de
solidificar a agarose. Apds esse processo, 0s moldes gerados foram cortados com o auxilio de
um bisturi em pequenos blocos com cerca de 35 pL cada e transferidos para tubos contendo 1
mL de solucdo de lise EC [Tris-HCI 6 mM, NaCl 1 M, EDTA 100 mM, 0,5% (p/v) de Brij 58
e 0,5% (p/v) lauril sarcosinato de sddio, pH 7,5] adicionada de 0,05 mg/mL de lisostafina e 0,5
mg/mL de lisozima (Sigma-Aldrich Chemical Company). Os tubos foram incubados a 37 °C
sob leve agitacdo, por 16 a 18 horas. Apés incubacdo, as amostras foram refrigeradas a 4 °C por
10 minutos e a solucdo de lise foi entdo descartada e substituida por 1 mL da solucdo ES [EDTA
0,4 M, pH 9,5, 1% (p/v) de lauril sarcosinato de sodio] acrescida de 0,1 mg/mL de Proteinase
K (Sigma-Aldrich Chemical Company). Os tubos com as amostras foram mantidos por 18 horas
em banho-maria, a 50 °C. Em seguida, os tubos foram novamente resfriados a 4 °C por 10
minutos e, a solucao ES foi substituida por 1 mL de tampéo TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH
7,8). Os blocos de agarose obtidos foram armazenamento a 4 °C. Para as proximas etapas,
apenas um bloco de agarose por amostra foi necessario para realizacdo da quebra do DNA
cromossémico. Com isso, 0 bloco foi colocado em um novo tubo e, entdo, foram realizadas
cinco lavagens consecutivas com 1 mL TE em banho-maria a 37 °C, por 1 hora cada, exceto a
penultima, que foi realizada apds 18 horas. Apds a etapa das lavagens, o tampdo TE foi
substituido por 150 pL do tampéo 4, ideal para o bom funcionamento da enzima de restricéo

Smal (New England Biolabs, Ipswich, Inglaterra), na concentracéo final de 1X, a 25 °C pelo
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periodo de 4 horas. Ap6s esse tempo, o tampao foi removido e novamente 150 pL do tampéo 4
a 1X foi adicionado, complementado nessa etapa com 20 U da enzima de restricdo Smal, e
incubado por 18 horas a 25 °C.

Para as amostras que apresentam os marcadores genotipicos do CC398 e que foram
previamente caracterizados, também foi preciso uma exposicao a enzima Apal apos utilizagdo
da enzima Smal. Assim, apos a retirada do tampé&o e da enzima Smal 150 pL do tampéo 4 1X e
10 U da enzima Apal (New England BioLabs) foram adicionados ao tubo com o DNA,
acrescido de 1,5 pL de albumina sérica bovina a 10 mg/ml (Promega; Madison, WI, EUA),
durante 1 h a temperatura de 25 °C.

Posteriormente, o bloco de agarose foi fundido a 70 °C e aplicado no gel de agarose a
1% (p/v), preparado com TBE 0,5X [Acido borico 50 mM (Promega, EUA); Tris 50mM
(Invitrogen, EUA); EDTA 0,2 mM (Promega, EUA); pH 8,0]. Em seguida, o gel foi submetido
a eletroforese em campo pulsado (CHEF DR 111, Bio-Rad; Hercules, CA, EUA), utilizando um
tempo de pulso crescente de 1 a 35 segundos durante 21 horas, numa voltagem de 6 V/cm e a
temperatura 14 °C, com angulo de 120°C. Decorrido o tempo da eletroforese, o gel foi corado
em solucdo de brometo de etidio (Sigma, Aldrich Chemical Company, EUA) na concentracdo
de 0,5 mg/L por um periodo de 40 minutos. O padrdo molecular utilizado para esta técnica foi
0 marcador 50 — 1.000 Kb Lambda Ladder PFGE Marker (New England BiolLabs,
Massachussers, EUA). A obtencdo da imagem do gel corado ao final do processo foi realizada
por meio de um fotodocumentador (Vilber Lourmat, Alemanha).

Os padrdes dos fragmentos do DNA cromossémico obtidos com o PFGE foram
analisados mediante a versdo 7.6.3 do software Bionumerics (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Bélgica). Com isso, foi gerado um dendograma com tolerancia a 2% pelo programa
frente a andlise do perfil de bandeamento através do coeficiente de similaridade Dice e do
método Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages (UPGMA). As amostras
que apresentarem no maximo 4 bandas de diferenga ou, pelo menos, 80% de similaridade foram

consideradas e incluidas em um mesmo perfil de clonalidade (Van Belkum et al., 2009).

4.7 Determinacdo do perfil alélico por meio de MLST (multilocus sequence typing) das
amostras MRSA

A definicéo da sequéncia tipo (ST) foi realizada através da técnica descrita por Enright
et al. (2000) para multilocus sequence typing (MLST). Para avaliar a sequéncia tipo (ST) de
cada amostra foi realizado o sequenciamento de genes constitutivos e altamente conservados

em cepas S. aureus, importantes por serem essenciais para a sobrevivéncia bacteriana e correto
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funcionamento do metabolismo celular. Sendo assim, foi selecionada uma amostra
correspondente de cada clone observado por meio dos resultados gerados pela metodologia do
PFGE. Os sete genes fundamentais dessas amostras foram submetidos a PCR uniplex, cujos
amplicons passaram pelas etapas de purifica¢do e sequenciamento.

A amplificacdo dos genes foi realizada em um termociclador (Eppendorf Mastercylcer
Gradient), como reagdes uniplex em microtubos contendo tampéo de enzima 1X, MgCl; a 2
mM, dNTP na concentracdo de 200 puM cada, 0,3 pL de Taq DNA polimerase a 5 U/uL
(Promega), 3 uL de DNA bacteriano extraido, com cerca de 90 ng, obtido pela técnica
demonstrada no item 4.6, 0,2 UM de cada oligonucleotideos e &gua de injecdo sem nucleases
para completar o volume até 50 puL. Todos os genes procurados, o ciclo de amplificacdo e o
tamanho correspondente de cada um dos fragmentos génicos estdo ilustrados na tabela 6.

Ao final do processo de amplificacéo dos genes, os amplicons obtidos foram submetidos
a uma eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v), complementada com Unisafe® 0,5X,
utilizando-se o padrdo molecular de 100 pb DNA Ladder (Biotools). A eletroforese ocorreu a
90 V durante um tempo 90 minutos em tampdo TBE 0,5X, e a imagem foi obtida através de um
fotodocumentador.

Os fragmentos obtidos pela PCR foram purificados por meio do sistema comercial GTX
PCR and band purification (GE Helthcare, Buckinghamshire, Inglaterra), conforme as
orientacdes do fabricante. Em seguida, o DNA agora purificado foi quantificado em
espectrofotometro NanoVue Plus (Thermo Fisher Scientific), e posteriormente, foi sequenciado
no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, na Universidade Federal do Rio de Janeiro,
utilizando-se o sistema MegaBACE 1.000 com 96 pocos. As reacOes de sequenciamento foram
realizadas pelo sistema comercial DYEenamic ET Dye Terminator, com Thermo Sequenase™
Il DNA Polymerase. Por fim, as sequéncias obtidas foram analisadas, utilizando o banco de
dados oferecido pela pagina http://pubmist.org, para que possa ser feita a determinacdo do ST

por meio da comparacao de cada amostra e dos sete alelos.
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Tabela 6. Descrigdo das caracteristicas dos amplicons para deteccdo dos sete genes essenciais

para a avaliacdo da sequéncia tipo de Staphylococcus aureus

Fragmento

Gene Sequéncia (5> - 3’)
(pb)

c F: TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 570
arc
R: AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

£ F: ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 536
aro
R:GGTGTTGTATTAATAACGATATC

IoF F:CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 543
gp R:TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

K F: ATCGTTTTATCGGGACCATC 488
m
J R:TCATTAACTACAACGTAATCGTA

; F: GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 575
a
P R: GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

i F.-TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAATTR: 475
1
P TGCACCTTCTAACAATTGTAC

F: CAGCATACAGGACACCTATTGGC

yail R:CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 598

Ciclo de amplificacéo: desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto,
anelamento a 55 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto e extenséo final de 7 minutos a 72
°C. Enright et. al. (2000). F: forward; R: reverse

4.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas mediante o uso do software GraphPad Prism
versdo 8 (GraphPadR, San Diego, USA). As analises das variaveis foram executadas utilizando
os testes exatos de Fisher, Qui-quadrado e Mann-Whitney U. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes na circunstancia em que o valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Deteccao da capacidade de formacao de biofilme

Todas as 93 MRSA foram avaliadas quanto a capacidade de formacédo de biofilme em
placa de microtitulagcdo de poliestireno com TSB acrescido com 1% glicose e corada com
safranina a 0,1% (p/v) (Figura 2). Dessa forma, observou-se que a maioria das amostras (42;
45,2%) foi classificada como fraca produtora de biofilme, seguida de amostras moderadas (33;
35,5%) e fortes (18; 19,3%) produtoras de biofilme.

