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RESUMO

BRASIL, Mariana Cantuaria Waldmann. Diversidade e resisténcia antimicrobiana de
Staphylococcus spp. isoladas de areia de praias do litoral sul de Macaé — RJ. Macae,
2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Conservacdo) - Instituto de
Biodiversidade e Sustentabilidade, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Macaé,
2022,

Os géneros Staphylococcus e Mammalicoccus pertencem a familia Staphylococcaceae, sendo
constituidos por espécies resistentes a altas concentragdes de sal (NaCl), e sdo encontradas em
humanos, animais e solo. Assim, areias de praia podem ser reservatorios desses
microrganismos, incluindo cepas patogénicas multirresistentes. O presente estudo objetivou
isolar e identificar Staphylococcus spp. em areias de praias do litoral sul de Macaé, avaliando
a susceptibilidade antimicrobiana destas estirpes. As amostras foram coletadas de trés praias
entre setembro/2020 e janeiro/2021. Um protocolo para isolamento de Staphylococcus spp. a
partir de areia foi elaborado e as estirpes isoladas foram identificadas por espectrometria de
massas. A susceptibilidade antimicrobiana foi avaliada por disco-difusdo. Os genes mecA,
mecC e da leucocidina de Panton-Valentine (PVL) foram detectados por PCR. Entre 71
estirpes isoladas, 69% foram Staphylococcus, que foram detectados em 60% das amostras de
areia. Foram encontradas as espécie S. sciuri e S. epidermidis (22,4% cada), S. warnerii
(16,3%), S. aureus (12,2%), S. saprophyticus (10,2%) e S. simulans (4,1%). Maiores taxas de
resisténcia foram detectadas para penicilina (PEN) (55,1%), oxacilina (OXA) (38,8%),
eritromicina (ERI) (36,7%), sulfametoxazol-trimetoprima (STX) (26,5%), clindamicina (CL1I)
(24,5%) e ciprofloxacina (CIP) (20,4%). Todas as estirpes de S. epidermidis foram resistentes
a PEN e ERI, e 72,7% delas a STX. Estirpes de S. sciuri foram principalmente resistentes a
OXA (90%) e CLI (81,8%), estirpes de S. aureus foram resistentes a PEN (100%) e ERI
(30%) e S.saprophyticus foram resistentes a OXA (100%) e STX (80%). O gene mecA foi
encontrado em 11 (22,4%) estirpes, sendo 70% S. epidermidis. Os genes da PVL ndo foram
detectados. A maioria dos Staphylococcus foi oriunda da praia de Cavaleiros. S. epidermidis
mecA+ foram mais isolados nas praias de Cavaleiros e Pecado, S. saprophyticus resistentes a
STX na praia do Pecado e S. sciuri resistentes a CLI, na praia de Pedrinhas. Os resultados
apontam uma frequéncia relativamente baixa de Staphylococcus, incluindo cepas resistentes a
maultiplas drogas (MDR), no litoral sul de Macaé, com prevaléncia de determinadas espécies
estafilococicas e perfis de resisténcia que podem estar refletindo o padrédo da comunidade e da
fauna.

Palavras-chave: Susceptibilidade; solo; multiplas drogas.



ABSTRACT

BRASIL, Mariana Cantuaria Waldmann. Diversity and antimicrobial resistance of
Staphylococcus spp. isolated from sand beaches of south coast of Macaé. Macaé, 2022.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Conservacdo) - Instituto de
Biodiversidade e Sustentabilidade, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Macaé,
2022,

The Staphylococcus and Mammalicoccus genera belong to the Staphylococcaceae family,
consisting of species resistant to high concentrations of salt (NaCl), found in humans, animals
and soil. Thus, beach sands can be reservoirs of these microorganisms, including
multiresistant pathogenic strains. The present study aimed to isolate and identify species of
Staphylococcus spp. in sand from recreational beaches on the south coast of Macaé,
evaluating the antimicrobial susceptibility of these strains. Sand samples were collected from
three beaches between September/2020 and January/2021. A protocol for the isolation of
Staphylococcus from sand was elaborated and the isolates were identified by mass
spectrometry. Antimicrobial susceptibility was assessed by disc diffusion method. The mecA,
mecC and Panton-Valentine leukocidin (PVL) genes were detected by PCR. Among 71
isolates, 69% were Staphylococcus, which were detected in 60% of sand samples. Were found
the follow species: S. sciuri and S. epidermidis (22.4% each), S. warnerii (16.3%), S. aureus
(12.2%), S. saprophyticus (10.2%) and S. simulans (4.1%). High rates of resistance were
detected for penicillin (PEN) (55.1%), oxacillin (OXA) (38.8%), erythromycin (ERI)
(36.7%), trimethoprim-sulfamethoxazole (STX) (26.5 %), clindamycin (CLI) (24.5%) and
ciprofloxacin (CIP) (20.4%). All strains of S.epidermidis were resistant to PEN and ERI, and
72.7% of them to STX. S. sciuri strains were mostly resistant to OXA (90%) and CLI
(81.8%), S. aureus strains were resistant to PEN (100%) and ERI (30%) and S. saprophyticus
were resistant to OXA (100%) and STX (80%). The mecA gene was found in 11 (22.4%)
strains, 70% of which were S. epidermidis. PVL genes were not detected. Most of the
Staphylococcus isolates were recovered from Cavaleiros beach. S. epidermidis mecA+ were
more isolated from Cavaleiros and Pecado beaches, S. saprophyticus resistant to STX on the
Pecado beach and S. sciuri resistant to CLI on the Pedrinhas beach. The results indicate a
relatively low frequency of Staphylococcus, including multi-drug resistant strains (MDR), on
the south coast of Macaé, with a prevalence of certain staphylococcal species and
antimicrobial profiles that may be reflecting the patterns found in community and fauna.

Keywords: Susceptibility; ground; multiple drugs.



LISTA DE QUADROS

Principais espécies de Staphylococcus coagulase negativos e

habitats referenciais

Identificacdo, data de coleta, local de coleta e perfil de resisténcia

Quadro 2 de estirpes de Staphylococcus mecA+ isoladas de amostras de areia 40
coletadas de praias do litoral sul de Macaé/RJ.

Quadro 1 17



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Imagem de satélite dos pontos de coleta (em amarelo) de amostras de
areia deste estudo. Da esquerda para direita: Pedrinhas (22°25'30.0"S
41°49'46.0"W); Cavaleiros (22°24'17.0"gS 41°47'46.9"W); Pecado
(22°24'40.2"S  41°48'30.6"W). Fonte:<www.google.com.br/maps/@-
22.4021022,-41.8054606,9750m/data=!3m1!1e3!5m1!1e4>.Acessado
em 30 de Junho de 2022.

Imagem de satélite, com indicagdo dos pontos de coleta (em amarelo) de
amostras de areia na Praia dos Cavaleiros. Da esquerda para a direita
temos os cinco pontos de coletas, escolhidos de acordo com o fluxo de
entrada, saida e permanéncia de banhistas.

Imagem de drone, com indicacdo dos pontos de coleta (em vermelho) de
amostras de areia na Praia do Pecado. Da esquerda para a direita temos
0s cinco pontos de coletas, escolhidos de acordo com o fluxo de entrada,
saida e permanéncia de banhistas.

Imagem de drone, com indicacdo dos pontos de coleta (em laranja) de
amostras de areia na Praia das Pedrinhas. Da esquerda para a direita
temos os cinco pontos de coletas, escolhidos de acordo com o fluxo de
entrada, saida e permanéncia de banhistas.

Modelo resumido do protocolo proposto para isolamento e identificacdo
de espécies de Staphylococcus. Adaptado de GOODWIN et al; PINTO
et al, 2012.

29

30

31

32


https://www.google.com.br/maps/@-22.4021022,-41.8054606,9750m/data=!3m1!1e3!5m1!1e4
https://www.google.com.br/maps/@-22.4021022,-41.8054606,9750m/data=!3m1!1e3!5m1!1e4

LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1

Grafico 2

Grafico 3

Grafico 4

Distribuicéo das 49 estirpes isoladas das amostras de areia das praias 45
avaliadas neste estudo.

Identificacdo em nivel de espécie das 49 estirpes isoladas neste estudo. 46

Distribuicdo das espécies de Staphylococcus em relagdo ao local de 47
coleta- Macaé/RJ.

Distribuicéo das espécies de Staphylococcus em relagdo a data de coleta.  4g



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Condicbes meteoroldgicas do municipio de Macaé nas datas em que as
amostras de areia foram coletadas

Identificacdo das amostras através dos scores, apés a leitura no MALDI-
TOF/MS (Adaptada de Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification
Results)

Descri¢do das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de
corte para interpretacdo dos valores de halo de inibicdo de acordo com o
Clinical and Laboratory Standards Institute (2022) e Brazilian Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (2022) para amostras de
Staphylococcus aureus.

Descricdo das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de

corte para interpretagdo dos valores de halo de inibicdo de acordo com o
Clinical and Laboratory Standards Institute (2022) e Brazilian Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (2022) para amostras de
Staphylococcus epidermidis.

Descricdo das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de
corte para interpretacdo dos valores de halo de inibicdo de acordo com o
Clinical and Laboratory Standards Institute (2022) e Brazilian Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (2022) para amostras de
Staphylococcus spp. (exceto Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis).

Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das estirpes de Staphylococcus
spp. isoladas de amostras de areia de praias do litoral sul de Macaé/RJ.
Perfis de resisténcia aos antimicrobianos identificados entre 49 espécies de
Staphylococcus isoladas de amostras de areia coletadas em praias do litoral
sul de Macaé/RJ.

Resisténcia aos antimicrobianos em estirpes estafilocécicas isoladas de
areia coletadas de praias do litoral sul de Macaé/RJ, de acordo com a
espécie identificada.

Perfil microbioldgico detectado em cada ponto das praias avaliadas, de
acordo com a data de coleta da amostra de areia.

Identificacdo, data, local de coleta e perfil de resisténcia de estirpes de
Staphylococcus mecA+ isoladas de amostras de areia coletadas de praias do
litoral sul de Macaé/RJ.

33

37

38

39

40

44

49

50

51

53



SUMARIO
1 INTRODUCAO

1.1 Géneros Staphylococcus e Mammaliicoccus

1.1.1 Principais espécies de Staphylococcus

1.1.2 Staphylocococcus resistente a meticilina

1.1.3 Staphylococcus em areias de praias

2 JUSTIFICATIVA

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

3.2 Objetivos especificos

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de estudo

4.1.1 Praia dos Cavaleiros

4.1.2 Praia do Pecado

4.1.3 Praia das Pedrinhas

4.2 Coleta das amostras, enriquecimento e isolamento bacteriano

4.3 Caracterizacdo das linhagens bacterianas isoladas

4.3.1 Identificacdo das espécies estafilococicas por MALDI-TOF/MS (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight — Mass Spectrometry)
4.3.2 Determinacéo da susceptibilidade aos antimicrobianos através da técnica de
difusdo a partir do disco

4.3.3 Extracdo do DNA

4.3.4 Deteccao dos genes associados a resisténcia a meticilina (mecA e mecC)
4.3.5 PCR para detecgéo dos genes que codificam a Leucocidina de Panton-
Valentine (PVL)

5. RESULTADOS

5.1 Espécies bacterianas identificadas e correlagdo com o local de coleta

5.2 Susceptibilidade antimicrobiana e correlagdo com o local de coleta

5.3 Presenca dos genes mecA, mecC epvl e correlagdo com data e local da coleta.
6. DISCUSSAO

7. CONCLUSOES

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

14
14
16

21
23
27
28
28
28
29
29
30
31
32
34
36

36

37

40
41

42

43
43
48
52
54
65
53



1. INTRODUCAO

1.1 Géneros Staphylococcus e Mammaliicoccus

Os géneros Staphylococcus e Mammaliicoccus pertencem a familia
Staphylococcaceae, e incluem bactérias com aspecto morfo-tintorial de cocos Gram positivos,
imdveis, ndo esporuladas, anaerdbias facultativas e com baixo teor G+C (SCHLEIFER,;
BELL, 2009). Os demais géneros da familia sdo Albissicoccus, Albococcus, Aliicoccus,
Auricoccus, Corticicoccus, Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomiicoccus e
Salinicoccus (LPSN, 2022).

O género Staphylococcus é o mais antigo da familia, tendo sido descrito em 1884
(ROSENBACH, 1884; SKERMAN et al, 1980) e possui, até 0 momento, 85 espécies e 30
subespécies relatadas (LPSN, 2022). As células bacterianas deste género se agrupam em
forma de cachos, possuem temperatura 6tima de crescimento entre 30 °C e 37 °C e sdo
tolerantes a altas concentrac@es de sal, multiplicando-se em ambientes com até 10% de NaCl.
Sdo resistentes a 0,04 Ul de bacitracina e, em geral, produzem a enzima catalase, com
excecdo de S. aureus subespécie anaerobius e S. saccharolyticus (HOLTet al, 1994;
PEACOCK, 2005; BANNERMAN; PEACOCK, 2007). A enzima catalase promove a
conversdo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, o que permite diferencia-los de
outros cocos Gram positivos em testes laboratoriais (RYAN & DREW, 2010). Bactérias do
género (ou estafilococos) Staphylococcus podem produzir ou ndo uma proteina extracelular
chamada coagulase, que converte o fibrinogénio do plasma em fibrina formando um coagulo,
0 que divide as espécies do género em dois grandes grupos. Aqueles que produzem esta
proteina sdo chamados de Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e aqueles que nédo a
produzem séo os Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (KLOOS; BANNERMAN, 1999;
ARCHER, 2000).

Mamaliicoccus é o género mais recente da familia (MADHAIYAN et al, 2020). Foi
descrito a partir de sequéncias de genoma completo e indices gerais relacionados ao genoma
(OGRIs), onde estes ultimos demonstraram aumentar a resolucdo taxonémica dentro de uma
familia (CHUNet al, 2018; GUPTAet al, 2018). Os OGRIs mais comuns sé&o, hibridizacdo
digital DNA-DNA (dDDH), identidade média de nucleotideos (ANI), identidade média de

14



aminoacidos (AAI) e proteinas de assinatura conservada (CSPs). No estudo de Madhaiyan e
colaboradores (2020), o valor de corte selecionado foi a AAI de 60-80% onde se observa
géneros filogenéticamente distintos, embora relacionados (LUO et al, 2014). Os autores
verificaram que, analisando as espécies de Staphylococcus, observa-se a divisdo em dois
clados principais. Um clado, composto por S. sciuri, S. fleurettii, S. lentus, S. stepanovicii, e
S. vitulinus, é profundamente ramificado das demais espécies de Staphylococcus e é distinto
dos outros géneros dentro da familia Staphylococcaceae (Figura 1). Compartilham de 82,6 a
97,6% (média: 86,2%) AAI uns com 0s outros, mas compartilham apenas de 64,2 a 67,3%
(média: 65%) AAI com outras espécies de Staphylococcus. Da mesma forma, as espécies de
Macrococcus compartilham entre 69,2 e 97,1% (média: 75,2%) AAI entre si, mas
compartilham apenas 61,1-64,3% (media: 62,2%) AAIl com as outras espécies do género
Staphylococcus. Como o clado contendo S. sciuri estd tdo distante das outras espécies de
Staphylococcus quanto no género Macrococcus esta de Staphylococcus, 0s autores
propuseram que este clado fosse movido para o novo género Mammaliicoccus, com
Mammaliicoccus sciuri sendo espécie-tipo.

Sua descricdo é baseada em dados anteriores e recentes (KLOOSet al, 1976;
SCHLEIFER et al, 1983; VERNOZY-ROZANDet al, 2000; MADHAIYAN et al, 2020). As
celulas sdo cocos Gram positivos, imdveis, ndo formadores de esporos que ocorrem
isoladamente, aos pares ou ainda em aglomerados irregulares. Possuem crescimento aerébio e
anaerdbio facultativo. Sdo catalase positivo e com atividades de oxidase variavel. O contetdo
de DNA G+C (% molar) varia de 31,6 a 35,7 e o tamanho do genoma varia de 2,44 a 2,81
Mbp.

Mammaliicoccus sciuri, anteriormente chamado S. sciuri,era considerada uma das
espécies mais antigas do género Staphylococcus (KLOOS, 1976). E amplamente disseminada
em diversos nichos ambientais, podendo ser encontrada no solo (FAISSAL et al, 2017;
KUMARet al, 2018), na mucosa nasal de animais selvagens (REY PEREZet al, 2021), em
carnes suinas de varejo (NEYAZ et al, 2020; ZHENG et al, 2021) e nas mucosas traqueais e
cloacais de aves tropicais(SARAIVA et al, 2021). Por exemplo, avaliando a mucosa nasal de
coelhos selvagens nos Acgores, Sousa e colaboradores (2020) verificaram que S. sciuri era
uma das espécies de Staphylococcus mais encontradas, atras apenas de S. fleuretti, atualmente
classificado como Mammaliicoccus fleuretti.Raramente é detectado em infec¢cbes humanas
(MESERVEY et al, 2019). Acredita-se que o0 gene mecA, que confere a resisténcia a

meticilina, o antimicrobiano de escolha para o tratamento de infeccOes causadas por
15



Staphylococcus, tenha tido origem nesse grupo de espécies, sendo depois transferido para S.
aureus (SARAIVA et al, 2021). Tendo em vista que o inicio do presente estudo se deu antes
da designacdo do género Mammaliicoccus, as espécies remanejadas para este novo género

serdo aqui nomeadas como Staphylococcus.

1.1.1 Principais espécies de Staphylococcus

Os SCN sdo bactérias comuns na microbiota humana e eram considerados ndo
patogénicos até a década de 1990, quando comecaram a ser descritos como agentes
causadores de infec¢des relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) (KLOOS; BANNERMAN,
1994; VERMONT et al, 1998). Nas dultimas duas décadas, com a emergéncia da
multirresisténcia aos antimicrobianos, mais atencdo foi direcionada aos SCN, principalmente
em ambientes hospitalares (SINGHAL et al, 2006; ABOU-WARDA et al, 2022; DARGAHI
et al, 2022). Em comparagdo com S. aureus, apresentam poucos fatores de viruléncia, mas
podem causar infeccGes importantes mediante situacdes de imunossupressao e/ou utilizacdo
de procedimentos invasivos (HERNANDEZ-MENESES et al, 2022; LEEet al, 2022). Além
disso, algumas caracteristicas sdo frequentes em muitas espécies do grupo, como a formacéo
de biofilme e a aquisicdo de resisténcia a antibiéticos, o que pode dificultar o tratamento
dessas infeccBes. O quadro 1 apresenta as principais espécies de Staphylococcus relatadas em

infeccBes em seres humanos e seus principais locais de ocorréncia.
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Quadro 1 - Principais espécies de Staphylococcus coagulase negativos e habitats referenciais.

Espécies Local de isolamento

S. auricularis Meato auditivo externo de humano e primatas

S. capitis subsp. capitis Pele humana (regides com glandulas sebaceas)

S. capitis subsp. urealyticus Primatas

S. caprae Cabras, humanos (pele, unhas, mucosa nasal)

S. cohnii subsp. cohnii Pele humana

S. capitis subsp. urealyticus Couro cabeludo humano, primatas, musaranhos

S. epidermidis Pele humana

§. haemolyticus Pele humana (regido de gladulas apdcrmas), primatas,
artiodactilos, cavalos

S. hominis subsp. hominis Pele humana (regido de gladulas apdécrinas)

S. intermedius Carnivoros, cavalos

S. lugdunensis Pele humana (virilha e perineo)

S. pettenkoferi Mamiferos em geral

§. saccharobticus Pele humana

S. saprophyticus subsp. saprophyticus Mucosa do trato genital e gastromtestinal de humanos,
primatas, musaranhos, roedores

S. saprophyticus subsp. bovis Narmas de ruminantes

S. schleiferi Regido pré-axilar em humanos, cées

S. simulans Rummantes, camivoros, solo

S. warnerii Pele e mucosas humanas, artiodactilos®, cavalos, peixes

S. xvlosus Animais de rebanho, roedores, mamiferos, passaros

*Mamiferos ungulados de dedos pares; Adaptado de Mathema, 2010; VANDERHAEGHEN et al.
2015; LEROY et al., 2017.

Dentre as diversas espécies que compdem o0 grupo, destaca-se Staphylococcus
epidermidis, por ser o representante mais frequentemente encontrado como agente de
infeccbes em seres humanos (VUONG, 2002; ROGERS, 2009; DARGAHI et al, 2022). A
espécie faz parte do microbioma humano, sendo encontrado principalmente na pele na regido
das axilas, cabeca e mucosa das narinas. Acredita-se que, nesses nichos, apresente fungéo
probidtica, expressando moléculas que impedem que o hospedeiro seja colonizado por
patogenos virulentos (CHESSA, GANAU, MAZZARELLO, 2015; OTTO, 2009;
GLATTHARDTet al, 2020). Esta bactéria utiliza a glicose para crescer em condicdes
anaerobias, e em condicGes aerdbias, usa diferentes carboidratos, como frutose, maltose,
sacarose e glicerol (NANVAR et al, 2014). Quando se trata de infeccGes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS), dentre os SCN, S. epidermidis possui maior potencial patogénico
e € um dos principais agentes relacionados a infecgdes que envolvem dispositivos

intravenosos, como cateteres, proteses, sondas, “shunts”, entre outros. Sua capacidade de
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causar infecgdes esta associada principalmente a formacéo de biofilme (CHESSA, GANAU,
MAZZARELLO, 2015; NANVAR et al, 2014). Com o passar do tempo, as taxas de
resisténcia antimicrobiana vem aumentando progressivamente nesta espécie. A maioria das
estirpes isoladas de infeccdes hospitalares € resistente aos beta-lactdmicos e casos de cepas
resistentes aos glicopeptideos ja sdo descritos (MONTUFAR et al, 2016; MARINCOLA et al,
2021; KRESKEN et al, 2022). Os relatos de S. epidermidis em ambiente e solo sdo muito
raros (NAKULESHWAR et al, 2013), sendo uma bactéria associada a locais com grande
circulacdo de pessoas (WANG et al, 2020).

A segunda espécie de SCN mais relacionada com infeccbes humanas é
Staphylococcus haemolyticus, que € um patégeno frequentemente envolvido em septicemias,
peritonites, endocardites e infeccBes Osseas e articulares de origem hospitalar (GIORMEZIS
et al, 2014). S. haemolyticus sempre foi considerado uma bactéria oportunista, sem atributos
significativos de viruléncia (CZEKAJ et al, 2015). Recentemente, no entanto, Eltwisy e
colaboradores (2020) demonstraram que a espécie pode apresentar genes de adesinas,
citolisinas e enterotoxinas, além de ser capaz de induzir células humanas a apoptose. Esse
patdgeno é conhecido por apresentar baixa susceptibilidade aos antimicrobianos, inclusive os
mais recentes, como vancomicina e linezolida (GUPTA et al, 2020; BATHAVATCHALAM
et al, 2020). Embora a grande maioria dos estudos sobre S. haemolyticus indique a presenca
dessas estirpes em infeccbes humanas, sabe-se que a espécie é causa de mastite bovina
(PIESSENS et al, 2011; DANMALLAN & PINEMOV, 2019; CHUPROM et al, 2022), sendo
inclusive isolada do ambiente rural, como do ar, piso e serragem de estabulos (PIESSENS et
al, 2011).

Outra espécie relevante clinicamente é Staphylococcus saprophyticus, que é
encontrado na microbiota humana especialmente na pele na regido do perineo, e mucosas do
reto, da uretra, do colo do Utero e do trato gastrointestinal (SCHLEIFER, KLOOS, WESLEY,
1975). Faz parte da microbiota intestinal de porcos e vacas, podendo ser transferido aos seres
humanos através do consumo continuo desses alimentos (LAWAL et al, 2021). Ao contrario
de S. epidermidis e S. haemolyticus, que estdo associados a infec¢Ges relacionadas a saude, o
Staphylococcus saprophyticus é comumente causador de infecgdes do trato urinario de origem
comunitaria (ITUs), geralmente em mulheres jovens (KLINE; LEWIS, 2016). Porém, em
pacientes imunocomprometidos, idosos, gravidas, diabéticos e naqueles que utilizam cateteres
permanentes, a espécie pode ser responsavel por ITUs graves (EHLERS; HILLS, 2022). S.

saprophyticus possui adesinas que sdo provavelmente a causa de sua capacidade de
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sobrevivéncia no trato urinario, como a lipase por exemplo, que forma apéndices superficiais
semelhantes a fimbrias, e que permitem uma forte aderéncia a este sitio. Esta bactéria possui,
ainda, hemaglutininas que possuem propriedades adesivas e autoliticas (EHLERS, 2022). As
cepas isoladas de infeccbes do trato urindrio em geral sdo formadoras de biofilme e
apresentam resisténcia aos antimicrobianos (HASHEMZADEH et al, 2020). Apesar da
maioria dos estudos estarem relacionados a infeccbes humanas, S.saprophyticus ja foi
encontrado em outras fontes como no meio ambiente, mais precisamente em aguas residuais
urbanas, na Espanha (GOMEZ et al, 2016) e em &gua coletada de praias da cidade do Rio de
Janeiro (SOUSA et al, 2017).

S. warnerii é outro SNC comensal na superficie epitelial, mas que aparentemente
possui distribuicdo ubiqua. No organismo humano, é encontrado em nichos variados como
pele na regido dos pés (WULANDARI et al, 2020), mucosa vaginal (PANT et al, 2018) e
microbiota oral (SCHIERZ et al, 2021). Apesar de ter sido reconhecido como SCN de menor
frequéncia como patdégeno humano (SZEMRAJ et al, 2020), foi relatado como causa de
infeccbes graves como endocardite, osteomielite vertebral hematogénica e meningite
relacionada a derivacdo ventriculoperitoneal, empiema subdural e discite em pacientes
imunocomprometidos (KINI et al, 2010; NOSHAK et al, 2020). Além disso, sdo frequentes as
descricdes da ocorréncia de S.warnerii em animais selvagens (LAUKOVA et al, 2019), de
rebanho (DOUDER et al, 2017) e peixes (MUSHARRAFIEH et al, 2014). A espécie também
ja foi relatada em solo contaminado por 6leo (DEGTYAREVA et al, 2020) e em esgoto
(AMIRSOLEIMANI et al, 2021). S. warnerii foi relatada com prevaléncia de 13% em um
estudo que avaliou bactérias presentes no interior de automdveis, indicando presenca de
contaminagdo humana (STEPHENSON et al, 2014).