19.3%

45,2%

35,5%

= Forte produtor ™ Produtor moderado = Fraco produtor

Figura 4 — Distribui¢do das 93 amostras MRSA de acordo com a capacidade de formagao de
biofilme

Em relacdo as amostras oriundas da UTI COVID (33/93) podemos observar que 33,3%
(11/33) foram classificadas como fortes produtoras, 24,2% (8/33) foram produtoras moderadas,
e 42,5% (14/33) foram avaliadas como fracas produtoras. Por outro lado, dentre as amostras da
UTI nao COVID (60/93), pode-se destacar que somente 11,7% (7/60) das amostras foram fortes
produtoras de biofilme, 41,7% (25/60) foram produtoras moderadas e 46,6% (28/60) foram
classificadas como fracas produtoras. Assim, verificou-se que as amostras MRSA fortes
produtoras de biofilme (18/93) foram mais frequentemente detectadas dentre aquelas oriundas

da UTI COVID (33,3% [11/33]; p = 0,0114) (Figura 3).
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Figura 5. Distribuigdo da capacidade de formacdo de biofilme em 93 amostras MRSA
oriundas de pacientes com e sem diagnostico de COVID-19 em UTIs de um hospital do
Rio de Janeiro durante a pandemia de COVID-19. * p = 0.0114

Além disso, foi realizada uma anélise dos resultados da capacidade de formacao de
biofilme em relacdo ao tipo de SCCmec apresentado pelas amostras testadas (Figura 4). Dentre
as amostras que apresentaram o SCCmec tipo II (21/93) observou-se que apenas 1 (4,7%) era
forte produtora de biofilme, 3 (14,3%) eram produtoras moderadas e 17 (81%) eram fracas
produtoras. J4 em rela¢do as amostras com SCCmec tipo IV (66/93), 14 (21,2%) foram fortes
produtoras de biofilme, 28 (42,4%) foram produtoras moderadas e 24 (36,4%) foram produtoras
fracas. Entre aquelas que apresentaram o SCCmec tipo V (2/93), uma amostra foi forte
produtora de biofilme e a outra foi fraca produtora. A tnica amostra MRSA do estudo com
SCCmec tipo 111 foi classificada como sendo forte produtora de biofilme.

Logo, pode-se observar que as amostras que apresentaram o SCCmec tipo IV foram
mais frequentemente produtoras de biofilme, havendo uma relagdo significativa entre as
amostras com produ¢ao moderada e SCCmec tipo IV (p = 0.0287). Assim, ao avaliarmos as
amostras fortes e moderadas em conjunto, verificou-se que 42 (63,6%) das 66 amostras com
SCCmec tipo IV apresentavam este perfil de forte ou moderada produgao de biofilme . Além
disso, houve uma relagdo significativa das amostras fracas produtoras de biofilme com o

SCCmec tipo I (p = 0,0002).
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Figura 6. Correlacdo da capacidade de formacdo de biofilme com o tipo de cassete
cromossémico estafilococico mec (SCCmec) em 93 amostras MRSA. Producdo moderada em
amostras com 0 SCCmeclV: p = 0,0287; Fraca producdo em amostras com o0 SCCmecll: p =
0,0002.

5.2 Deteccao dos genes associados a formacio de biofilme

As 93 amostras MRSA foram submetidas a técnica de PCR uniplex para detec¢ao dos
genes icaA e sasG, os quais estdo relacionados a capacidade de ligacdo entre as células que
compdem o biofilme. Os resultados mostraram que todas as 93 amostras testadas foram
positivas para o gene icaA, o que destaca uma alta prevaléncia desse gene (Figura 5). Além
disso, em 82 (88,2%) amostras também foi possivel detectar a presenca do gene sasG (Figura
6), com 90,9% (30/33) das amostras provenientes da UTI COVID-19 positivas para este gene
e 86,6% (52/60) daquelas oriundas da UTI ndo COVID-19. Além disso, em média 60% (7/11)
das amostras com auséncia do gene sasG foram também classificadas como fracas produtoras
de biofilme (p = 0.5515), j& dentre as amostras positivas para presenca deste gene 57% (47/82)

apresentaram fenotipo de producdo de biofilme forte/moderado.
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Figura 7. Gel representativo de eletroforese para a deteccdo do gene icaA (750 pb). PM: Padréo
molecular (100 pb DNA Ladder); C+: Controle positivo; 1 ao 11: Amostras positivas no estudo; B: branco; pb:

Pares de base; kb: kilobases

6y T 80910041 12013 14 B

Figura 8. Gel representativo de eletroforese para a deteccdo do gene sasG (311 pb). PM: Padrio
molecular (100 pb DNA Ladder); C+: Controle positivo; 1 - 4, 6 - 10, 12 e 14: Amostras positivas no estudo; 5,

11 e 13: Amostras negativas; B: branco; pb: Pares de base; kb: kilobases

5.3 Tipagem do sistema Agr

Todas as amostras do estudo foram submetidas a PCR multiplex e eletroforese dos
amplicons para tipagem do sistema Agr (Figura 7). Os resultados mostraram que a maior parte
das amostras (61; 65,5%) apresentou o Agr tipo II, seguido por amostras com Agr tipo I (23;
24,8%) e amostras com Agr tipo III (9; 9,7%). A anélise dos diferentes tipos de Agr de acordo
com a UTI pode ser observada na tabela 7. O Agr tipo II foi prevalente nas UTIs, ndo tendo

sido observada relagao do tipo de sistema Agr com uma UTI especifica.



Tabela 7. Distribuicdo dos tipos de Agr nas 93 amostras MRSA oriundas de pacientes
internados nas UTIs COVID-19 e ndo-COVID

UTI de origem
0,
Tipo de N (%) de amostras
Sistema Agr Total UTI COVID-19 UTI Ndo COVID-19

(n=93) (n=33) (n=60)
I 24 (25,8%) 10 (30,3%) 13 (21,7%)
I 60 (64,5%) 20 (60,7%) 41 (68,3%)

n 9 (9,7%) 3 (9%) 6 (10%)

Agr: Regulador de genes acessorios; n: nimero de amostras; UTI: Unidade de terapia intensiva
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Figura 9. Gel de eletroforese representativo dos tipos de Agr. PM: Padréo Molecular (100 pb); Coluna

1: controle positivo do agr I1; coluna 2 controle positivo agr I; coluna 3: controle positivo agr Il; coluna 4:

controle positivo agr 1V; colunas 5, 9, 15, 16 e 17: amostras clinicas representativas do agr I; colunas 7, 8, 11, 12,

13, 14 e 18: amostras clinicas representativas do agr Il; coluna 10: amostra clinica representativa do agr IlI; B:

branco.

Entre as amostras carreadoras do SCCmec Il (21/93), 95,2% (20/21) apresentaram o Agr

Il e apenas uma o Agr tipo I. Ja entre aquelas com SCCmec IV (66/93), um total de 60,6%
(40/66) apresentou o Agr tipo |1, 28,8% (19/66) o Agr tipo | e 10,6% (7/66) o Agr tipo IlI
(Tabela 8). Com base na anélise estatistica o Agr tipo Il foi associado ao SCCmecll (p =0,0024).

O Agr IV néo foi detectado nas amostras estudadas.
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Tabela 8. Correlacdo entre os tipos de Agr e os tipos de cassete cromossdémico estafilocdcico
mec (SCCmec) das 93 amostras MRSA testadas

Tipo de SCCmec
Tipo de N (%) de amostras
Sistema Agr I Il v \Y NT
(n=21) (n=1) (n=66) (n=2) (n=3)

| 1(4,8%)  1(100%)  18(27,3%) 2(100%)  1(33.3)
I 20% (952%) O 41 (62,1%) 0 0

i 0 0 7 (10,6%) 0 2 (66,7)

Agr: Regulador de genes acessorios; n: nimero de amostras; * p = 0,0024

Também foi avaliada a relacdo entre o tipo de sistema Agr e a capacidade de formagéo
de biofilme. Dentre as amostras com Agr tipo Il 56,7% (34/61) eram fracas produtoras de
biofilme, 26,3% (16/61) eram produtoras moderadas e 18% (11/61) eram fortes produtoras.
Enquanto, entre as amostras com Agr tipo | a producdo moderada, forte e fraca de biofilme foi
observada em 65,2% (15/23), 26% (6/23) e 8,7% (2/23) das amostras, respectivamente. Além
disso, entre as poucas amostras que apresentaram Agr tipo Il 6 eram fracas produtoras de
biofilme, 2 moderadas e apenas 1 forte produtora (Tabela 9). Houve relacdo significativa entre
amostras com Agr tipo | e producdo moderada de biofilme (p = 0,0006) e entre aquelas com

Agr tipo 1l e fraca producdo de biofilme (p=0.0047).

Tabela 9. Correlagdo entre os tipos de Agr e a capacidade de producdo de biofilme das 93

amostras MRSA testadas

Tipo de Producéo de biofilme
) N (%) de amostras
Sistema Agr
Forte Moderada Fraca
(n=18) (n=33) (n=42)
I 6 (33,3%) 15* (45,4%) 2(4,8)
I 11 (61,1) 16 (48,5%) 34* (80,9%0)
" 1(5,6) 2(2,1) 6 (14,3%)

Agr: Regulador de genes acessdrios; n: nimero de amostras; * p < 0,05
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5.4 Analise fenotipica da funcionalidade do sistema Agr

A avaliagdo da funcionalidade do operon agr por meio da detec¢ao da presenga de 6-
hemolisina em placas de &gar sangue de carneiro foi realizada para todas as amostras. A
visualizacdo de uma hemolise em forma de seta, que ocorre na area de interse¢cdo com a amostra
RN4220, indica a ativacdo desse sistema (Figura 8). Dessa forma, observou-se que a maioria

das amostras apresentou 0 operon agr ativo, totalizando 66,7% (62/93) (Figura 9).

Image de autoria propria

Figura 10. Placa de Agar Sangue ilustrativa para avaliacdo da funcionalidade do operon agr

nas amostras MRSA através do teste fenotipico de detec¢@o de 3- hemolisina. 1: RN4220: Amostra
produtora de beta-hemolisina; 2: Controle negativo; 3: Controle positivo; 4, 5 e 6: Amostras clinicas positivas; 7:

Amostra clinica negativa

31; 33.3%

62; 66.7%

® Ativo m Inativo

Figura 11. Distribui¢do das 93 amostras MRSA segundo a funcionalidade do sistema Agr.
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Ao analisar a distribuicdo das amostras ativas e inativas em relacdo a UTI de origem do
paciente, os resultados indicaram que dentre as amostras provenientes da UTI COVID-19,
63,6% (21/33) e 36,4% (12/33) eram ativas e inativas, respectivamente, sendo também
observados percentuais préximos nas amostras da UTI Ndo COVID-19 (Tabela 10). Na analise

estatistica, ndo houve relagéo significativa.

Tabela 10. Caracterizacdo da funcionalidade do sistema Agr nas 93 amostras MRSA oriundas

de pacientes com e sem diagndstico de COVID-19 internados em UTIs

UTI de origem

0,
Funcionalidade N (%) de amostras

do Sistema Agr UTI COVID-19 UTI N&o COVID-19
(n=33) (n=60)
Ativo 21 (63,6%) 41 (68,3%)
Inativo 12 (36,4%) 19 (31,7%)

Agr: Regulador de genes acessorios; n: nimero de amostras, UTI: Unidade de terapia intensiva

A correlacdo dos tipos de sistema Agr com sua funcionalidade foi realizada para as 93
amostras MRSA. Assim, foi possivel verificar que dentre aquelas que apresentaram o sistema
Agr ativo, 37 (59,6%) das 62 amostras apresentava o Agr tipo II, 17 (27,4%) tinha o Agr tipo |
e 8 (13%) apresentava o Agr tipo III (FiguralO0).

40
35
30
25

20
15
10
; =
0
| I

m Ativo ® Inativo

Numero de amostras

Figura 12. Correlagdo dos tipos de sistema Agr com sua funcionalidade em 93 amostras
MRSA testadas.
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Neste estudo, quando avaliamos a inatividade do sistema Agr em relacdo a
forte/moderada producdo de biofilme, verificamos 51% (16/31) das amostras com sistema
inativo apresentaram esse perfil de formacdao de biofilme, porém n&o houve relacéo significativa
entre essas caracteristicas (p = 0.6585). Houve uma distribuicdo semelhante dos perfis de

formacdo de biofilme entre os grupos com Agr ativo ou inativo, como mostrado na Figura 11.

120

100

80 435 48.4
60

% de amostras

40

20

Ativo Inativo

m Forte produtor = Produtor moderado = Fraco podutor

Figura 13. Distribuicao dos fenotipos de formacdo de biofilme das 93 amostras MRSA de

acordo com a funcionalidade do operon agr.

5.5 Analise genomica por eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE, Pulsed Field
Gel Electrophoresis) e MLST (multilocus sequence typing)

Para a identificacdo do perfil de fragmentacdo do DNA genémico foram selecionadas
as 51 amostras MRSA classificadas como fortes ou moderadas produtoras de biofilme. Além
disso, essa tipificacdo foi complementada pela determinacéo da sequéncia tipo (ST) por meio
da técnica de MLST para amostras selecionadas de cada cluster e para aquelas que ndo foram
passiveis de serem tipificadas por PFGE. Dentre as amostras analisadas, 44 foram visualizadas
apos tratamento com a enzima de restricdo Smal, método padrdo de fragmentacdo do DNA
gendmico em amostras de S. aureus. Enquanto 3 amostras, que apresentaram 0s marcadores
genéticos para o CC398, previamente caracterizados, foram tratadas com as enzimas Smal e
Apal, conforme previamente demonstrado na literatura. Para outras 4 amostras ndo foi possivel
a tipagem através da técnica de PFGE.

A analise dos resultados e parametros de classificacao foi baseada no seguinte critério:
amostras com até quatro bandas de diferenca, ou com mais de 80% de similaridade foram

consideradas como da mesma linhagem clonal. Dessa forma, dentre as 51 (54,8%) amostras
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fortes/moderadas produtoras de biofilme, 52,9% apresentaram CC5/SCCmec tipos IV ou Il e
31,4% eram amostras associadas a comunidade e foram inseridas nos CC8/ST8-1V e CC30-1V.

As linhagens relacionadas as 47 amostras MRSA que conseguiram ser tipificadas pelo
PFGE estdo representadas nas figuras 12 e 13, que demonstram os perfis de PFGE, os STs e 0s
tipos de SCCmec. Foi possivel assim observar que entre as 44 amostras tratadas apenas com a
enzima Smal (Figura 12), 50% (22/44) pertenciam a linhagem USAB800/CC5-SCCmeclV,
31,82% (14/44) eram USA300/CC8-1V, 6,82% (3/44) eram da linhagem USA100/CC5-II,
4,54% (2/44) eram USA1100/CC30-1V e outras duas eram USA400/CC1 com o SCCmec nédo
tipavel. Foi detectada uma Unica amostra pertencente ao CC8/ST239 e classificada como clone
endémico brasileiro (CEB).

A partir do dendrograma gerado (Figura 12), amostras de cada grupo foram selecionadas
para determinar o ST. Obteve-se assim uma maioria de amostras associadas ao perfil
USAB800/SCCmeclV que pertenciam ao ST5/CC5, e uma delas apresentou double allele, sendo
0 ST5 a classificagcdo mais proxima. Aquelas com perfil USA300/SCCmeclV eram do ST8/CC8
e as amostras USA100/SCCmecll foram associadas ao ST105/CC5, das quais 1 apresentou
single allele, sendo também o ST105 o mais proximo. Dentre as amostras
USA1100/SCCmeclV, uma pertencia ao ST714/CC30 e a outra ao ST30/CC30, enquanto para

aquelas com perfil USA400 o SCCmec foi ndo tipavel e elas foram associadas ao ST1/CC1.



40

% = g . " ; i g Linhagem clonal ST/CC  SCCmec
(I [ ] 2200  Usadoo 11 NT
WL D] 2488 Usadoo NT
LI I Wl 2288 wsaseo I\
UL 1 W 2198 usaseo A
[ 1L I W 2308 US4300 8 v
LD [ =137 usaseo v
[l Wl 2487 USA300 v
[l || W] 2500 USA300 v
| T 1B 2% usaseo 88 Iv
0l 2247 usaseo v
1 | < USA300 v
[T W 2822 ysaseo v
[T 2088 usaseo Iv
T 1 BT 2298 ysasoo v
LAHE LTI 2058 ysaseo v
Ll 2474 ysaseo v
| Tl T 2248 CEB 130/8 m
LI I1 [l 2252 usaseo Iv
Il 2238  wsaseo 535 v
Il |1l |]] 2343  wsasoo v
Ll LI [l] 228 usasoo v
Il | [l [l 2204  uUsaAsoo Iv
1101 [ Il 217  usasoo v
I I [l 2346 uUsasoo v
= [0 1 [ [ 2219  UsAgo0 IV
[ ][] | 2480  usas00 v
Il 0[]l |ll 2226  usasoo v
1111 223 TSAS00 v
0| III] 2218 usasoo v
W0l 2178 wusasco v
1 T L USAS00 v
FII [ ] fff 2ee0 USAROD v
Y I [T 2244 usasoo v
- L [0 [ 0[] 233  ysaseo 55 v
MWW 2217 usaseo 515 v
] I1 1011 [l 2286  wsaioo 105/5 1
LIV 1] (Il 217¢ usasoo Iv
L s (T (1] 208s  wsasoo v
o TN ] 22 usasoo v
— [Tl 208 usazeo 105/5 n
[| 1] |l |l] 2208  wusasoo v
LTI L 2e USA100 10505 II
il L[] I 2191 usatieo 714/30 v
' L1 [ 2319 usatioo 3030 v

Figura 14. Dendrograma do perfil genémico das 44 amostras MRSA tratadas apenas com a enzima

Smal (Dendrograma gerado pela versdo 7.6.3 do programa software Bionumerics).

NT: Néo tipavel, SCCmec: cassete estafilococico mec; CEB: clone endémico brasileiro; 2 double allele, ST5 a
combinagéo mais proxima; °: single allele, ST105 mais proximo; ¢: amostra negativa para gene sasG; Linha vermelha:
delimita 80% de similaridade; Amostras oriundas da UTI COVID-19 em negrito.
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Dentre as 3 amostras MRSA tratadas com Smal e Apal (Figura 13), os resultados do
PFGE mostraram um perfil de bandeamento caracteristico do complexo clonal 398, o que foi
confirmado com a técnica de MLST pelo sequenciamento da amostra 2062. Assim, observou-
se que entre as amostras pertencentes a este complexo clonal, duas apresentaram 0 SCCmec ndo

tipavel e a outra 0 SCCmec V.