Algumas espécies do género Staphylococcus, embora possam ser encontradas no
hospedeiro humano, sdo mais associadas a animais € ao meio ambiente. Por exemplo,
S.simulans ainda é raramente encontrado como patdgeno unico em infeccbes humanas
(NATSIS & COHEN, 2018; DOBRENIUC et al, 2021). No entanto, ¢ comumente detectado
em colonizagdo de animais selvagens (SOUSA et al, 2020) e infeccBes veterinarias,
especialmente em animais rurais como galinhas, vacas, ovelhas, cabras e cavalos (UNAL,
2012, VANDERHAEGHEN et al, 2015, STEPIEN-PYSNIAK et al, 2017). Também ja foi
encontrado em amostras de solo (FAISSAL et al, 2017; KALSOOM et al, 2022). S. simulans
produz uma proteina denominada lisostafina. Essa protease é uma glicilglicina endopeptidase,

que possui atividade contra varias espécies de Staphylococcus, entre eles S. epidermidis, S.
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haemolyticus, S. saprophyticus, S. hominis, sendo capaz de clivar as ligagdes cruzadas de
pentaglicina na parede celular destes microrganismos (BASTOS et al, 2010).

Apesar dos SCN serem mais abundantes em humanos, em animais e no ambiente,
Staphylococcus aureus, que faz parte do grupo dos Staphylococcus coagulase positivo,
assume maior relevancia entre as espécies do género, por ser um dos principais agentes
etiologicos de infecgdes, tanto no contexto comunitério quanto hospitalar (GALLI et al, 2019;
DIEKEMA et al, 2019; COHEN et al, 2017). E considerado um dos principais patdgenos
humanos, podendo causar desde infec¢bes de pele e tecidos moles até quadros invasivos,
como infeccdo de corrente sanguinea, endocardite infecciosa e osteomielite (PEACOCK;
PATERSON, 2015; TONG et al, 2015). A espécie € uma das principais causas IRAS no
mundo (TONGet al, 2015). Somente as infec¢cdes de corrente sanguinea provocadas por este
patégeno resultam em mais de 20 mil dbitos anuais nos Estados Unidos (KOURTIS et al,
2019). Na comunidade, um estudo realizado nos Estados Unidos em 2006 verificou que
infeccbes de pele causadas por S. aureus sdo responsaveis por 11 milhdes de atendimentos
médicos ao ano (MCCAIG et al, 2006). Na microbiota humana, S. aureus tem como principal
nicho de colonizacdo as narinas anteriores, mas pode ser encontrado axilas e virilha e também
estar presente na microbiota intestinal (GORDON E LOWY, 2008; LEE et al, 2018).

Dentre os fatores que contribuem para o sucesso de S. aureus como patdgeno estdo a
expressdo de adesinas, producdo de mudltiplas toxinas, citolisinas e enzimas proteoliticas,
capacidade de formacédo de biofilme, e facilidade na aquisicdo de mecanismos de resisténcia
ou de tolerancia aos antimicrobianos (MCCARTHY et al, 2015). A capacidade de formar
biofilme faz desta bactéria uma das principais causas de infeccdes relacionadas a dispositivos
médicos, como proteses e cateteres, bem como permitem que o patdgeno sobreviva por
longos periodos em superficies abioticas (MACCARTHY et al, 2015). Um dos fatores de
viruléncia mais relacionados a gravidade da infeccgdo estafilococica € a leucocidina de Panton-
Valentine (pvl). Essa toxina consiste em 2 subunidades monoméricas hidrossollveis que se
ligam a membrana de leucécitos do hospedeiro formando poros em formato de barril, que
atravessam a bicamada fosfolipidica da célula (GORDON et al, 2021; ALONZO et al, 2014).
Assim, a pvl leva a lise de neutrofilos, estando associadas a dermonecrose, infeccdes cutaneas
crbnicas ou recorrentes e pneumonia necrosante em individuos previamente saudaveis
(RARCH et al, 2017; JAUNEIKAITE et al, 2020; SHETTIGAR; MURALI, 2020). A

prevaléncia dos genes da pvl varia bastante entre os estudos, mas é maior entre cepas
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comunitarias do que entre as hospitalares (SANTOSANINGSIH et al, 2018; EL-
BAGHDADY et al, 2020)

Estudos tém demonstrado que a pvl e outros fatores de viruléncia de S. aureus podem
ser compartilhados com SCN (ELTWISY et al, 2020; RUIZ-RIPA et al, 2020), assim como
SCN mecA positivos sdo capazes de transferir horizontalmente esse gene para diversas
espécies do género Staphylococcus (UNAL, 2012), o que indica uma frequéncia de

transmisséo de genes entre estirpes de espécies distintas.

1.1.2 Staphylocococcus resistente a meticilina

Até a introducdo da penicilina, na década de 1940, as infeccBes estafilocdcias
invasivas apresentavam um desfecho quase sempre fatal. As reducdes significativas nas taxas
de mortalidade proporcionada por este antimicrobiano levaram ao seu uso indiscriminado,
favorecendo a emergéncia de cepas resistentes (SHINEFIELD; RUFF, 2009). Em 1958, 90%
dos funcionarios de um hospital na Escécia colonizados por S. aureus ja carreavam estirpes
resistentes a penicilina. Para contornar este problema, em 1959 foram introduzidas as
penicilinas semi-sintéticas, que sdo resistentes a acdo de beta-lactamases (Garrod, 1960;
ENRIGHT et al, 2002). No ano seguinte ap06s sua introducdo, em 1960, a primeira cepa
resistente foi descrita na Inglaterra (JEVONS, 1961 apud DAVID; DAUM, 2017). A primeira
penicilina deste grupo a ser utilizada foi a celbenina, mas esta foi sendo substituida, com o
tempo, pela meticilina. Assim, as cepas que apresentavam resisténcia a estas penicilinas semi-
sintéticas ficaram conhecidas como “MRSA” (“methicillin-resistant Staphylococcusaureus”).
Atualmente, a meticilina ndo é mais utilizada, tendo sido substituida pela oxacillina e
nafcilina, porém a nomenclatura MRSA foi mantida. As estirpes sensiveis sdo denominadas
MSSA (“methicillin-susceptible Staphylococcusaureus’)

A resisténcia a meticilina estd quase sempre relacionada a expressdo de uma proteina
denominada PBP2a, que é codificada pelo gene mecA. Essa proteina é capaz de manter a
formacéo de ligacOes cruzadas na parede celular bacteriana, mesmo na presenca de agentes
beta-lactdmicos, porque apresenta baixa afinidade por estes antimicrobianos. Assim, a
presenca da PBP torna a bactéria resistente a praticamente todos os antimicrobianos da classe
dos beta-lactamicos (CHAMBERS, 1993). Atualmente, 0 gene mecA encontra-se altamente
conservado entre as espécies de Staphylococcus, especialmente entre S. aureus. Uma das

hipoteses mais aceitas é que este gene teve origem no clado que engloba S. sciuri, S. vitulinus
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e S. fleurettii, e que recentemente foi redesignado como género Mammaliicoccus
(MIRAGAIA et al, 2018). A transferéncia do gene mecA para S. aureus aparentemente
ocorreu algumas vezes ao longo do tempo, em amostras de S. aureus de diferentes linhagens
genéticas (CHAMBERS; DELEO, 2009; ROBINSON; WRIGHT, 2003). Em 2011 foi
relatada a ocorréncia do gene mecC, um homdlogo do mecA, com 69% de identidade na
sequéncia nucleotidica, em amostras isoladas de gado bovino e em humanos, e que produz a
PBP2c, um terceiro tipo de PBP (GARCIA-ALVAREZ et al, 2011). Rasmussen e
colaboradores (2019) propuseram a hipotese de que S. aureus carreadores do gene mecC ja
circulavam desde o século XIX, antes da descoberta dos antimicrobianos, colonizando
porcos-espinhos e ouri¢os. Esses animais possuem em sua microbiota um fungo dermatofito
denominado Trichophyton erinacei, que produz substancias antimicrobianas da classe dos
beta-lactdmicos, o0 que provavelmente gerou um ambiente de pressdo seletiva que favoreceu a
emergéncia desse gene. Em relagdo ao perfil de resisténcia que promove, € maior a resisténcia
as cefalosporinas que as ampicilinas e penicilinas, isto pode se manifestar como resultados
discordantes entre a determinacdo de sensibilidade a oxacilina e cefoxitina, ja& que pode
apresentar resisténcia a cefoxitina e sensibilidade a oxacilina (CARTWRIGHT et al, 2013).

Os genes mecA ou mecC se encontram inseridos em um elemento genético madvel
denominado cassete cromossdmico estafilocdcico mec (SCCmec, “staphylococcal cassete
chromosome mec”) (KATAYAMA; HIRAMATSU, 2000). Esse cassete € composto por dois
elementos centrais: um deles € o complexo mec, quecontém o gene mecA e formas intactas e
deletadas de seus reguladores (mecl e mecR1). O segundo elemento essencial ao SCCmec é
complexo ccr, composto por recombinases (ccr) envolvidos na sua mobilidade
(KATAYAMA et al, 2000). As outras por¢des do SCCmec sdo elementos ndo essenciais,
como genes adicionais de resisténcia a metais pesados e outros antimicrobianos carreados por
transpdsons e plasmideos, além das regides J, que contém genes de funcdo ainda
desconhecida (WU et al, 2015; MIRAGAIA, 2018; URUSHIBARA, 2020).

Até o momento foram descritos quatorze tipos de SCCmec. Cada um deles é
caracterizado pela combinacéo da classe do complexo mec e do tipo do complexo do gene
ccr, e sdo descritos utilizando numeros romanos (IWG-SCC, 2022). O gene mecA é

encontrado em quase todos cassetes, enquanto o mecC é carreado pelo tipo XI.
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1.1.3 Staphylococcus em areias de praias

O solo ¢ estruturado de maneira heterogénea, o que possibilita a ocorréncia de micro-
habitats que variam entre si em funcdo das suas caracteristicas fisicas e quimicas e da
disponibilidade de nutrientes, sendo essa variagdo também em fungdo do tempo e do espaco.
A formacdo dos micro-habitats esta associada com a formacdo de agregados de solo
(MOREIRA et al, 2009; DUCHICELA et al, 2013). Os agregados sdo formados por
diferentes proporcdes de areia, argila e silte, que funcionam como um suporte fisico para a
aderéncia microbiana e proporcionam condic¢Ges diferenciadas de aeracdo e disponibilidade
de nutrientes que possibilitam a coexisténcia de milhares de microrganismos, com diferentes
capacidades metabolicas (DUCHIELAet al, 2013).

A areia é o produto do processo sedimentar do ciclo das rochas, aparecendo em uma
etapa intermediéria. Seus processos de formacéo e acumulacéo, associados a dinamica externa
da Terra, sdo facilmente observaveis em varios cenarios naturais (praias, dunas eolicas, rios,
lagos). Em geologia, a areia refere-se a fracdo granulométrica de solos ou sedimentos entre
cerca de 0,06 e 2 mm. E macroscopicamente observavel a diversidade das areias de praias, em
suas cores, texturas (formas, tamanhos, rugosidades) e composi¢do. Suas propriedades
dependem de sua historia sedimentar, que é relacionada com contextos geoldgicos e
climaticos (BOUROTTE, 2014). O norte do estado do Rio de Janeiro, por exemplo, apresenta
um litoral arenoso dominado por ondas continuas (BASTOS; SILVA, 2003).

Nessa regido as areias sao resultado da fragmentacéo de trés tipos de rochas: as rochas
sedimentares e metamorficas, que datam da era Pré-Cambriana, e de onde provém minerais
ricos em aluminio (granadas, biotita, sillimanita, estaurolita e feldspato; os granitos, da era
paleozoica, e que também contribuiram com quartzo, feldspato, biotita e minerais acessorios
como titanita, ilmenita e magnetita; do chamado “Grupo Barreiras” uma formagdo geologica
presente na Bacia de Campos e no nordeste do Brasil, que é constituida de camadas variadas
de sedimentos quartzosos a argilosos. Isso resulta em areias quartzosas, com grdos de
tamanho médio a muito finos, cor amarelo claro a marrom, muitas vezes enriquecida com
argila, oxidos ferrosos,ilmenita, monazita, rutilo e zircdnio, que possuem inclusive uma
emissdo natural de radiacdo, capaz de afetar a microbiota presente (GONCALVES; BRAGA,
2019; ORLANDO et al, 2022).

Estudos tém mostrado que as areias de praia podem apresentar densidades elevadas de

microrganismos (SMAC, 2000). Bactérias, inclusive aquelas de origem fecal (OBIRI;
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JONES, 2000), podem sobreviver mais tempo na areia das praias e em sedimentos, ao
contrario das bactérias livres na &gua, pois podem se aderir a particulas do sedimento. Por
encontrarem condicGes favoraveis de nutrientes, devido a detritos organicos associados a
essas particulas, a protecdo contra a luz solar e contra a predacdo por protozoarios, as
bactérias podem sobreviver neste ambiente por longos periodos (WHITMAN; NEVERS,
2003). Além disso, as areias das praias sofrem a acdo da lavagem pela 4gua do mar e pela
agua de drenagem urbana durante as chuvas, as quais podem apresentar altas densidades de
microrganismos. Em praias com elevada ocupacdo humana, essas areias também recebem
lixo, fezes e urina de animais e secre¢fes do corpo de humanos. Todos esses fatores podem
contribuir para a proliferacdo e a disseminagdo de bactérias, fungos e parasitas patogénicos.
Tendo em vista que os frequentadores das praias tendem a estar a maior parte de seu tempo
em contato com a areia, as areias de praias contaminadas talvez apresentam mais risco a
salde das pessoas do que o contato com a prépria agua (PAPADAKIS, 1997).

Tradicionalmente, para avaliagdo do grau de contaminacdo de areia de praias é
utilizado como microrganismos indicadores, a levedura Candida albicans e as bactérias da
espécie Escherichia coli (VIEIRA et al, 2001), mas atualmente bactérias do género
Enterococcus sdo considerados indicadores mais confidveis (ELMANAMAet al, 2005;
SATOet al, 2005; BONILLA et al, 2007; OLIVEIRA; PINHATA, 2007). O género
Enterococcus, inclusive, parece acumular-se mais na areia do que as da espécie Escherichia
coli (ALM et al, 2003). Além de serem fontes de contaminacdo de humanos por patdgenos, as
aguas marinhas recreacionais que recebem esgotos domésticos, bem como suas areias, podem
contribuir para o estabelecimento de rotas de disseminagdo de microrganismos carreadores de
genes de resisténcia a antimicrobianos (MEIRELES et al, 2002).

Desde 1985, alguns estudos tém associadoS. aureus a infeccbes entre banhistas
(SEYFRIED et al, 1985; GABUTTI et al, 2000; DOMENECH-SANCHEZ et al, 2008;
SHIBATA; SOLO-GABRIELE et al, 2012). Tais achados embasam a hipotese de que praias
séo fontes potenciais de infeccdo por esta bactéria (SOGE et al, 2009). Amostras de S. aureus,
incluindo cepas MRSA, sdo encontrados na agua do mar e areia da praia e podem ser
disseminados pelos banhistas que frequentam a praia (GOODWIN et al, 2009; SOGE et al.,
2009; SINIGALLIANO et al, 2010; ENNS et al, 2012; AKANBI et al, 2022). De fato, Elmir
e colaboradores (2007), em estudo com 10 voluntarios, determinaram que, em apenas 15
minutos, estes eram capazes de disseminar 6 x 10”6 células de S. aureus em uma coluna de

agua do mar. Embora ndo haja estudos semelhantes com areia das praias, sabe-se que a
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concentracdo de S. aureus na areia seca € geralmente bem maior do que na agua do mar e do
que na areia molhada, algo que também ocorre com E. coli e Enterococcus (PINTO et al,
2012). A abundancia desta bactéria tanto na dgua quanto na areia das praias parece estar
relacionada a atividade e densidade de banhistas (PAPADAKIS et al, 1997; WHO, 2003;
PLANO et al, 2013). De fato, a ocorréncia de S. aureus em areias, incluindo, cepas MRSA, é
significativamente maior no verdo (THAPALIYA et al, 2017).

S. aureus, assim como outras espécies do género, sdo resistentes ao estresse osmotico
causado pelo ambiente salino das praias (STEWART et al, 2005). Além disso, estudos mais
recentes tém identificado a resposta transcricional do patdgeno mediante a luz do sol. Cerca
de 70 genes sdo ativados quando S. aureus é submetido aos raios solares, permitindo que a
bactéria permaneca viavel mesmo apos seis horas de exposicao direta a radiacdo solar, em um
sistema semelhante ao que ocorre em E. coli e Enterococcus (MCCLARY; BOEHM, 2018).
Apesar disso, poucos estudos na literatura pesquisaram a ocorréncia de S. aureus em areias de
praias, sendo a maioria conduzidos nos EUA. Além disso, ndo ha, até 0 momento, nenhum
estudo que tenha avaliado outras espécies de Staphylococcus exclusivamente nesses

ambientes.

Um dos primeiros estudos a avaliar a presenca de S. aureus em areia de praias foi
conduzido por SOGE e colaboradores (2009) que analisaram amostras de agua e areia de 10
praias do estado de Washington (EUA). Excluindo as estirpes idénticas, isoladas de um
mesmo ponto e com as mesma identificacdo de espécie, eles detectaram 37 estirpes de
Staphylococcus, sendo seis MRSA, quatro MSSA e 25 SCN. Dentre os SCN, foram isolados,
em maior quantidade, S. epidermidis (10 estirpes), S. saprophyticus (5) e S. capitis (5). As
especies, S. sciuri, S xylosus, S. simulans, S. vitulinus, S. haemolyticus, S. saccharolyticus e S.
warnerii foram encontradas em apenas uma estirpe cada. Os genes da PVL ndo foram
encontrados em nenhuma amostra. No entanto, os autores ndo informam quantas amostras de
areia foram coletadas e nem fizeram distincdo entre amostras de agua e areia no momento de
reportar 0s resultados, impossibilitando uma analise focada especificamente nas
caracteristicas da microbiota da areia. Posteriormente GOODWIN e colaboradores (2012)
avaliaram 358 amostras de areia de trés praias da Califérnia (EUA) e encontraram uma
frequéncia de 53% de S. aureus. A taxa de MRSA foi bem menor (2,7%), indicando uma taxa
reduzida de estirpes resistentes. No ano seguinte, uma outra investigacéo realizada em praias

do sul da Flérida (EUA) identificou, em 36 amostras de areia, nove S. aureus (25%) e trés
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(8,3%) MRSA (PLANO et al, 2013). Nesse estudo, todas as trés estirpes MRSA foram
carreadoras dos genes da PVL.

Nos ultimos cinco anos, novos estudos foram conduzidos para esclarecer melhor as
caracteristicas de S. aureus isoladas de areia de praia. Em Ohio (EUA), uma analise de 210
amostras de areia de 10 praias revelou a presenca de S. aureus em 20,5% dessas amostras.
Foram encontradas 15 estirpes MRSA e 28 MSSA. A taxa de prevaléncia foi de 7,1% e
13,3% respectivamente. Os genes da PVL foram mais frequentes nas estirpes MRSA (26,7%)
do que nas MSSA (17,8%) (THAPALIYA et al., 2017). Mais recentemente, em 2021, Gerken
e colaboradores avaliaram amostras de areia e de agua de praias do Havai (EUA) e
encontraram 7,2% de amostras de areia positivas para S. aureus. E, ao contrario dos estudos
anteriores, detectaram uma prevaléncia maior de MRSA do que MSSA. Foram coletadas 35
amostras de areia de trés praias diferentes. O percentual de amostras de areia positivas para
MRSA e MSSA foi 8,6% e 5,7%, respectivamente, sendo 0 Unico caso reportado no qual a
taxa de MRSA foi superior a de MSSA. As estirpes MRSA pertenciam & mesma linhagem
genética, eram carreadoras dos genes da PVL e de multiplos genes de resisténcia aos
antimicrobianos. As estirpes MSSA pertenceram a linhagens variadas e ndo carreavam 0S
genes da PVL. Em um dos poucos estudos realizados fora dos EUA, Akanbi e colaboradores
(2017) realizaram uma pesquisa em 10 praias na Africa do Sul, com 67 amostras de areia, que
identificou oito (11,9%) estirpes de S. aureus. Os autores também encontraram uma elevada
taxa de resisténcia: 50% das estirpes de S. aureus foram resistentes a meticilina.

No Brasil, ndo ha estudos que tenham avaliado a presenca e as caracteristicas de
Staphylococcus em areia de praia. Também ndo encontramos, na literatura mundial,
informagdes sobre as espécies de SCN mais associadas a este ambiente. Embora
Staphylococcus seja uma bactéria relevante no contexto ambiental, sendo um marcador
importante da qualidade das areias (PINTO et al, 2012), as praias continuam a ser
monitoradas quanto a qualidade ambiental basicamente pela detec¢do de Escherichia coli e
Enterococcus (PINTO et al, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Staphylococcus aureus sdo responsaveis por uma grande variedade de infecgdes com
elevadas taxas de morbidade e mortalidade e que afetam tanto individuos da comunidade
quanto pacientes hospitalizados (GALLI et al, 2019; DIEKEMA et al, 2019; COHEN et al,
2017). Os Staphylococcus coagulase negativos, por outro lado, costumam causar infecgdes
em pacientes submetidos a procedimentos invasivos e/ou com um acentuado grau de
imunossupressao (LEEet al, 2022) e sdo reservatdrios de genes de resisténcia para S. aureus e
para outras espécies (GUPTA et al, 2020). Considerando a tolerabilidade dessas bactérias ao
estresse osmotico e a radiacao solar e que estdo associadas a circulagdo humana (STEWART
et al, 2005; MCCLARY; BOEHM, 2018; WANG et al, 2020), alguns estudos vém indicando
que as praias podem ser locais importantes de disseminacdo de S. aureus, incluindo cepas
resistentes. N&o ha, no entanto, estudos que tenham avaliado espécies de SCN.

Embora o Brasil tenha mais de 8.000 km de litoral (TESSLER; GOYA, 2011),
inimeras praias e clima favoravel a utilizacdo das mesmas para fins recreativos, atualmente
para avaliacdo do grau de contaminacdo de areia de praias sdao usados como indicadores
microbioldgicos as bactérias da espécie Escherichia coli (VIEIRA et al, 2001) e bactérias do
género Enterococcus (PINHATA, 2007). Nesse contexto, ndo existem estudos no pais acerca
da ocorréncia e caracteristicas de Staphylococcus nesses locais. Assim, torna-se relevante um
estudo que avalie, de forma inédita, a diversidade de espécies e caracteristicas de resisténcia

de amostras estafiloccicas isoladas de areias de praias.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Isolar e identificar Staphylococcus spp. em amostras de areias coletadas de praias do

litoral sul de Macaé, avaliando a resisténcia aos antimicrobianos destas estirpes.

3.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo para isolamento de Staphylococcus spp. em amostras de
areia seca de praias brasileiras;

e Identificar em nivel de espécie as estirpes isoladas através de espectrometria de
massas;

e Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos pela técnica de disco-
difuséo, das estirpes estafilocdcicas isoladas das areias das praias avaliadas;

e Detectar a presenca dos genes de resisténcia a meticilina (mecA e mecC) nas
amostras estafilocAcicas recuperadas;

e Pesquisar a presenca dos genes da Leucocidina Panton Valentine (PVL) nas

linhagens de Staphylococcus aureus isoladas nas amostras de areia
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do estudo

Para a realizacdo do estudo, foram selecionadas praias do litoral sul de Macaé,
comumente frequentadas pela populacdo do municipio, que apresentam caracteristicas
geoldgicas semelhantes (praia dos Cavaleiros e do Pecado) (GUIMARAES, 2005), mas perfil

de visitacdo distinto. Foi incluida no estudo também a Praia das Pedrinhas, do municipio de

Rio das Ostras, que é contigua a Praia do Pecado (Figura 1).

Figura 1 - Imagem de satélite dos pontos de coleta de amostras de areia deste estudo. Da esquerda
para direita: Pedrinhas (22°25'30.0"S 41°49'46.0"W); Pecado (22°24'40.2"S 41°48'30.6"W);
Cavaleiros (22°24'17.0"S 41°47'46.9"W). Fonte:<www.google.com.br/maps/@-22.4021022.-
41.8054606,9750m/data=13m1!1e3!5m1!1e4> Acessado em 30 de Junho de 2022.
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4.1.1 Praia dos Cavaleiros

Localizada a cerca de 5 km do centro de Macaé, possui aproximadamente 1,5 km de
extensdo e é cenario de esportes como bodyboard, frescobol, futevdlei e volei de praia. Sua
orla abriga diversos empreendimentos imobiliarios e os principais bares e restaurantes da

cidade, atraindo turistas e moradores, inclusive a noite (MACAE, 2022). Todos esses fatores

culminam em densidade alta de frequentadores.
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Figura 2 - Imagem de satélite, com indicacdo dos pontos de coleta de amostras de areia na Praia dos
Cavaleiros. Da direita para a esquerda temos 0s cinco pontos de coletas marcados em preto (1-5),
escolhidos de acordo com o fluxo de entrada, saida e permanéncia de banhistas.