L o B Linhagem clonal ST/CC SCCmec
2239° na NT
1062 nz 358358 NT
2319 na Al

Figura 15: Dendrograma do perfil gendmico das 3 amostras MRSA tratadas com as enzimas
Smal e Apal

NT: Né&o tipavel; CC: Complexo Clonal; ST: Sequéncia Tipo; SCCmec: cassete estafilococico mec; ¢; amostras
negativas para gene sasG Linha vermelha: delimita 80% de similaridade; Amostra oriunda da UTI COVID-19 em

negrito.

As amostras que ndo foram passiveis de serem tipadas por PFGE (4/51) foram também
incluidas no MLST. Dessa forma, as amostras 2246 e 2293, ambas carreando o SCCmeclV,
foram classificadas no CC8/ST8, a amostra 2249 apresentou o SCCmecll e foi incluida no
CC5/ST105, enquanto a amostra 2472 apresentou o0 SCCmec IV e foi classificada como
CC5/ST5286.

5.6 Analise e correlacio microbiologica das 51 amostras fortes/moderadas produtoras de
biofilme

Com base na observacdo e correlacdo dos resultados, em geral, obteve-se uma
distribuicdo heterogénica das caracteristicas microbioldgicas das 51 amostras testadas, assim
como quando observados estes aspectos em relacdo a UTI de origem. Dentre as amostras
provenientes da UTlI COVID-19 (19/51) ndo houve uma prevaléncia significativa de
determinada linhagem e/ou complexo clonal neste grupo (Tabela 11). Entretanto, entre as
amostras da UTI Ndo COVID-19, mesmo ndo sendo significativo, houve uma maior prevaléncia
de amostras pertencentes ao CC5 (20/32), com p = 0,0759 (Tabela 12). Ainda, amostras do

CC30 nao foram detectadas nesta UTI.
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O CC5, que agrupa as linhagens USA800 e USA100, foi associado a cerca de 61% de
todas as amostras fortes produtoras do estudo. Por outro lado, as amostras pertencentes ao CCS,
tendo linhagens como USA300, foram associadas a produgao moderada de biofilme (82,3%).
Contudo, ndo foi detectada relagdo significativa entre as variaveis analisadas (p = 0,0728).

Ainda, de acordo com a analise estatistica dos dados obtidos no estudo, verificou-se que
todas as amostras pertencentes ao CC5 apresentaram Agr tipo 11 (p = 0,0001) e aquelas do CC8
foram associadas ao Agr tipo | (p = 0,0001), enquanto as Unicas duas amostras do CC1
apresentaram o Agr tipo 111 (p =0,0024). Acerca do perfil de resisténcia das amostras, observou-
se uma relagdo significativa das amostras do CC8 com o fen6tipo MDR, das quais destacam-se
as linhagens clonais USA300 e CEB, visto que mais de 80% das amostras deste complexo clonal
apresentaram tal fenotipo (p = 0,0155).

Todos os resultados, segundo as caracteristicas das amostras, estao descritos no ANEXO

1, incluindo as amostras fracas produtoras de biofilme.



Tabela 11. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das 19 amostras fortes/moderadas produtoras de biofilme oriundas da UTIc

Tipo de
CcC ST Linhagem SCCmec  sistema  Funcionalidade Biofilme Perfil de néo susceptibilidade
(n) (n) (n) (n) Agr (n) (n) (n) (n)
CC8(8) ST8 (7) USA300 (6) v (7) 1 (7) Ativo (6) Forte produtor (2) cef (1)
cef, cip, eri (1)
Moderado (4) cef (1)
cef, eri (1)
cef, cip, eri (2)
Inativo (1) Moderado (1) cef, cip, eri (1)
ST239 (1) CEB (1) I (1) (1) Inativo (1) Forte produtor (1) cef, cli, eri, gen, rif, tet, sxt (1)
CC5(7) ST5 (6) USAB800 (6) IV (6) 11 (6) Ativo (5) Forte produtor (4) cef, cip (1)
cef, cli, eri (2)
cef, cli, eri, gen (1)
Moderado (1) cef, cli, eri (1)
Inativo (1) Forte produtor (1)  cef (1)
ST105(1) USA100 (1) (1) I(2) Inativo (1) Moderado (1) cef, cip, cli, eri (1)
CC30(2) ST714 (1) USA1100 vV (1) 1 (1) Inativo (1) Forte produtor (1) cef, eri (1)
ST30 (1) USA1100 IV (1) 1 (1) Ativo (1) Moderado (1) cef (1)
CC1(D ST (1) USA400 NT 1 (1) Ativo (1) Forte produtor (1) cef (1)
CC398 (1) ST398 (1) na V(1) (1) Ativo (1) Forte produtor (1) cef, cli, eri, tet (1)

43

Cef: Cefoxitina, Gen: Gentamicina; Cli: Clindamicina; Eri: Eritromicina; Tet: tetraciclina; Cip: Ciprofloxacina; Rif: Rifampicina; Sxt: Sulfametoxazol/trimetoprim. UTIc: UTI
COVID-19; CC: Complexo Clonal; ST: Sequéncia Tipo; SCCmec: cassete estafilocécico mec.



Tabela 12. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das 32 amostras fortes/moderadas produtoras de biofilme provenientes da UTInc

Tipo de
CC ST Linhagem SCCmec sistema Funcionalidade Biofilme Perfil de ndo susceptibilidade
(n) (n) (n) (n) Agr (n) (n) (n) (n)
CC8(9) ST8 (9) USA300 (8) IV (9) 1(9) Ativo (7) Moderado (7) cef, cip, eri (5)
cef, cip, eri, cli (1)
cef, cip, eri, gen (1)
cef, cip, eri (1)
Inativo (2) Moderado (2) cef, cip, eri, gen (1)
CC5 (20) ST5 (16) USAS800 (16) IV (16) 11 (16) Ativo (12) Forte (5) cef (1)
cef, eri (1)
cef, cip (2)
cef, cli, eri, gen (1)
Moderado (7) cef (1)
cef, eri (3)
cef, cli, eri (3)
Inativo (4) Moderado (4) cef (2)
cef, eri (2)
ST105 (3) USA100 (2) I (3) 11 (3) Inativo Forte (1) cef, cip, eri (1)
Moderado (2) cef, cip, cli, eri (1)
cef, cip, cli, eri, gen (1)
cef, eri (1)
ST5286 (1) na IV (1) (1) Ativo (1) Moderado (1) cef, eri (1)
CC1(1) ST (1) USA400 NT I (1) Inativo (1) Moderada (1) cef (1)
CC398(2) ST398(2) na NT (1) 1(1) Ativo (1) Moderado (1) cef, cip, cli, eri, gen, tet (1)
(1) (1) Inativo (1) Forte (1) cef, cli, eri (1)

44

Cef: Cefoxitina, Gen: Gentamicina; Cli: Clindamicina; Eri: Eritromicina; Tet: tetraciclina; Cip: Ciprofloxacina. UTInc: UTI Ndo COVID-19; CC: Complexo Clonal; ST:

Sequéncia Tipo; SCCmec: cassete estafilococico mec.
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6. DISCUSSAO

Em 2020 foi decretada a pandemia de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, a
qual se disseminou rapidamente em escala global, gerando uma elevada pressao no sistema de
satde em diversos paises (WHO, 2020; Ranzani ef al., 2021). Tal cendrio acarretou o aumento
das taxas de hospitalizacao, requerendo equipamentos médicos de assisténcia ao paciente,
principalmente os relacionados ao auxilio respiratorio para ventilagdo mecanica (Olivas-
Martinez et al., 2021; El Zahran et al., 2023). Além disso, foi possivel verificar a ocorréncia de
coinfecc¢des bacterianas em individuos diagnosticados com a doenga, quadro este que impacta
nas taxas de morbidade e mortalidade destes pacientes, ¢ também no aumento do uso de
antimicrobianos para o tratamento (Hughes et al., 2020, Neto et al., 2020; He et al., 2021;
Karami et al., 2021; Hoque et al., 2021; Pakzad et al., 2021). Em Sao Paulo , no Brasil, Polly
e colaboradores (2022) verificaram, nos primeiros meses da pandemia, um aumento na
incidéncia de infecg¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) causadas por cepas MRSA
em comparagao a trés anos anteriores a pandemia por COVID-19, ressaltando a necessidade de
vigilancia e estudos envolvendo amostras clinicas provenientes do periodo pandémico.

Staphylococcus aureus ¢ considerado um dos principais microrganismos causadores de
infeccdes associadas ao ambiente hospitalar (Paling ef al., 2017). Em individuos saudaveis, a
presenca desse patdgeno na microbiota ndo se apresenta como risco para estabelecimento de
infeccdes. Contudo, esse cendrio pode ser alterado quando héd a utilizagdo de dispositivos
médicos invasivos e susceptibilidade do sistema imunologico do paciente, como individuos
internados, principalmente em unidades de terapia intensiva (UTIs) (Paling et al., 2020). Dessa
forma, a colonizagdo prévia por S. aureus, principalmente por amostras MRSA, ¢ considerada
um relevante fator de risco para posterior estabelecimento de infec¢des, como as IRAS (Sakr et
al.,2018; Taki et al., 2023). Em uma coorte prospectiva realizada com 33 hospitais em 10 paises
europeus distintos, por Troeman e colaboradores, 2024, envolvendo pacientes cirirgicos, que
foram triados para a presenca de S. aureus nas narinas, garganta ou perineo dentro de 30 dias
antes da cirurgia, mostrou que dentre os 100 casos de infec¢do de sitio cirurgico (ISC) ou
infecgao de corrente sanguinea (ICS) que ocorreram durante o acompanhamento dos individuos
participantes do estudo, 86% estavam colonizados por S. aureus, o que ressalta a relevante
associa¢do entre individuos colonizados por este patdgeno e a maior possibilidade de
desenvolvimento de infec¢des em cendrios de internagdo hospitalar.

A capacidade de S. aureus colonizar e persistir no organismo tem sido associada a sua

habilidade em formar biofilme, entre outros fatores de viruléncia (Moormeier e Bayles, 2017).
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O biofilme pode promover o aumento da resisténcia antimicrobiana devido a dificuldade de
penetracao da droga em sua estrutura, além de ser uma forma de evasao do sistema de defesa
do hospedeiro, favorecendo a persisténcia bacteriana e sendo um foco de disseminagdo para
outros sitios do organismo (Lister e Horswill, 2014; Veerachamy et al., 2014 Otto, 2018).
Frente a importancia desse mecanismo de viruléncia e do possivel impacto da pandemia da
COVID-19 no fitness bacteriano o presente estudo avaliou 93 amostras MRSA isoladas de
colonizagdo nasal de 93 pacientes internados em duas UTIs, COVID-19 (UTIc) e Nao COVID-
19 (UTInc), de um hospital ptblico do Rio de Janeiro quanto a sua capacidade de formacao de
biofilme. Foi possivel verificar que todas as amostras MRSA produziram biofilme, sendo 55%
consideradas produtoras fortes (19%) ou moderadas (36%). Dados semelhantes foram
observados em um estudo chinés realizado por Hong e colaboradores, 2023, que realizou a
tipagem molecular e caracterizacdo de 90 amostras de S. aureus de infecgdes de feridas por
queimaduras, em que 80% delas produziram biofilme em algum grau e dentre estas 37,8%
foram fracas produtoras, 26,7% moderadas e 15,6% foram fortes produtoras de biofilme.

A andlise das amostras provenientes da UTIc e da UTInc em relagdo ao potencial de
formacdo de biofilme ¢ importante para entender a possivel influéncia das condi¢des de
hospitalizagdo e estado do paciente de cada tipo de UTI na viruléncia deste patogeno. Com isso,
observou-se no presente estudo que as amostras MRSA fortes produtoras de biofilme foram
mais frequentes na UTlc (p = 0,0114). Apesar dos poucos dados na literatura sobre
caracterizacdo de viruléncia bacteriana de amostras isoladas durante a pandemia, alguns autores
tém discutido sobre microrganismos oriundos de espécimes do trato respiratdrio e de sangue de
individuos com COVID-19 poderem exibir uma maior capacidade de formacao de biofilme.
Esse cenario seria facilitado pela utilizacdo prolongada de ventiladores mecanicos,
hiperinflamacdo e também pelo desequilibrio da microbiota decorrente do uso exacerbado de
antimicrobianos, como visto durante a pandemia de COVID-19 (Mirzaei et al., 2020, Grasselli
etal, 2021, Quetal., 2021, Sulayyim et al., 2022, Zhu et al., 2022). Contudo, ha necessidade
de outros estudos que possam ratificar estes resultados. E importante ressaltar também que em
nossos estudos o fato de o paciente apresentar diagndstico de COVID-19 poderia favorecer a
producao de biofilme decorrente da pressao seletiva pelo maior uso de antimicrobianos, de
corticoides e outras terapias imunomoduladores especificas, e também pela maior utilizacdo de
dispositivos médicos invasivos, como o uso de aparelhos de assisténcia ventilatoria para
pacientes com COVID-19 (Adalbert et al., 2021; Grasselli et al., 2021; Sulayyim et al., 2022)

Além disso, nosso estudo também mostrou associa¢ao da formacgao de biofilme com o

tipo de SCCmec, em que a maioria das amostras fortes/moderadas produtoras de biofilme
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apresentava o SCCmeclV, totalizando um percentual de 63,6%, enquanto, enquanto aquelas
com o SCCmec tipo II apresentaram uma associacao significativa com fraca produgdo deste
fator de viruléncia. Essa correlagdo foi vista em um estudo realizado por Vanhommerig e
colaboradores, 2014, na Bélgica, no qual amostras MRSA com SCCmec tipo IV promoveram
uma producdo de biomassa significativamente maior em condi¢des estdticas do que amostras
com outros tipos de SCCmec, como I e 111, o que corrobora com os resultados encontrados neste
estudo. Tal associagdo também foi encontrada por Cardoso Guimaraes e colaboradores, 2021,
a qual utilizou 60 amostras clinicas de S. aureus da cole¢ao de culturas do mesmo laboratorio
do presente estudo provenientes de um hospital universitidrio do Rio de Janeiro. Os autores
detectaram que cepas com SCCmec tipo Il tendem significativamente a formar biofilmes em
menor quantidade, especialmente quando comparadas a cepas com SCCmec tipo IV. Além disso
¢ importante destacar também que o SCCmec codifica também o gene psm-mec, que
desempenha um papel na regulacdo de fatores de viruléncia, como modulinas soliveis em fenol
(PSMs) e formagdo de biofilmes. Nesse sentido, um estudo realizado por Aoyagi e
colaboradores, 2014, Japao, detectaram a ocorréncia de mutagdes no promotor de psm-mec
presente no SCCmecll em cepas MRSA, o que foi associado a um aumento da viruléncia, mas
a supressao e/ou reducdo da capacidade de formacao de biofilme. Tal estudo nos mostra uma
possivel hipotese de que a regulagdo de PSMs poderia estar associada ao fato da maioria das
amostras com fraca produgdo de biofilme apresentar SCCmecll no presente estudo.

A detecgdo de genes relacionados ao biofilme também foi verificada neste estudo, no
qual foi detectada uma prevaléncia de 100% para o gene icaA e 82% para o sasG dentre todas
as 93 amostras testadas. De forma semelhante, Wang e colaboradores, 2023, em um trabalho
realizado com amostras coletadas também dentro do periodo pandémico (2020-2022) e
provenientes de um hospital terciario na China, observaram a presenca de icaA em 100% das
amostras. Além disso, um estudo realizado por Cardoso Guimaraes e colaboradores, 2021, ao
avaliar a producdo de biofilme em 60 isolados clinicos de S. aureus de diferentes linhagens
clonais isolados em hospitais do Rio de Janeiro e investigar a presen¢a de genes associados ao
biofilme, verificou também a prevaléncia do gene icaA em todas as amostras testadas. Esse
gene ¢ bem comum em amostras de S. aureus, sendo associado principalmente a sintese de
polissacarideos na composi¢do do biofilme e encontrado na maioria ou todas as amostras em
diferentes estudos ja realizados (De Matos et al., 2014; Batistao et al., 2016, Puah et al., 2018,
Otto, 2018; Alabdullatif e Alzahrani, 2022, Wang et al., 2023). Além disso, um estudo
publicado em 2022 por Carrera-Salinas ef al., descrevendo a formacao de biofilme associada a

presenca da proteina de superficie G de S. aureus (SasG) e suas variantes alélicas em amostras
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de bacteremia por clones endémicos (CC5, CC8, CC22) e esporadicos de MRSA, na Espanha,
entre 2008 e 2015, demonstrou uma alta prevaléncia do gene sasG, sendo detectado em todos
os clones endémicos avaliados. Vale ressaltar que os autores também verificaram que as
amostras que carreavam sasG desenvolveram a formagao de um biofilme mais forte do que
aqueles que foram negativos para a presenca do gene. Essa tendéncia também foi vista neste
estudo, uma vez que entre as amostras positivas para esse gene 57,3% (47/82) foram produtoras
forte/moderadas de biofilme (p = 0.2141), enquanto dentre aquelas que foram negativas, tendo
menor quantidade, em média 60% (7/11) das amostras foram classificadas como fracas
produtoras de biofilme (p = 0.5515)

Um importante fator de dispersdo do biofilme de S. aureus é o sistema de quorum-
sensing Agr, capaz de promover a inducdo da expressdo de moléculas responsaveis pela
degradacdo da matriz do biofilme e a inibigdo da expressdo de adesinas relevantes para
estruturacdo do mesmo. Tal sistema pode ser dividido em quatro tipos conforme polimorfismo
em agrD, o precursor do peptideo autoindutor do operon agr (Le et al., 2014; Le ¢ Otto, 2015;
Jenul e Horswill, 2019). No atual estudo foi detectado trés tipos de sistema Agr, I, II e I1I, sendo
Agr II o mais prevalente dentre todas as amostras MRSA testadas. Entretanto, alguns trabalhos
mais recentes, como o realizado por Sohail e colaboradores, 2023, no Paquistdo, com 2965
amostras clinicas de S. aureus isoladas de diferentes sitios, € o estudo de Cai e colaboradores,
2023, realizado na China com 715 amostras de S. aureus isoladas de swabs nasais de criangas.
Esses estudos demonstraram resultados opostos aos encontrados neste estudo, uma vez que o
Agr tipo I foi o mais frequente entre as amostras dos estudos, ambos com amostras provenientes
de um periodo dentro da pandemia de COVID-19. Essa discordancia possivelmente ¢
decorrente das diferencas geograficas e epidemioldgicas associadas a linhagens de S. aureus
isoladas nas diferentes localidades.