30



4.1.2 Praia do Pecado

A Praia do Pecado é também uma das mais movimentadas de Macaé, principalmente
por ser bastante adequada para as praticas esportivas. Conta com as aulas de surf e
bodyboard, oferecidas no proprio local, e é visitada para a pesca de linha e para mergulho. A
praia do Pecado dista 6 km do Centro do municipio e apesar de ser adjacente a Praia dos
Cavaleiros, € menos frequentada pela populacéo devido a distancia do acesso pela areia e por
possuir apenas uma linha de dnibus que chega ao bairro. A praia separa-se da Lagoa de

Imboassica por uma faixa de areia.
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Figura 3 - Imagem de drone, com indicagdo dos pontos de coleta de amostras de areia na Praia do
Pecado. Da direita para a esquerda temos 0s cinco pontos de coletas marcados em preto (1-5),
escolhidos de acordo com o fluxo de entrada, saida e permanéncia de banhistas.
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4.1.3 Praia das Pedrinhas

Praia de dificil acesso, localizada em Rio das Ostras, € a Ultima praia deste municipio
antes de Macaé. Dista aproximadamente 21 km do centro de Macaé. Geograficamente
adjacente a Praia do Pecado, mas ndo ha ruas de acesso. Para visita-la, sdo necesséarias
algumas estratégias: caminhada pelas faixas de areia ou por trilhas a partir de Macaé no
sentido Rio das Ostras ap0s a praia do Pecado. Apesar de ser uma pratica ilegal, muitos
frequentadores acessam a praia de carro, a partir de Rio das Ostras em sentido a Macaé,

principalmente finais de semana, quando a praia recebe grande nimero de banhistas, com a

presenca de veiculos movidos a diesel.
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Figura 4 -Imagem de drone, com indicacdo dos pontos de coleta de amostras de areia na Praia das
Pedrinhas. Da direita para a esquerda temos os cinco pontos de coletas marcados em preto (1-5),
escolhidos de acordo com o fluxo de entrada, saida e permanéncia de banhistas.
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Tabela 1 - Condigdes meteoroldgicas do municipio de Macaé nas datas em que as amostras de
areia foram coletadas

Datas de coleta das amostras de areia*

30/09/2020 27/10/2020 01/12/2020 05/01/2021
Parametros
meteoroldgicos
Temperatura! (°C) 216-264 20,1-252 21,8-27,9 22,2 - 26
Data da tltima chuva 24/09/2020 26/10/2020 26/11/2020 04/01/2021
(indice pluviométrico) (2,4 mm) (4,6mm) (11,6 mm) (1,6 mm)
Radiacédo global méxima
(kJ/m?2) 1297.8 1862,4 1839 995,4
Umidade 80 - 96 73-96 70 -94 86 - 96
relativa do ar
(%)
Velocidade do 05-4,4 0,3-1,9 0,3-1 0,4-0,9

vento! (m/s)

*Coletas de areia realizadas entre 10h e 11h. 1Pardmetros minimos e maximos
observados entre 6h e 11h; 2em. Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia.
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4.2 Coleta das amostras, enriquecimento e isolamento bacteriano

As amostras de areia foram coletadas e processadas com base nos protocolos
estabelecidos por Goodwin e colaboradores (2012) e Pinto (2012), com adaptacdes para o tipo
de areia e para a obtencao de espécies de Staphylococcus (Figura 5). As coletas de areia foram
realizadas em quatro momentos diferentes (30/09/2020; 27/10/2020; 01/12/2020 e
05/01/2021). Foram selecionadas trés praias com alta densidade de banhistas no litoral sul de
Macaé e entorno, sendo elas: Praia de Cavaleiros, Praia do Pecado e Praia das Pedrinhas. Em
cada praia, foram coletadas amostras de areia seca em cinco pontos distintos, escolhidos de
acordo com as areas de maior fluxo de entrada, saida e permanéncia de banhistas. Todas as
coletas foram realizadas em dias de semana, apds sabados e domingos ensolarados. Nos
pontos selecionados, aproximadamente 50g de areia seca foram coletados da parte mais
superficial do solo, sem revolver a areia. As amostras foram acondicionadas em frascos de
plastico estéreis com tampa, e enviados imediatamente para o Laboratério de Microbiologia
do Pélo Ajuda — Campus UFRJ/Macaé, Estrada do Imburo s/n°, Bairro Ajuda, Macaé/RJ, sem
refrigeracdo. ApoOs pesagem em balanca analitica (Sartorius®), 2g de cada amostra foram
transferidos para novos frascos estéreis, contendo 30 ml de solucdo salina 0,85%. Apds breve
homogeneizacdo em agitador do tipo vortex (Kasvi®), 1mL da suspenséo foi transferido para

um tubo do tipo “Falcon” contendo 10mL de Caldo Triptona Soja - TSB (Kasvi®) contendo

10% de NaCl (Isofar®). O material foi, entdo, incubado a 35° C, em aerobiose, por 24h, sem
agitacdo. Apds este periodo, uma aliquota de 10ul do crescimento em TSB-NaCl 10% foi
semeado, por esgotamento, com auxilio de alca microbioldgica estéril, em placas de Petri
contendo Agar Manitol Salgado (Kasvi®). As placas foram incubadas a 35°C, em aerobiose,
por 24h. O crescimento obtido foi avaliado quanto a morfologia colonial e aspecto
morfotintorial das células apos coloracdo pelo método de Gram e observacdo ao microscopio
Optico. De cada grupo de colbnias com caracteristicas sugestivas de Staphylococcus spp.
(colbnias lisas, de diferentes tamanhos, tonalidade branca, acinzentada ou amarelada e celulas
com forma de coco Gram positivo), foi selecionada uma colOnia representativa, que foi
transferida, com alga bacterioldgica estéril, para placas contendo Agar Nutriente (Kasvi®)
para isolamento. Todos os isolados foram preservados em criotubos contendo caldo TSB

(Kasvi®) contendo 20% de glicerol, a -20°C.
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Figura 5 — Modelo resumido do protocolo proposto para isolamento e identificacao de
espécies de Staphylococcus. Adaptado de GOODWIN et al; PINTO et al, 2012.



4.3 Caracterizacao das linhagens bacterianas isoladas

4.3.1 ldentificacdo das espécies estafilocdcicas por MALDI-TOF/MS (Matrix

Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight — Mass Spectrometry)

A técnica de espectrometria de massas MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight) foi utilizada para identificacdo de espécies das estirpes
bacterianas isoladas da areia. Apos cultivo em Agar Nutriente (Kasvi®) a 35°C, em
aerobiose, por 24 h, as estirpes foram retiradas da placa com um auxilio de al¢a bacterioldgica
estéril e depositadas, em duplicata, na placa metalica do equipamento MALDI-TOF
Microflex LT (BrukerDaltonics) de modo a conter a0 menos 10° UFC em cada alvo. Em
seguida, uma aliquota de 1pl de acido trifluoroacético 2,5% (Sigma®) foi depositada sobre a
amostra. Apds secagem a temperatura ambiente, 1ul de matriz, composta por acido a-ciano-
4- hidroxicinamico (HCCA - Sigma, USA) preparado em acetonitrila 50%, foi também
depositada sobre a amostra. Apos nova secagem, a placa de metal foi inserida no aparelho
para a leitura das amostras. Os espectros de massa das amostras foram obtidos no modo
linear, observando os seguintes parametros: frequéncia do laser 20 Hz; voltagem das fontes
ibnicas 1 e 2, 20 kV e 18,6 kV, respectivamente; faixa de peso molecular 2.000 a 20.000 Da e
foram coletados através da somatoria de 240 disparos do laser, adquiridos através de 4 grupos
de 60 disparos lancados em regides distintas, aleatoriamente selecionadas, em um pogo
amostral na placa metalica. Como calibrante foi utilizada a estirpe de E. coli DH5a, e os
espectros obtidos foram processados pelo software de bioinformatica MALDI Biotyper
versdo 3.1 (Bruker Daltonics), o qual realiza a pesquisa em sua biblioteca de espectros de
referéncia de maneira a encontrar aquele que mais se assemelhe ao obtido para as estirpes. O
score da identificagdo, definido como confidvel, se localiza entre 2.000 — 3.000 (Tabela 2).
No presente estudo, a identificacdo por espectrometria também foi associada as caracteristicas

fenotipicas das estirpes.
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Tabela 2: Identificagdo das amostras atraves dos scores, apos a leitura no MALDI-TOF/MS.
(Adaptado de Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results)

Range Descrigado Simbolo Cor
2,300 - 3,000
2,000 - 2,299

1,700 - 1,999 Identificacdo provavel do género (+) Amarelo
0,000 - 1,699

4.3.2 Determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos através da técnica de

difuséo a partir do disco

A detecgdo fenotipica da resisténcia aos antimicrobianos foi realizada através
do teste de difus@o do disco a fim de se identificar o perfil de susceptibilidade de todas as
estirpes de Staphylococcus frente a 11 antimicrobianos de diferentes classes. O teste foi
realizado de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI (2022). Os antimicrobianos
utilizados foram: ciprofloxacina (5pg), clindamicina (2pg), eritromicina (15ug), gentamicina
(10pg), mupirocina (5pg), oxacilina(lpg), sulfametoxazol/trimetoprima (25ug), linezolida
(10pg), tigeciclina (15ug), penicilina (10pg), cefoxitina (30pg). Foi preparada uma suspensao
bacteriana, com turbidez equivalente a 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL), padronizada visualmente. Em seguida, um swab foi embebido na suspensdo
bacteriana e entdo semeado confluentemente em 4&gar Mdeller-Hinton (BD, Difco
Laboratories). Apo6s semeadura, um disco de cada um dos antimicrobianos citados
anteriormente foi depositado na placa. A amostra padrdo S. aureus ATCC 25923 foi utilizada
como controle para este teste. A leitura dos testes foi realizada ap6s 18h de incubacéo,
segundo os critérios estabelecidos pelo CLSI (2022) e BRCAST (2022) (Tabelas 3, 4 e 5).
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Tabela 3: Descricdo das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de corte
para interpretagcdo dos valores de halo de inibicdo de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (2022) e Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(2022) para amostras de Staphylococcus aureus. Categorias de susceptibilidade de acordo
com o halo de inibicdo em mm

CLSI? BrCAST®
Antimicrobiano
Sensivel Intermediario Resistente  Sensivel Intermediario Resistente
Cefoxitina
>22 - <21 >22 - <21
Ciprofloxacina >21 16 - 20 <15 > 50 21-49 <20
Clindamicina 501 15 - 20 <14 >22 . <21
Eritromicina >23 14 - 22 <13 >21 - <20
Gentamicina >15 13- 14 <12 >18 - <17
Linezolida 501 3 <20 >01 - <20
Tetraciclina >19 15-18 <14 >22 - <18
Mupirocina - Auséncia 230 ) =18
Presenca de de halo
halo
Sulfametoxazol- 11-15 >17 14 -16 <13
trimetoprim
>16 <10

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; "BrCAST: Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing
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Tabela 4: Descricdo das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de corte
para interpretagcdo dos valores de halo de inibicdo de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (2022) e Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(2022) para amostras de Staphylococcus epidermidis.

CLSI? BrCAST®
Antimicrobiano
Sensivel Intermediario  Resistente  Sensivel Intermediario Resistente
Cefoxitina
>25 - <24 >27 - <26
Ciprofloxacina >21 16 - 20 <15 > 50 24 - 49 <23
Clindamicina >01 15 - 20 <14 >22 - <21
Eritromicina >23 14 - 22 <13 >21 - =20
Gentamicina > 15 13-14 <12 >22 - <21
Linezolida 501 3 <20 >21 - <20
Tetraciclina >19 15-18 <14 > ) <18
Mupirocina - Auséncia i ) )
Presenca de de halo
halo
Oxacilina ) ) . .
<18 >17
Sulfametoxazol- 11-15 >17 14 - 16 <13
trimetoprim
> 16 <10

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; "BrCAST: Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing
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Tabela 5: Descricdo das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de corte
para interpretacdo dos valores de halo de inibicdo de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (2022) e Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(2022) para amostras de Staphylococcus spp. (exceto Staphylococcus aureus e

Staphylococcus epidermidis).

CLSI? BrCAST®
Antimicrobiano
Sensivel Intermediario  Resistente  Sensivel Intermediario Resistente
Cefoxitina
>25 - <24 >22 - <21
Ciprofloxacina >21 16 - 20 <15 > 50 24 - 49 <23
Clindamicina 501 15 - 20 <14 >22 - <21
Eritromicina >23 14 - 22 <13 >21 - <20
Gentamicina > 15 13-14 <12 >22 - <21
Linezolida >21 - <20 >21 - <20
Tetraciclina >19 15-18 <14 >22 - <18
Mupirocina - Auséncia ) ) )
Presenca de de halo
halo
Sulf_ametoxgzol— 11-15 >17 14 - 16 <13
trimetoprim
>16 <10

®CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; "BrCAST: Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing

Em conjunto com o teste de disco-difusdo em agar, foi realizado o teste de inducéo de
resisténcia a clindamicina por eritromicina (teste D), conforme as recomendacbes do CLSI
(2022). O disco de clindamicina foi depositado a uma distancia de 20 mm (borda a borda) do
disco de eritromicina, seguido de incubagéo a 35 °C + 2 por 16-18 h. Nesse protocolo, caso a
amostra apresente o fenotipo de resisténcia a clindamicina induzida pela eritromicina, este
ultimo antimicrobiano ao ser difundido no meio de cultura induzird a resisténcia a

clindamicina, resultando em um achatamento do halo de inibi¢cdo, com formato da letra D.
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4.3.3 Extragdo do DNA

A extracdo do DNA de todas as amostras estafilocdcicas foi realizada pelo uso de kit
de extracdo QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) e seguiu as instrucdes
disponibilizadas pelo fabricante. A concentracdo e a qualidade do DNA extraido foram
determinadas utilizando-se o espectrofotdmetro GE Nanovus Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). O DNA foi armazenado a -20 °C.