Vale ressaltar que alguns estudos da Europa ja relataram que amostras com o sistema
Agr tipo II apresentavam maior propensdo para produgdo de biofilme (Cafiso et al., 2007 e
Kawamura et al., 2011), enquanto outro estudo realizado na Coreia identificou esse cenario
entre amostras com o sistema Agr tipo I (Lim ez al., 2013). Encontramos no presente trabalho
uma relagdo significativa das amostras com Agr tipo I e produtoras moderadas de biofilme (p
=0.0006) e aquelas com Agr tipo II com a fraca producao de biofilme (p = 0.0047). Por outro
lado, dentre as 18 amostras fortes produtoras foi possivel verificar que 61% (11/18)
apresentaram Agr tipo II, e foram relacionadas diretamente a amostras do complexo clonal 5.
Esse resultado se assemelha a de estudos que detectaram amostras com agr tipos Il ou III como

principais produtoras de biofilme em comparag¢ao com aquelas que apresentaram os tipos I e [V
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(Ikonomidis et al., 2009, Khoramrooz et al., 2016, Tan et al., 2018). Aqui vale destacar o fato
do tipo de sistema agr estar diretamente relacionado as linhagens clonais presentes naquele pais
ou localidade, como ja demostrado previamente (Croes et al., 2009, Lim et al., 2013, Tan et al.,
2018, Cardoso Guimaraes et al., 2021). Além da comparacao do tipo de Agr com a capacidade
de formacao de biofilme, realizamos também sua comparagdo com o tipo de SCCmec. Assim,
dentre as amostras com SCCmec tipo 11, 95% apresentaram agr tipo 11 (p = 0.0024). No entanto,
esse tipo de analise ¢ pouco encontrado na literatura. Alguns estudos ja sugeriram que o tipo de
sistema agr estaria relacionado com a clonalidade de cada amostra, como j& mencionado, e
assim, também teria relacdo com o tipo de SCCmec mais frequentemente associado aquele
determinado clone. Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para se confirmar essa
hipotese.

O sistema Agr em S. aureus também apresenta um papel essencial na comunicagao entre
células, o qual ¢ realizada por meio de peptideos sinalizadores que propiciam respostas de
acordo com a densidade populacional naquele ambiente, sendo um mecanismo de regulagao
por quorum sensing importante para capacidade ou ndo de producdo de biofilme (Lee ef al.,
2021). Alguns autores ja observaram uma relagdo entre a inatividade desse sistema e a maior
capacidade de producdo de biofilme (Cafiso et al., 2007; Ferreira et al., 2013; Le et al., 2014;
Yang et al., 2019). No presente estudo, o sistema Agr se mostrou ativo na maioria das amostras,
porém o perfil de formacao de biofilme e a atividade do operon agr, segundo o teste fenotipico,
foi variado, ndo sendo possivel verificar esta correlacdo. De forma semelhante, alguns estudos
também ndo observaram essa associacao (Cortes et al., 2015; Pérez-Montarelo et al., 2017;
Guimaraes, 2018). Além disso, como ja descrito na literatura, a funcionalidade do sistema Agr
¢ um aspecto varidvel entre amostras de S. aureus, nas quais algumas podem produzir RNAIII
em niveis mais baixos e outras, como amostras pertencentes a linhagem USA300, em niveis
mais altos (Li et al., 2009; Paharik e Horswill, 2016), resultando em uma maior expressao de
fatores de viruléncia da bactéria e impactando também na regulag¢do da formacao de biofilme.
Além disso, outros sistemas regulatdrios podem estar envolvidos, como os genes sarA, rot €
mgrA (Guo et al., 2022). Uma limitacdo do estudo atual é o fato de que nenhum teste molecular
quantitativo foi realizado para analisar a expressao do operon agrBDCA, conjuntamente com o
teste fenotipico, a fim de avaliar o impacto deste mecanismo regulador na viruléncia das
amostras MRSA testadas.

Nesse sentido e de acordo com o exposto, destaca-se a importancia dos fatores de
viruléncia em S. aureus € como sua expressao impacta nos processos de colonizagao e infec¢cao

por este microrganismo. Também pode-se ressaltar que o periodo pandémico e o uso de agentes
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antimicrobianos indutores de pressdo seletiva sobre esse microrganismo podem levar a
mudancas no perfil epidemiologico. Assim, um dos objetivos do presente estudo foi também
analisar a dindmica clonal de amostras provenientes de colonizagao decorrentes deste periodo
na pandemia de COVID-19.

As técnicas de PFGE e MLST foram utilizadas para andlise das 51 amostras
fortes/moderadas produtoras de biofilme a fim de identificar as linhagens que circulavam no
hospital do estudo durante a pandemia. Assim, foi possivel detectar a prevaléncia de linhagens,
como USAS800/ST5/SCCmeclV e USA300/ST8/SCCmeclV. Amostras da linhagem
USAS800/STS tém sido descritas em infecgdes hospitalares no Brasil e também no HUCFF
(Cavalcante et al., 2015; Lakhundi e Zhang, 2018, Damasco et al., 2019). Em um estudo
realizado por Augusto e colaboradores, 2022, utilizando 123 amostras de S.
aureus provenientes de ICS coletadas de Jan/2016 a Dec/2018 no HUCFF, os autores
observaram a emergéncia de cepas MRSA pertencentes a linhagem comunitaria
USA300/ST8/SCCmecIV pela primeira vez neste hospital e também a linhagem
USAB00/ST5/SCCmecIV como a segunda mais descrita. Ja Whitaker, 2022, em trabalho
realizado no periodo entre Set/2019 a Mar/2021 com 94 amostras de ICS demonstrou que a
linhagem USA800/ST5/SCCmeclV também foi a mais frequente (44,2%), seguida pela
linhagem USA100/ST105/SCCmecll (25,6%). Perfis clonais envolvendo amostras
comunitarias, tais como as linhagens USA1100/ST30/SCCmeclV e USA300/ST8/SCCmeclV
também foram descritos no estudo citado, realizado durante a pandemia (Whitaker, 2022).
Assim, ao contrario do encontrado por Whitaker, 2022, que mostrou uma maior prevaléncia da
linhagem USA800/STS5/SCCmeclV entre os pacientes com COVID-19, em nosso estudo houve
uma distribui¢do heterogénea das linhagens e complexos clonais nas duas UTI’s estudadas,
apesar do maior isolamento de amostras desta linhagem na UTInc do que na UTIc (p = 0.0759).

E importante destacar que nos anos anteriores & pandemia de COVID-19, a linhagem
USA100/ST5/SCCmecll (Clone Nova Y ork/Japao) foi reportada como prevalente no ambiente
hospitalar causando infecgdes por amostras MRSA em todo Brasil (Caiaffa-Filho et al., 2013;
Duarte et al., 2018; Damasco et al, 2019; Fernandes, 2019), sendo também associada a redugao
ou quase substitui¢ao do CEB/ST239/SCCmeclll, clone inicialmente relacionado e prevalente
na maioria das infec¢des hospitalares por cepas MRSA no comego dos anos 2000 (Vivoni et
al., 2006; Caboclo et al., 2013; Chamon et al., 2017; Damasco et al, 2019; Veloso et al., 2019).
Assim, nossos resultados sugerem a ocorréncia de alteracdes no cendrio epidemiologico do
hospital do estudo no periodo pandémico avaliado, ja que o local recebeu muitos individuos

oriundos da comunidade, havendo um aumento na detec¢do de linhagens clonais associadas a
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comunidade no ambiente hospitalar, como, por exemplo, a linhagem USA300/ST8/SCCmeclV.
Vale destacar que independente da fonte clinica das amostras, de colonizagdo ou infecgao e
pertencentes ou nao ao periodo da pandemia de COVID-19, os estudos envolvendo este hospital
tém demonstrado tal mudanca epidemioldgica, ao longo dos anos, reforgando nossa hipotese
(Chamon et al., 2017; Damasco et al, 2019; Augusto et al., 2022; Whitaker, 2022).

E relatado na literatura a associagdo entre formagcao de biofilme e a clonalidade de cepas
de S. aureus, utilizando-se em sua maioria amostras resistentes a meticilina (De Matos et al.,
2014; Vanhommerig et al., 2014; Cortes et al., 2015; Naicker et al., 2016; Batistao et al., 2016;
King et al., 2016; El-Baz et al., 2017; Pérez-Montarelo et al, 2017). Neste estudo, foram
detectados quatro diferentes complexos clonais, sendo os CC5 e CC8 os mais prevalentes entre
as amostras MRSA fortes/moderadas produtoras de biofilme. Notou-se que a maioria das
amostras do CC8 eram produtoras moderadas de biofilme (14/17) e aquelas do CC5 eram mais
associadas a forte produgdo deste mecanismo de viruléncia. Um trabalho retrospectivo e
multicéntrico realizado por Carrera-Salinas e colaboradores, 2022, incluiu cepas MRSA de
pacientes com infecgdes de corrente sanguinea internados em hospitais na Espanha, no qual os
autores observaram que cepas pertencentes aos CC5 e CC8 tendiam a apresentar uma maior
producdo de biofilme do que outros complexos clonais testados, dados que se assemelham aos
nossos. Além disso, vale ressaltar que no presente estudo foi encontrada apenas uma unica
amostra do clone endémico Brasileiro (CEB), apresentando o SCCmec 111 e uma formacao de
biofilme superior em termos de densidade dpica as outras linhagens prevalentes neste trabalho,
como aqueles com SCCmec tipos IV e II. De acordo com a literatura, a forte producao de
biofilme por esse clone ¢ bem determinada, assim como a presenga do SCCmec III (Caboclo et
al.,2013; Cortes et al., 2015; Batistdo et al., 2016; Damasco et al., 2019; Augusto et al., 2022).

Aqui também correlacionamos os tipos de sistema Agr e a linhagem clonal, destacando-
se as amostras pertencentes ao CC5, que apresentaram Agr tipo II (p= 0,0001) e aquelas do
CC8, que possuiam o Agr I (»p =0,0001). Diferentes autores ja descreveram a associagdo dos
tipos de Agr com o complexo clonal em S. aureus (Monecke, Slickers e Ehricht, 2008; Croes
et al., 2009; Monecke et al., 2011, Tan et al., 2018, Foster et al., 2020, Carrera-Salinas et al.,
2022). Em um estudo realizado no mesmo laboratério do presente estudo envolvendo amostras
advindas do mesmo hospital verificou-se essa relagdo, no qual todas as amostras do CCS8
(USA300, CEB e Hungaro) possuiram Agr tipo I, enquanto as pertencentes ao CC5 (USA100
e USAS800) apresentaram Agr tipo II e aquelas do CC1 (USA400) e CC30 (USA200 e
USA1100) possuiam Agr tipo III, dados esses que corroboram com os resultados encontrados

no presente estudo (Cardoso Guimaraes ef al., 2021).
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Além dos fatores de viruléncia, vale destacar os determinantes de resisténcia,
impactados diretamente pelo elevado uso de antimicrobianos e saneantes, nao s6 no ambiente
hospitalar, como também na comunidade no periodo pandémico, o que viabilizou uma grande
pressao seletiva sobre os microrganismos, podendo aumentar a aquisi¢ao de resisténcia e
selecdo de cepas MRSA e MDR. Dentre as 93 amostras MRSA testadas nesse estudo, em média
55% apresentou o fendtipo MDR. Em relacdo ao cendrio observado nas UTIs avaliadas, foi
possivel verificar a detecgdo de amostras MDR, tanto na UTIc (66,7%), quanto na UTInc
(50%), indicando que a pressdo seletiva ocorreu em ambas as unidades. Em um trabalho
realizado por Bhargava e colaboradores, 2021, foi feita uma revisdo retrospectiva dos
prontudrios de pacientes adultos internados em um centro de atendimento terciario com 776
leitos em Michigan, EUA, sendo incluidos casos de COVID-19 diagnosticados entre margo e
junho de 2020. Os autores verificaram que as taxas de microrganismos multirresistentes (MDR)
foram mais altas (52,1%) na admissao hospitalar em comparagao a aquisi¢ao nosocomial (25%)
e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) foi o patogeno predominante.

No presente estudo observou-se uma relagdo significativa das amostras do CCS,
destacando-se as linhagens USA300/ST8/SCCmeclV e CEB/ST239/SCCmeclll, com o
fenétipo MDR, tendo cerca de 80% das amostras deste complexo clonal apresentando tal
fendtipo (p = 0,0155). Tal associag@o entre resisténcia e amostras do CC8, especialmente da
linhagem ST239, ja foi descrito em estudos anteriores (Caboclo et al., 2013; Cavalcante ef al.,
2014; Wang et al., 2023). Entretanto, a detecgdo de amostras USA300 MDR tem sido poucas
vezes citada na literatura (Karanika et al., 2016; Lee et al., 2017; Sansom et al., 2021), visto
que esta ¢ associada a comunidade, ambiente este que em circunstincias normais apresenta
menor pressao seletiva em comparagao ao ambiente hospitalar.

Nosso estudo foi realizado em um hospital referéncia no atendimento de pacientes com
COVID-19, inclusive casos graves, com pacientes admitidos em UTIs, ambiente no qual os
individuos se encontram mais debilitados, necessitando de uma continua assisténcia e
supervisao dos profissionais de saude. Associado ao uso constante de antimicrobianos e
saneantes, estes fatos podem influenciar na transmissdo de patdgenos entre individuos e nas
taxas de resisténcia, com a selecdo de cepas MDR, por exemplo. Além disso, sabe-se que tal
cendrio de pressdo seletiva impacta no fitness bacteriano, culminando na sele¢ao de cepas mais
bem adaptadas a determinado ambiente, o que pode estar associado a um pior prognoéstico do
paciente, visto que em caso de colonizagao prévia hd um maior risco para posterior aquisi¢ao

de IRAS.
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7. CONCLUSOES

Todas as amostras MRSA produziram biofilme, sendo mais de 50% produtoras fortes ou

moderadas. Amostras fortes produtoras de biofilme foram mais frequentes na UTI COVID-19.

Amostras MRSA carreando o SCCmec tipo IV apresentaram principalmente perfis forte ou
moderado de producao de biofilme, enquanto aquelas com o SCCmec tipo Il apresentaram uma

associagdo significativa com fraca produgdo deste fator de viruléncia.

Os genes icaA e sasG, associados ao biofilme, foram detectados em todas as amostras e em

88,2% delas, respectivamente, demonstrando sua alta prevaléncia entre as amostras avaliadas.

A tipagem do sistema Agr mostrou que mais de 60% das amostras eram do agr tipo II, tanto na
UTI COVID quanto na UTI ndao COVID, seguido pelos tipos I e III. Além disso, o agr tipo II

foi associado significativamente com amostras carreadoras do SCCmec tipo 11.

O sistema Agr se mostrou ativo em 66,7% das amostras. Nao foi observada relagdo entre o

resultado do sistema inativo e maior producao de biofilme nas amostras.

Cerca de 80% das amostras MRSA produtoras de biofilme moderado ou forte eram de duas
linhagens clonais: CC5-SCCmec tipos IV/II (hospitalar) e CC8-SCCmeclV (comunitaria).
Amostras do CC5 carreavam o Agr tipo Il e 61% foram fortes produtoras de biofilme, enquanto

amostras do CC8 carreavam o Agr tipo I, sendo 82,3% produtoras moderadas.

Uma maior prevaléncia de amostras pertencentes ao CC5 foi observada entre aquelas
provenientes da UTI Ndo COVID-19 e amostras do CC30 nao foram detectadas nesta UTI.
Ainda, amostras do CC8 mostraram maior relagdo com resisténcia antimicrobiana, visto que

mais de 80% das amostras deste complexo clonal apresentaram fenotipo MDR.

O estudo mostra grande potencial para a producdo de biofilme entre amostras MRSA de
colonizacdo e a emergéncia de clones comunitarios no hospital durante a pandemia, no periodo
avaliado, reforcando a importancia de estratégias de vigilancia e controle de infeccdes e

colonizacdo pelo patégeno.
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ANEXO 1

Tabela 13. Descricdo das caracteristicas gerais e resultados de todas as 93 amostras MRSA avaliadas no presente estudo.
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o . Antibiograma Formacao Funcionalidade Tipo . .
N Tipo de CTI CIP_CLI _ERI GEN RIF TET SXT SCCmec Biofilme Agr Agr icaA sasG Clonalidade ST/CC
2053 N&oCOoVID-19 R S R S S S S v Moderado Ativo | positivo  positivo USA300
2055 NdoCOoVID-19 S S S S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd
2056 Ndo COVID-19 R S R S S S S v Moderado Ativo | positivo  positivo USA300
2059 Né&oCovID-19 R R R R S S S I Moderado Inativo I positivo  positivo USA100 105
2062 N& COVID-19 | haloD R R S | S I Forte produtor Inativo | positivo Negativo CC398 CC398
2064 N&o COVID-19 S S | S S S S v Moderado Inativo I positivo  positivo USA800
2072 COVID-19 S S R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd
2073 N&o COVID-19 R S R S S S S v Fraco produtor Ativo | positivo  positivo nd
2084 NdoCOVID-19 S S S S S S S v Fraco produtor Ativo Il positivo Negativo nd
2095 Né&oCoOvVvID-19 S S R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd
2119 N&doCoOVID-19 R R R S S S S I Moderado Inativo I positivo  positivo USA100 105
2125 N& CovID-19 R R R S S S S 1 Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd
2129 Né&oCoviID-19 S S R S S S S v Forte produtor Ativo I positivo  positivo USA800
2137 N& CoVID-19 R R R S S S S v Moderado Ativo | positivo  positivo USA300
2166 Ndo COVID-19 S S S S S S S v Fraco produtor Ativo | positivo  positivo nd
2175 Né&oCOVID-19 | S S S S S S v Forte produtor Ativo I positivo  positivo USA800
2178 Né&doCOVID-19 S S S S S S S v Moderado Inativo I positivo  positivo USA800
2179 Né&doCOVID-19 S S S S S S S v Moderado Ativo I positivo  positivo USA800
2182 COVID-19 S S R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd
2185 N&o COVID-19 R R R S S S S I Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd
2189 N&oCOVID-19 R R R S S S S I Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd
2191 COVID-19 S S | S S S S v Forte produtor Inativo | positivo  positivo USA1100 714
2195 N&doCOVID-19 R R R S R S S I Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd
2196 N&doCOVID-19 R S R S S S S v Moderado Ativo | positivo  positivo USA300
2202 COVID-19 R R R S S S S I Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd
2204 COVID-19 S haloD R S S S S v Forte produtor Ativo I positivo  positivo USA800
2205 Né&oCoviID-19 S S R S S S S v Moderado Ativo I positivo  positivo USA800
2207 COVID-19 R R R S S S S I Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd
2209 COVID-19 S haloD R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd
2215 N&oCOovVID-19 R S R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd
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2217
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2220
2226
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2230
2234
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2244
2245
2246
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2255
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Forte produtor
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Moderado