4.3.4 Deteccao dos genes associados a resisténcia a meticilina (mecA e mecC)

A pesquisa dos genes mecA e mecC, associados a resisténcia a meticilina, foi realizada
em todas as estirpes de Staphylococcus identificadas no estudo, independentemente do
fenotipo de susceptibilidade ou resisténcia avaliado no teste de difusdo do disco. As reagdes
para deteccdo e amplificacdo dos genes mecA (DEL VECCHIO et al, 1995) e mecC
(STEGGER et al, 2012) foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient, Hamburgo, Alemanha), em reacdes distintas. Ambas foram constituidas de um
volume total de 25 pL, com 3uL de DNA (cerca de 50ng), 5 uL de tampao 10x da enzima
(10mM de Tris-HCI e 25 mM de KCI), 15 mM de MgCl,, 200uM de cada
deoxinucleotideotrifosfatado  (dATP, dGTP,dCTP,dTTP) (Life Technologies Inc.,
Gathersburg, MD, EUA) e 1U de Tag DNA polimerase (Biotools, Madrid, Espanha).

Para deteccdo do gene mecA foi adicionado a reagdo 2uM de cada um dos
oligonucleotideos MRS1 (5-TAGATA CTG ACG TCCG-3") e MRS2 (5'-
TTGCGATCAATGTTACCGTAG-3’). A reagdo seguiu uma desnaturagdo inicial de 94 °C
por 1 min, com 30 ciclos de 94 °C por 15 s, 55 °C por 15 s e 72 °C por 5 s, gerando um
amplicon de 154 pb. Como controle, utilizamos a estirpe clinica 1013a (CABOCLOO et al.,
2013).

Na reacdo de deteccdo do gene mecC, foi adicionado a solucdo 0,4uM dos
oligonucletideos mecA gazs1MultiRP  (5’-GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC-3") e
mecA cazsiMultiFP  (5-GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC-3"). Apdés uma desnaturagéo
inicial de 94 °C por 15 s, foram realizados 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 59 °C por 1 min e 72
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°C por 1 min, com extensado final de 72 °C por 10 min, para amplificagdo de um fragmento de
138 pb.

O produto das reac@es foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%, adicionado
do intercalante de bases UniSafe Dye® (Uniscience, Miami Lakes, FL, EUA) em TBE
(0,89M Tris, 0,89M 4&cido bérico, 2,5mM EDTA, pH 8,2) 1X, a 90 V por 90 min. A imagem
do gel foi capturada sob luz ultravioleta. Como padréo de tamanho de DNA, utilizamos um

marcador de 100pb (Biotools®).

4.3.5 PCR para detec¢do dos genes que codificam a Leucocidina de Panton-Valentine
(PVL)

A PCR para deteccdo dos genes IukS-PV e lukF-PV,que codificam a leucodicina de
Panton-Valentine, foi realizada em todas as amostras de S. aureus, segundo o protocolo
estabelecido por Lina e colaboradores (1999). Na concentracdo de 1M, os oligonucleotideos
LUKS-PV (5’-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3’) e LUKF-PV (5’-
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC-3)foram adicionados a uma reacdo contendo
cerca de 3uL (50ng) de DNA, 5uL de tampédo da enzima (10mM Tris HCL, 25Mm KCL),
1,5mM de MagCl2, 200uM de cada deoxinucleotideotrifosfatado (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) (Life Technologies Inc.), 1U de Taq DNA polimerase (Biotools). Como amostra
controle positiva para os genes da PVL foi utilizada a amostra clinica 1013a (CABOCLO et
al, 2013).

A reacdo constituiu-se em uma etapa de desnaturacédo inicial a 94 °C por 2 min e 30
ciclos de 94 °C por 1min, 55 °C por 1min e 72 °C por 1 min, além da extensao final de 72 °C a
5 min, para amplificacdo de um fragmento de 433pb. O produto da reacéo foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em TBE (0,89 M Tris, 0,9M &cido borico, 2,5 mM
EDTA, pH 8,2) adicionado do intercalante de bases UniSafe Dye® (Uniscience). Apés
corrida a 90V, a imagem foi obtida através de fotodocumentador (VilberLourmat). Como

padréo de DNA, foi utilizado o marcador de 100pb DNA ladder (Biotools®).
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5. RESULTADOS

5.1 Espécies bacterianas identificadas e correlacdo com o local de coleta.

Foram coletadas um total de 60 amostras de areia, oriundas de cinco pontos de coleta,
de trés praias, em quatro momentos diferentes (30/09/2020; 27/10/2020; 01/12/2020 e
05/01/2021). As 60 amostras de areia foram submetidas ao protocolo previamente descrito,
havendo isolamento de 71 estirpes bacterianas sugestivas de cocos Gram positivo
halotolerantes, que foram submetidas a identificacdo por espectrometria de massas. Dessas
estirpes, 16 (22,5%) ndo pertenciam ao género Staphylococcus, tendo sido caracterizadas
como Exiguobacterium spp. (5), Enterococcus faecium (3), E. faecalis (2), E. casseliflavus
(1), E. hirae (1), E. gallinarum (1), Bacillus spp. (2) e Corynebacteriumvariable (1). Além
disso, seis (8,4%) ndo foram passiveis de identificacdo segura pelo MALDI-TOF (Quadro 3).
Assim, das 71 estirpes isoladas no presente estudo, 49 (69,0%) foram identificadas como
Staphylococcus spp.

Tabela 6 - Perfil microbioldgico detectado em cada ponto das praias avaliadas, de acordo com

a data de coleta da amostra de areia.
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Datas de coleta

Ponto
Praia 30/09/20 27/10/20 01/12/2020 05/01/20
1 Bacillus spp. - Staphylococcus S. sciuri
S. aureus spp. E. hirae
2 S. warnerii S. epidermidis E. casseliflavus -
Staphylococcus NI S. epidermidis
spp. S. warnerii
3 - S. epidermidis - S. simulans
Cavaleiros S. saprophyticus Exiguosk;%cterium
4 - S. sciuri S. aureus E. faecalis
S. warnerii S. sciuri
5 S. aureus S. epidermidis S. epidermidis S. sciuri
NI S. warnerii S.
saprophyticus
Staphylococcus
spp.
1 - S. saprophyticus S. aureus NI
S.warnerii :
2 NI S. epidermidis Bacillus spp. E. faecium
S. saprophyticus S. aureus Exiguobacterium
spp.
3 - S. epidermidis E. faecium S. sciuri
Pecado Staphylococcus  Staphylococcus
Spp. Spp.
4 - S. saprophyticus - S. epidermidis
S. simulans
5 - S. epidermidis E. faecalis S. epidermidis
NI
1 - S. warnerii S. sciuri E. faecalis
Staphylococcus S. sciuri
spp. Corynebacterium
variable
2 - S. epidermidis - E. gallinarum
S. warnerii S. sciuri
Pedrinhas 3 - Exiguobacterium NI S. sciuri
spp.
4 - S. warnerii - S. sciuri
Exiguobacterium
spp.
5 - Exiguobacterium S. aureus S. sciuri
spp.

Das 60 amostras de areia coletadas, 36 (60%) foram positivas para pelo menos uma
espécie de Staphylococcus. O percentual de amostras de areia positivas para o género foi de
75% (15/20) na Praia dos Cavaleiros, 55% (11/20) entre amostras da Praia do Pecado e 50%
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(10/20) na praia das Pedrinhas. A praia com maior ocorréncia de isolados identificados como
Staphylococcus spp. foi Cavaleiros (44,9%, n=22), seguida do Pecado (30,6%, n=15) e
Pedrinhas (24,5%, n=12) (Grafico 1).

Gréfico 1- Distribuicdo das 49 estirpes isoladas das amostras de areia das praias avaliadas

neste estudo.

Praia das Pedrinhas(12)
24,5%

Praia dos Cavaleiros(22)
44,9%

Praia do Pecado (15)
30,6%
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Dentre as estirpes estafilocdcicas, S. sciuri e S. epidermidis foram as mais frequentes
(22,4%, n=11 cada), representando quase metade (44,9%, n=22) das espécies de
Staphylococcus identificadas. A seguir, as espécies mais frequentes foram S. warnerii (
16,3%, n=8), S. aureus (12,2%, n=6), S. saprophyticus (10,2%, n=5) e S. simulans (4,1%,
n=2). Seis (12,2%) linhagens de Staphylococcus nédo foram identificadas, de forma segura, em

nivel de espécies, pela espectrometria de massas - MALDI-TOF (Gréfico 2).

Gréafico 2 - Identificacdo em nivel de espécie das 49 estirpes isoladas neste estudo em %.

S. aureus S. warnerii m 5. epidermidis m S, sciuri

= S, simulans = 5. saprophyticus = Staphylococcus spp.

A distribuicdo de espécies em relacdo ao local de coleta esta representada no gréafico 3.
Estirpes de S. epidermidis foram mais frequentemente isoladas na praia dos Cavaleiros
(22.7%, n=5) e do Pecado (33.3%, n=5), e em menor frequéncia na praia das Pedrinhas
(8.3%, n=1). Por outro lado, S. sciuri foi mais frequente nas areias da praia das Pedrinhas
(50%, n=6)
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Gréfico 3 - Distribuicdo das espécies de Staphylococcus em relacdo ao local de coleta -
Macaé/RJ.

100%
80%
60%
40%

20%

0%

Cavaleiros Pecado Pedrinhas
W S. epidermidis S. warnerii W 5. sciuri S. aureus
W Staphylococcus spp. W S. saprophyticus W S simulans

Analisando as estirpes estafilocdcicas pela data de coleta, é possivel verificar que
houve variacdo no padrdo de espécies isoladas ao longo do tempo. A primeira coleta de
amostras de areia, realizada em 30/09/20, resultou no menor nimero de estirpes isoladas, com
isolamento de S. aureus (50%, n=2), S. warnerii (25%, n=1) e de uma estirpe de
Staphylococcus cuja espécie ndo foi identificada (25%, n=1). No dia 27/10/20, foi isolado o
maior numero de estirpes, com destaque para S. epidermidis (36,8%, n=7), S. saprophyticus
(21%, n=4) e S. warnerii (31.6%, n=6). No dia 01/12/20, o isolamento dessas trés espécies
reduziu, havendo um aumento nas estirpes de S. aureus (30.7%, n=4), que foram
majoritariamente detectadas neste dia. No dia 05/01/21, isolamos apenas S. sciuri (69.2%,
n=9),S. epidermidis (15.4%, n=2) e S. simulans (15.4%, n=2). O maior nimero de estirpes de

S. sciuri (n=9) e as duas estirpes de S. simulans foram isoladas neste dia (Gréafico 4).
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Gréfico 4 - Distribuicdo das espécies de Staphylococcus em relacdo a data de coleta.

100%
60%
40%

20%

0%
Set Out Dez Jan

S. aureus W S. warnerii B S. epidermidis W S. sciuri B S. simulans W S. saprophyticus B Staphylococcus spp.

5.2 Susceptibilidade antimicrobiana e correlacdo com o local de coleta

O teste de difuséo a partir do disco foi empregado para avaliar a susceptibilidade
antimicrobiana das estirpes estafilococicas frente a 11 antimicrobianos de classes
selecionadas, dentre as recomendadas pelo CLSI e BrCAST.A tabela 6 mostra as taxas de

resisténcia verificadas entre as estirpes de Staphylococcus isoladas no presente estudo.

Os maiores indices de resisténcia foram encontrados para penicilina, para a qual mais
da metade (55,1%, n=27) das estirpes isoladas apresentou resisténcia, sendo que todos os S.
epidermidis, S. aureus e S. simulans foram resistentes a este antimicrobiano. Dezenove
(38,8%) linhagens foram resistentes a oxacilina (outro beta-lactamico), incluindo todos os S.
saprophyticus (n=5),90% (n=9) dos S. sciuri e mais de 20% (n=3)dos S. epidermidis.

Somente um (2%) isolado, cuja espécie nédo foi determinada, foi resistente a cefoxitina.

A eritromicina foi o terceiro antimicrobiano para o qual mais amostras apresentaram

resisténcia (36,7%). Pelo menos uma estirpe de cada uma das espécies de Staphylococcus
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identificadas foram resistentes a este antimicrobiano. Todas as 11 linhagens de S. epidermidis
e mais de 30% (n=2) dos S. aureus apresentaram esse perfil. Para sulfametoxazol-
trimetoprima (STX), clindamicina e ciprofloxacina as taxas de resisténcia foram de,
respectivamente, 26,5% (n=13), 24,5% (n=12) e 20,4% (n=10). A resisténcia a STX foi mais
marcante entre S. saprophyticus (80%, n=4)e S. epidermidis (72,7%, n=8). S. epidermidis
também foi a espécie com mais estirpes resistentes a ciprofloxacina (63,6%, n=7). Para
clindamicina, foi verificada uma elevada taxa de resisténcia especificamente entre S. sciuri
(81,8%, n=9). Por outro lado, nenhuma linhagem foi resistente a gentamicina, linezolida,

mupirocina e tigeciclina.

Tabela 7 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das estirpes de Staphylococcus spp.
isoladas de amostras de areia de praias do litoral sul de Macaé/RJ.

Antimicrobiano
n (%)

Espécie (n) CEF CIP CLI ERI PEN  OXA  STX
S. epidermidis 0 7 0 11 11 3 8
(11) (63,6%) (100%)  (100%) (23,2%) (72,7%)
S. sciuri (11) 0 1 9 1 4 10 1
(9,1%) (81,8%) (9,1%)  36,7%) (90%) (9,1%)
S. warnerii (8) 0 1 0 1 1 0 0
(12,5%) (12,5%) (12,5%)
S. aureus (6) 0 0 0 2 6 1 0
(33,3%) (100%)  (9,1%)
S. saprophyticus 0 1 0 1 3 5 4
(5) (20%) (20%) (60%) (100%) (80%)
S. simulans (2) 0 0 0 1 2 0 0
(50%) (100%)
Staphylococcus 1 0 3 1 0 0 0
spp.(6) (16,7%) (50,0%) (16,7%)
1 10 12 18 27 19 13
Total (49) (2,0%) (20,4%) (24,5%) (36,7)  (55,1%) (38,8%) (26,5%)

Dez (23,3%) das estirpes estafilocdcicas isoladas no presente estudo foram resistentes
a pelo menos trés diferentes classes de antimicrobianos, e foram, portanto, consideradas
resistentes a multiplas drogas (MDR) (Tabela 8). Considerando apenas S. epidermidis, 0
percentual de MDR foi ainda maior, correspondendo a 72,7%, (n=8). Além disso, todas as

estirpes de S. epidermidis apresentaram resisténcia a pelo menos duas classes de
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antimicrobianos. Entre S. sciuri e S. saprophyticus foi detectada uma estirpe MDR de cada
espécie, correspondendo a um percentual de 9,1% entre S. sciuri e 20% entre S.
saprophyticus. Nessas duas espécies, nao detectamos nenhuma estirpe que fosse sensivel a
todos os antimicrobianos. Considerando todas as espécies estafilococicas encontradas, o
maior numero de espécies MDR foi encontrado nas praias do Pecado e Cavaleiros, que
abrigaram 50% (n=5) e 40% (n=4) das estirpes MDR, respectivamente, que pertenceram
principalmente a espécie S. epidermidis. Somente uma (10%) amostra com este fenotipo foi

detectada na praia de Pedrinhas.

Tabela 8 - Perfis de resisténcia aos antimicrobianos identificados entre 49 espécies de
Staphylococcus isoladas de amostras de areia coletadas em praias do litoral sul de
Macaé/RJ.

. . oA n MDR
Espécie Perfil de resisténcia (%) n (%)
S. epidermidis (11) ERI-PEN 3(27,3%) 8 (72,7%)
ERI-PEN-STX 1(9,1%)
CIP-ERI-PEN-STX 4 (36,3%)
CIP-ERI-PEN-STX- 3 (27,3%)
OXA
S. sciuri (11) CIP-CLI-ERI-PEN- 1(9,1%) 1(9,1%)
OXA-STX
CLI-PEN-OXA 3 (27,3%)
CLI-OXA 4 (36,3%)
CLI 1(9,1%)
OXA 2 (18,1%)
S. warnerii(8) CIP-ERI 1 (12,5%) 0
PEN 1 (12,5%)
- 6 (75,0%)
S. aureus(6) ERI-PEN 2(33,3%) 0
PEN-OXA 1 (16,6%)
PEN 3 (50,0%)
S. saprophyticus(5) OXA-STX 2 (40,0%) 1 (20%)
PEN-OXA 1 (20,0%)
PEN-OXA-STX 1 (20,0%)
CIP-ERI-PEN-OXA- 1 (20,0%)
STX
S. simulans(2) PEN 2 (100,0%) 0
Staphylococcus spp.(6) CEF 1(16,6%) 0
CLI 3(50,0%)
ERI 1(16,6%)

Os menores percentuais de estirpes resistentes aos antimicrobianos foram detectados
na praia das Pedrinhas, exceto com relagdo a clindamicinas, para a qual 58,3% dos isolados

apresentaram fenotipo de resisténcia (Tabela 9). Nas praias do Pecado e Cavaleiros foram
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observados percentuais bastantes semelhantes de estirpes resistentes a penicilina (40,7% e

44,3%, respectivamente), ciprofloxacina (40% em ambas as praias) e oxacilina (36,7% em

ambas as praias). Na praia de Cavaleiros houve maior concentracao das linhagens resistentes

a eritromicina (50%, n=9), enquanto mais da metade das amostras resistentes a STX (53,8%,

n=7) foi identificada na praia do Pecado.

Tabela 9 - Resisténcia aos antimicrobianos em estirpes estafilocdcicas isoladas de areia

coletadas de praias do litoral sul de Macaé/RJ, de acordo com a espécie identificada.

Praia Espécie CIP CLlI ERI OXA PEN STX MDR
isolada (n=10) (n=12) (n=18) (n=19) (n=27) (n=13) (n=10)
Cavaleiros S. epidermidis 3 - 5 1 5 3 3
S. sciuri 1 2 1 4 1 1 1
S. warnerii - - - 1 - 0
S. aureus - - 1 - 3 - 0
S. - - - 2 1 1 0
saprophyticus
S. simulans - - 1 - 1 - 0
Staphylococcu - 1 1 - - - 0
S Spp
Total 4 3 9 7 12 5 4
(40%) (25%) (50%) (36,8%)  (44,4%) (38,4) (40%)
Pecado S. epidermidis 3 - 5 2 5 4 4
S. sciuri - 1 1 1 0
S. warnerii - - - - - - 0
S. aureus - - - 1 2 - -
S. 1 - 1 3 2 3 1
saprophyticus
S. simulans - - - 1 - 0
Staphylococcu - 1 - - - - 0
S Spp
Total 4 2 6 7 11 7 5
(40%) (16,6%) (33,3%) (36,8%)  (40,7%)  (53,8%) (50%)
Pedrinhas  S. epidermidis 1 - 1 - 1 1 1
S. sciuri - 6 - 5 2 - 0
S. warnerii 1 - 1 - - - 0
S. aureus - - 1 - 1 - 0
S. simulans - - - - - - 0
Staphylococcu - 1 - - - - 0
S Spp
Total 2 7 3 5 4 1 1
(20%) (58,3) (16,6%)  (26,3%)  (14,8%) (7,7%) (10%)
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5.3 Presenca dos genes mecA, mecC epvl e correlacdo com data e local da coleta.

A pesquisa dos genes mecA e mecC, associados a resisténcia a meticilina foi realizada
em todas as linhagens identificadas como género Staphylococcus. O gene mecC ndo foi
encontrado em nenhuma delas. No entanto, o gene mecA foi encontrado em 11 estirpes, as
quais estdo descritas no Quadro 2. Este gene foi encontrado em sete (63,6%) das 11 amostras
de S. epidermidis isoladas no estudo. As demais estirpes mecA+ foram S. saprophyticus, S.
sciuri, S. simulans e Staphylococcus spp. Nenhuma linhagem mecA+ foi isolada na primeira
coleta (30/09/2020). Oito (72,7%) das estirpes carreadoras do gene mecA, incluindo os S.
epidermidis mecA+ (n=7), foram isoladas na coleta seguinte, realizada no dia 27/10/2020.
Além disso, todas as estirpes carreadoras do gene mecA isoladas nesta data apresentaram
fenotipo MDR. Com exce¢cdo de uma amostra de S. epidermidis, isolada na praia das
Pedrinhas, todas as demais estirpes mecA+ isoladas em 27/10/2020 foram oriundas das praias
de Cavaleiros e Pecado. E importante frisar que as estirpes foram isoladas na mesma data,

porém em pontos diferentes das praias.

Na coleta do dia 01/12/2020, foram isoladas somente duas estirpes mecA+, de espécies
diferentes, mas ambas oriundas de um mesmo ponto na praia de Pedrinhas. Nenhuma das
duas foi caracterizada como MDR. Finalmente, apenas uma estirpe carreando o gene mecA foi
identificada no dia 05/01/2021. Esta estirpe foi caracterizada como S. simulans resistente

somente a penicilina.

Nenhuma linhagem positiva para o gene mecA foi resistente a cefoxitina e somente
cinco (45,5%) foram resistentes a oxacilina.Todas as estirpes de S. epidermidismecA+
isoladas neste estudo foram resistentes a ciprofloxacina, eritromicina, penicilina e STX, mas
somente trés delas foram resistentes a oxacilina. Essas trés estirpes resistentes a oxacilina
apresentaram também um fendtipo de resisténcia simultanea a eritromicina, ciprofloxacina,
penicilina, e STX, e foram detectadas nas praias de Cavaleiros e Pecado. Este mesmo fenotipo
foi detectado em um S. saprophyticusmecA+ isolado na praia do Pecado no mesmo dia
(27/10/20) e no mesmo ponto que uma estirpe de S. epidermidis que apresentou este fenotipo,
sendo, portanto, provenientes da mesma amostra de areia. Das 60 amostras de areia coletadas,

foram isoladas 11 estirpes de Staphylococcus portadores do gene mecA sendo que duas foram
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detectadas em uma mesma amostra de areia. Assim, consideramos que estirpes positivas para

este gene foram encontradas em 15% (9) das amostras de areia. O local com maior nimero de

amostras de areia na qual isolamos estirpes mecA+ foi a praia do Pecado (20%, n=4

amostras), seguido de Cavaleiros (15%, n=3 amostras) e Pedrinhas (10%, n=2 amostras). O

gene pvl, que codifica a leucocidina de Panton-Valentine, foi pesquisado em todas as estirpes

de S. aureus isoladas no presente estudo, mas nao foi detectado em nenhuma delas.

Tabela 10 - Identificacdo, data, local de coleta e perfil de resisténcia de estirpes de Staphylococcus

mecA+ isoladas de amostras de areia coletadas de praias do litoral sul de Macaé/RJ.

Identificacdo Data da Ponto de
da estirpe Coleta Praia Coleta Espécie Perfil de resisténcia

5 27/10/2020  Cavaleiros 2 S.epidermidis  CIP-ERI-PEN-STX

19 27/10/2020  Cavaleiros 3 S.epidermidis  CIP-ERI-PEN-STX
CIP-ERI-PEN-

33 27/10/2020  Cavaleiros 5 S.epidermidis OXA-STX
CIP-ERI-PEN-

25 27/10/2020 Pecado 2 S.epidermidis OXA-STX

27 27/10/2020 Pecado 3 S.epidermidis  CIP-ERI-PEN-STX
CIP-ERI-PEN-

11 27/10/2020 Pecado 5 S.epidermidis OXA-STX

22 27/10/2020 Pedrinhas 2 S.epidermidis  CIP-ERI-PEN-STX
CIP-ERI-PEN-

24 27/10/2020 Pecado 2 S.saprophyticus OXA-STX

63 01/12/2020 Pedrinhas 1 S. sciuri CLI-PEN-OXA

66 05/01/2021 Pecado 4 S. simulans PEN

Staphylococcus
62 01/12/2020 Pedrinhas 1 spp. CLI
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6. DISCUSSAO

As amostras de areia foram coletadas uma vez por més, das praias do Pecado,
Cavaleiros e Pedrinhas, que se localizam no litoral sul de Macaé/RJ. Buscando compreender o
papel da areia de praia como reservatério de espécies de Staphylococcus, inclusive aquelas
mais associadas a colonizacdo e infec¢cbes em humanos, as coletas foram realizadas em dias
posteriores a finais de semana quentes e ensolarados, nos quais as praias tradicionalmente
recebem grande fluxo de banhistas. Além disso, embora o presente estudo tenha sido
realizado durante a pandemia da COVID-19, as coletas foram somente iniciadas quando 0s
indicadores de mobilidade (GOOGLE, 2020) passaram a apontar queda nos indices de
isolamento social no municipio, periodo que coincidiu com o final do inverno.