Moderado
Forte produtor

Moderado

Moderado
Forte produtor

Moderado
Fraco produtor
Fraco produtor
Fraco produtor

Moderado
Fraco produtor

Moderado
Fraco produtor
Fraco produtor

Moderado
Forte produtor

Moderado
Forte produtor

Moderado

Moderado
Forte produtor
Fraco produtor
Fraco produtor
Fraco produtor

Moderado

Ativo
Ativo
Inativo
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Inativo
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Inativo
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nd
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CC398
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CEB

NT
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nd

nd
USA100
USA400

NT
USAS800
USA300
USA300
USA300
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nd
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CC398

239

105
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2322 COVID-19 R S R I S S S v Moderado Ativo | positivo  positivo USA300

2329 N&o CovID-19 R S R S S S S v Moderado Inativo | positivo  positivo USA300 8
2334 NdoCOovVID-19 S haloD R R S S S v Forte produtor Ativo I positivo  positivo USA800 5
2337 N&doCovID-19 S S | S S S S v Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd

2341 N&doCOVID-19 S S S S S S S v Fraco produtor Ativo Il positivo negativo nd

2343 COVID-19 S haloD R R S S S v Forte produtor Ativo I positivo  positivo USA800

2345 N&CovID-19 S S R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd

2346 N&COVID-19 S haloD R S S S S v Moderado Ativo I positivo  positivo USA800

2349 N&COVID-19 S haloD R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd

2352 COVID-19 R R R S S S S I Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd

2456 N&do COVID-19 R R R S S R S \ Fraco produtor Ativo | positivo negativo nd

2457 N&do COVID-19 R R R S S S S I Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd

2462 Né&oCovID-19 S S S S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd

2463 N&oCovID-19 S S S S S S S v Fraco produtor Ativo Il positivo negativo nd

2464 N&o COVID-19 R R R S S S S I Fraco produtor Inativo I positivo  positivo nd

2468 Ndo COVID-19 S S R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd

2472 N&do CoVvID-19 S S R S S S S v Moderado Ativo I positivo  positivo NT

2474 COVID-19 R S R S S S S v Forte produtor Ativo | positivo  positivo USA300

2476 COVID-19 S S R S S S S v Fraco produtor Ativo Il positivo negativo nd

2480 Né&oCovVvID-19 S R R S S S S v Moderado Ativo I positivo  positivo USA800

2483 N&oCovID-19 S S S S S S S NT Moderado Inativo Il positivo positivo USA400 1
2485 N&o COVID-19 S S R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd

2488 COVID-19 S haloD R S S R S \ Forte produtor Ativo | positivo negativo CC398 CC398
2489 Né&doCOVID-19 S S R S S S S v Moderado Inativo I positivo  positivo USA800

2493 N&doCOVID-19 S haloD R S S S S v Fraco produtor Ativo I positivo  positivo nd

2497 N&doCOVID-19 R S R S S S S v Moderado Ativo | positivo  positivo USA300

2500 Né&oCoVvID-19 R S R R S S S v Moderado Inativo | positivo  positivo USA300

2511 COVID-19 R R R S S S S 1 Fraco produtor Ativo 1 positivo  positivo nd

Gen: Gentamicina; Cli: Clindamicina; Eri: Eritromicina; Tet: tetraciclina; Cip: Ciprofloxacina; Sxt: Sulfametoxazol/trimetoprim; R: Resistente; S:

cefoxitina, e sensiveis a mupirocina e linezolida. NT: Né&o tipavel; nd: Nao determinado.

Sensivel; I: Intermediério;
ST: Sequéncia tipo; CC: Complexo clonal; SCCmec: Cassete cromossémico estafilocdcico mec. Todos os isolados neste estudo apresentaram resisténcia a penicilina e
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE ESTACIO DE £ Plabaforma
SA/ UNESA/RJ %0!'

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: OCORRENCIA DE INFECGOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE POR
MICRORGANISMOS MULTIRRESISTENTES E USO DE ANTIMICROBIANOS EM
PACIENTES COM COVID-19 ADMITIDOS EM UNIDADES DE TRATAMENTO
INTENSIVO DO RIO DE JANEIRO

Pesquisador: Karis Maria de Pinho Rodrigues

Area Temaitica:

Versao: 1

CAAE: 39277320.5.0000.5284

Instituicdo Proponente: SOCIEDADE DE ENSINO SUPERIOR ESTACIO DE SA LTDA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 4.398.497

Apresentacao do Projeto:

O projeto intitulado "OCORRENCIA DE INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE POR
MICRORGANISMOS MULTIRRESISTENTES E USO DE ANTIMICROBIANOS EM PACIENTES COM
COVID-19 ADMITIDOS EM UNIDADES DE TRATAMENTO INTENSIVO DO RIO DE JANEIRQO", submetido
ao CEP CEP UNESA em 16/10/2020, é de autoria da pesquisadora Karis Maria de Pinho Rodrigues. Trata-
se de um estudo em parceria com as comissoes de controle de infecgao hospitalar (CCIH) de trés hospitais.

Objetivo da Pesquisa:
De acordo com a pesquisadora responsavel:

Objetivo Primario:

Investigar e analisar a ocorréncia de IRAS e colonizagao causadas por bactérias MDR em pacientes com
COVID-19, evidenciando e avaliando o impacto da coexisténcia destas duas pandemias; e propor
estratégias que possam reduzir o risco associado a estes agravos combinados.

Objetivo Secundario:
Investigar o impacto da pandemia de COVID-19 na ocorrencia de IRAS e de resistencia a

Enderegco: Avenida Presidente Vargas, 642, 220 andar

Bairro: Centro CEP: 20.071-001

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)2206-9726 E-mail: cep.unesa@estacio.br
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Continuacao do Parecer: 4.398.497

antimicrobianos e o impacto destas ultimas na mortalidade associada a COVID-19, utilizando como
indicadores as caracteristicas dos agentes bacterianos envolvidos, a mortalidade associada a estas
infeccoes, e o uso de antimicrobianos em pacientes adultos e pediatricos admitidos em UTls de trés
instituicoes hospitalares de excelencia com

tratamento dedicado a COVID-19.

Descrever os marcadores criticos de resistencia a antimicrobianos em agentes bacterianos de IRAS.
Estimar e comparar a intensidade de transmissao de agentes de IRAS entre pacientes admitidos nas UTI
COVID-19 e Nao-COVID-19 por inferencias a partir da determinacao da composicao clonal das amostras
das especies bacterianas predominantes entre os agentes de episodios de

colonizacao e infeccao.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

A avaliacao de riscos e beneficios esta de acordo com as diretrizes da Resolugcao 466/12 do Conselho
Nacional de Saude

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Nao se aplica

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Os documentos de apresentacao obrigatéria estao de acordo com as diretrizes da Resolucao 466/12 do
Conselho Nacional de Saude e do CEP UNESA.

Recomendacoes:

Na&o se aplica

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto e demais documentos de apresentagao obrigatoria nao apresentam pendéncias ou inadequagoes.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Este colegiado aprova o projeto e solicita envio de relatorios semestrais da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/10/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1630663.pdf 18:24:52
Orcamento ORCAMENTO.pdf 16/10/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito

18:23:56 | Rodrigues

Endereco: Avenida Presidente Vargas, 642, 220 andar

Bairro: Centro CEP: 20.071-001

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)2206-9726 E-mail: cep.unesa@estacio.br
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Folha de Rosto folhaDeRostoKarisAssinado.pdf 16/10/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito
18:15:56 | Rodrigues

Projeto Detalhado / |ProjetoBACTCOVIDFinal.docx 24/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito

Brochura 19:07:25 |Rodrigues

| Investigador

Declaragao de InfraEstacio.pdf 24/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito

Instituicao e 19:06:28 | Rodrigues

Infraestrutura

Declaragao de CNHassinada.pdf 24/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito

concordancia 07:56:16 | Rodrigues

Declaracao de Cartapesquisador.docx 18/09/2020 |Karis Maria de Pinho [ Aceito

Pesquisadores 12:40:08 | Rodrigues

Cronograma CRONOGRAMA.docx 17/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito
16:57:27 | Rodrigues

Outros CCIHIPPMG.pdf 17/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito
16:57:09 | Rodrigues

Outros CCIHHUCFF .pdf 17/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito
16:56:40 | Rodrigues

Outros Bacterio.pdf 17/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito
16:56:14 | Rodrigues

Declaracao de InfraestruturaMICROAssi.pdf 17/09/2020 |Karis Maria de Pinho | Aceito

Instituicao e 16:54:44 | Rodrigues

Infraestrutura

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Centro
UF: RJ

Telefone:

Municipio:
(21)2206-9726

RIO DE JANEIRO, 13 de Novembro de 2020

Assinado por:
Luciana de Paula Lima e Schmidt de Andrade
(Coordenador(a))

Avenida Presidente Vargas, 642, 220 andar

CEP: 20.071-001
RIO DE JANEIRO
E-mail: cep.unesa@estacio

.br
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