Para isolamento das estirpes de Staphylococcus, foi utilizado um protocolo baseado
nos estudos de Goodwin e colaboradores (2012) e Pinto (2012). H& poucos estudos na
literatura mundial sobre a presencga Staphylococcus em areias de praia, sendo a maioria deles
fora do Brasil e destinados quase totalmente ao isolamento de MRSA (SOGE et al, 2009;
GOODWIN et al, 2012; THAPALIYA et al, 2017, GERKEN et al, 2021). Portanto, as
caracteristicas da areia das praias de Macaé demandaram mudangas no protocolo de Goodwin
e colaboradores, que foi realizado em praias da California (EUA). A principal alteracéo foi a
exclusdo da etapa de filtragem, que se mostrou mais adequada para areias pedregosas.
Utilizamos também etapas do protocolo de Pinto (2012), que avaliou areias do litoral de Séo
Paulo, porém trocando o agar Baird-Parker por 4gar Manitol, para selecionar tanto estirpes de
S. aureus quanto de Staphylococcus coagulase negativo. Em um estudo piloto, incluimos o
uso do agar cromogénico para detecgdo de estirpes resistentes a meticilina. O uso deste ultimo
meio para determinacdo de MRSA em agua e areia de praia ja havia sido avaliado com
sucesso por Goodwin e Pobuda (2009). No entanto, em nosso estudo, este meio ndo se
mostrou eficaz, pois indicou resultados falso positivos, indicando seis estirpes como S. aureus
resistentes a meticilina. Destas, cinco amostras eram de Staphylococcus coagulase negativo
resistente a meticilina e uma foi caracterizada como Corynebacterium variabile também
resistente ao beta-lactdmico. Devido a baixa especificidade, o uso do dgar cromogénico ndo
foi incorporado no protocolo final. Acreditamos que a quantidade de falsos positivos obtidas
nessa fase inicial do nosso estudo se deve ao fato de utilizarmos amostras ambientais. Umas
maiores especificidades dos métodos fenotipicos sdo identificadas em isolados clinicos

(VEENEMANS, 2013).
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Os membros da familia Staphylocococacceaesuportam bem o estresse osmético.
Estudos indicam que S. saprophyticus, S. epidermidis e outras espécies incluindo S. aureus
crescem sob concentracdes de 10% de sal (NaCl) (SCHLEIFER; KLOOS, 1975). S.
condimentii, S. carnosus e S. piscifermentans podem se multiplicar a 15% de NaCl (CHOI et
al, 2014) e S. agnetis suporta até 19% de salinidade (TAPONEN et al 2012). No entanto, a
tolerancia ao estresse osmatico em Staphylococcus isolados de aguas marinhas é ainda maior,
sendo possivel encontrar linhagens que sobrevivem em até 20% de sal (NaCl) (DAS et al,
2019). Assim, os Staphylococcus podem estar adaptados ao habitat da areia de praias. O
protocolo proposto no presente estudo contou com uma etapa de incubacdo em meio TSB
contendo 10% de NaCl, sem agitacdo, para o favorecimento do crescimento de bactérias deste
género e inibicdo de outros microrganismos. Espécies do género Enterococcus podem
suportam uma taxa elevada de NaCl (6,5%). Sabe-se, que em aguas costeiras, podem ser
encontrados Enterococcus que sobrevivem em até 9,0% de sal (DAS et al, 2019). Portanto, o
isolamento de oito estirpes (12,1%) de Enterococcus, no presente estudo, ja era esperado.

Em areia de praia também é comum o isolamento de outras bactérias halotolerantes,
como Bacillus spp. (STABNIKOV et al, 2013). Nosso estudo detectou cinco (7,6%) estirpes
de Exiguobacterium, das quais ndo foi obtida uma identificacdo segura a nivel de espécie
usando a espectrometria de massas. Bactérias deste género sdao halotolerantes e, embora a
maioria relatada resista a menos de 10% de NaCl (PATEL et al, 2018; RAMONSELLEZ et
al, 2018), algumas, como E. aurantiacum, podem se multiplicar concentracfes superiores a
12% ou 13% (SU et al, 2022). Além disso, L6pez colaboradores (2021) recentemente
relataram que este género possui elevada xerotolerancia, o que pode torna-la adaptavel a areia
seca e exposta ao sol. Assim, o isolamento dessas espécies através do protocolo também néo
foi surpreendente. Do total de 60 amostras de areia coletadas, 36 (60%) apresentaram
crescimento de Staphylococcus. Dessas 36 amostras, foram isoladas 71 estirpes, sendo que 49
(69%) foram identificadas como Staphylococcus e 22 (31%) pertenceram a outros géneros.
Como o protocolo foi capaz de detectar bactérias com menor tolerancia ao sal, entendemos
que, apesar do isolamento de um alto nimero de estirpes nao-estafilocécicas, o protocolo teve
sucesso em recuperar 0 maior nimero possivel de Staphylococcus presente nas amostras de
areia avaliadas.

A maior parte das estirpes estafilococicas foi isolada da praia de Cavaleiros, seguido da
Praia do Pecado e por ultimo, a Praia de Pedrinhas. A Praia de Cavaleiros é a mais

frequentada pela populagéo, representando um polo de entretenimento e que apresenta maior
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namero de estabelecimentos comerciais em sua orla. Por outro lado, a praia das Pedrinhas € a
mais afastada do centro, sem acesso para carros. Isto sugere que a circulagdo humana possa
influenciar fortemente a ocorréncia das estirpes de Staphylococcus nessas praias.

Quando observamos a data em que as amostras foram coletadas, verificamos que o
menor ndmero de estirpes estafilococicas foi isolado no dia 30/09. Esta data sucedeu o
primeiro final de semana apds o inicio da primavera e foi coincidente com a detec¢do do
aumento de circulacdo de pessoas apds o isolamento social imposto pelos érgdos municipais.
E possivel que, nesta data, a frequéncia de banhistas na praia ainda estivesse reduzida. Na
segunda coleta (dia 27/10) foi isolado o maior nimero de Staphylococcus, sendo a maioria S.
epidermidis. A ocorréncia de um final de semana antes (dias 24 e 25/10) e um feriado depois
(dia do servidor publico - 28/10) em relacdo a data de coleta, pode ter contribuido para maior
circulacdo de pessoas nas praias nesta época. Ja a coleta do dia 05/01 resultou em menos
estirpes do que no dia 27/10, sendo a maioria pertencente as espécies S. sciuri e S. simulans,
que sdo, usualmente, bactérias de origem animal e ambiental (SHIMIZU, 1992; STEPIEN-
PYSNIAK et al, 2017). A analise dos dados meteoroldgicos permitiu verificar que embora no
final de semana anterior ao dia 05/01 ndo tenha historico de chuvas, os dias 31/12 e 01/12
foram chuvosos na cidade de Macaé. Vale lembrar que as festas de reveillon de 2020/2021,
que tradicionalmente ocorrem nas praias, foram canceladas pela prefeitura, em fungdo da
pandemia. Tais fatos podem ter afastado a populacdo das praias no final de 2020 e inicio de
2021.

Os estudos existentes na literatura que avaliam espécies estafilocdcicas em areias
buscam identificar, de forma prioritaria, a espécie S. aureus. Quando abordam SCN, ndo
identificam as espécies encontradas, o que impede uma comparacdo de nossos resultados com
a literatura. Em nosso estudo, as principais espécies identificadas foram S. sciuri e S.
epidermidis, correspondendo a 11 (22,4%) estirpes cada. S. sciuri € uma bactéria com elevada
tolerancia ao sal, (NAZIPI et al, 2021; TAJ et al, 2021) e amplamente disseminada em
diversos nichos ambientais. E frequentemente encontrada na mucosa nasal de animais
selvagens, no solo e raramente encontrada em infec¢cbes humanas (KUMAR et al, 2018;
MESERVEY et al, 2019; NEYAZ et al, 2020; REY PEREZet al, 2021; SARAIVA et al,
2021). A deteccdo de mais de 22% de estirpes pertencentes a esta espécie nas amostras de
areia é, portanto, condizente com a caracteristica ambiental e ubiqua de S. sciuri. Ela foi

encontrada em maior propor¢éo na praia de Pedrinhas, considerada mais pristina em relacéo a
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Cavaleiros e Pecado, podendo indicar menor contaminagdo humana, sobretudo pela
dificuldade de acesso a localidade.

No entanto, é importante destacar que, apesar de somente uma amostra (9,1%) de S.
sciuri apresentar o fenotipo de resisténcia a multiplas drogas (MDR), nove (81,8%) estirpes
desta espécie foram resistentes a clindamicina. S. sciuri sdo bactérias bastante associadas a
animais e, nesses grupos, as maiores taxas de resisténcia parecem ser encontradas para beta-
lactdmicos e clindamicina (RUIZ-RIPA et al, 2020; DHAOUADI et al, 2022; EGYIR et al,
2022). Em um estudo na Africa que avaliou a colonizacio nasal em 311 animais de rebanho
(bovinos, ovinos, caprinos e suinos), S. sciuri foi a espécie de Staphylococcus mais comum
(85,8%), sendo que a taxa de resisténcia a clindamicina foi de 80%, similar ao nosso estudo.
Neste mesmo estudo, os autores selecionaram as estirpes resistentes a meticilina para uma
avaliacdo genotipica mais aprofundada e verificaram que todas os MR-S. sciuri carreavam 0S
genes sal(A), que conferem resisténcia as lincosaminas, classe da qual faz parte a
clindamicina. S. sciuri também foi a espécie mais encontrada (68,2%) entre 173 estirpes
estafilocdcicas isoladas de passaros selvagens e aves migratdrias na Espanha (RUIZ-RIPA et
al., 2020). Curiosamente, essas estirpes foram todas resistentes a clindamicina e positivas
para o gene sal(A). E importante reforcar que em nosso estudo, S. sciuri foi encontrado
majoritariamente na praia das Pedrinhas, mais especificamente na coleta do dia 05/01. Das
nove amostras de S. sciuri resistentes a clindamicina, cinco foram isoladas de areias coletadas
neste dia e nesta praia. Tal fato nos sugere que essas estirpes possam ser oriundas da fauna
presente na praia nesta época do ano, e alerta para a possibilidade do carreamento de estirpes
resistentes por animais selvagens. Além disso, esta espécie € considerada um reservatorio de
genes de viruléncia e de resisténcia (NEMEGHAIRE et al, 2014; SARAIVA et al, 2021),
podendo ser um vetor de transmissdo para outras espécies de Staphylococcus (ZEMAN et al,
2017).

Ja S. epidermidis, que similarmente a S. sciuri correspondeu a 22,4% da diversidade
estafilococicas encontrada, é uma das bactérias mais comuns na pele humana (BYRD et al,
2018) e também uma das bactérias mais pesquisadas no mundo. Ainda assim, ha poucos
relatos da ocorréncia de S. epidermidis em solo, especialmente areias de praia. Um estudo
antigo, realizado em 1994 no Chile encontrou 31% de S. epidermidis entre 85 amostras de
agua do mar e areia das praias de Vifia del Mar, indicando que pode ser comum a ocorréncia
desta espéecie em praias com alta densidade de banhistas. A elevada frequéncia desta espécie

entre nossos isolados provavelmente pode estar relacionada & contamina¢do humana podendo
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ser um indicativo de como a populagdo bacteriana nas areias das praias sofre a influéncia da
circulacdo de pessoas naqueles ambientes, tendo em vista que esta espécie foi encontrada com
maior frequéncia nas duas praias de maior densidade de banhistas e mais facil acessibilidade.
A coexisténcia de S. sciuri e S. epidermidis nas areias chama atencdo para a possibilidade de
um fluxo génico entre essas amostras. Enquanto S. sciuri pode ser um transmissor de genes de
resisténcia e viruléncia entre as espécies, S. epidermidis, por sua vez,incorpora facilmente em
seu genoma, especialmente em seu cassete cromossémico estafilococico, fragmentos génicos
de outras bactérias através de um sistema de restricdo-modificacdo denominado hsdsS, e
devido a auséncia de um sistema CRISP-R (XUE et al, 2017).

Nesse contexto, é importante ressaltar que 72,7% (n=8) das estirpes de S. epidermidis
apresentaram o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas (MDR). A maioria dessas estirpes
foi isolada na praia dos Cavaleiros e Pecado (n=3 e 4, respectivamente), com menor
ocorréncia na praia de Pedrinhas (n=1). O fato dessas duas primeiras praias apresentarem o
maior fluxo de banhistas e visitantes em geral sugere que a ocorréncia de estirpes resistentes
aos antimicrobianos esta associada a contaminacao humana. E possivel que o perfil bacteriano
encontrado na areia das praias com grande movimento de banhistas reflita um padrdo de
multirresisténcia verificado em bactérias da microbiota humana. Embora ndo existam dados
publicados no Brasil, alguns estudos conduzidos em outros paises como China (WANG et al,
2021), Bélgica (ARGUDIN et al, 2015) e Arabia Saudita (ELADLI et al, 2019) indicam que a
taxa de S. epidermidis MDR em individuos da comunidade € superior a 60%, sendo portanto
compativel com o perfil detectado em nossas estirpes. Além disso, todas as 11 estirpes de S.
epidermidis foram resistentes a penicilina e eritromicina. Estudos realizados em outros paises
(GUO et al, 2019) indicam que sdo esses antimicrobianos para os quais amostras de S.
epidermidis de colonizagdo e infeccdo apresentam as maiores taxas de resisténcia. No Brasil,
taxas de resisténcia mais altas para penicilina e eritromicina também foram encontradas em S.
epidermidis isolados de colonizacdo em funcionarios de um banco de sangue na cidade de
Manaus. Tais fatos reforcam a nossa hipotese de que S. epidermidis isolados de areias de
praia refletem o padréo encontrado na comunidade.

Em nosso estudo, a espécie S. aureus foi encontrada em 10% das 60 amostras de areia.
Nenhuma estirpe foi resistente a meticilina e nem carreou os genes da PVL. Esses dados séo
bem diferentes do que reporta a literatura. A maioria dos trabalhos realizados em praias dos
EUA encontrou uma prevaléncia bem maior de amostras de areias positivas para S. aureus,

entre 20,5% e 53% (GOODWIN et al, 2012; PLANO et al, 2013; THAPALIYA et al, 2017).
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Os nossos achados sdo mais proximos aos de Gerken e colaboradores (2021), no Havai
(EUA) e Akanbi e colaboradores (2017), na Africa do Sul que encontraram taxas de 7,2% e
11,9%, respectivamente. Com relacdo a ocorréncia de MRSA, 0s nossos dados destoam de
todos os outros autores, que encontraram de 2,7% a 20% de resisténcia a meticilina entre as
amostras de S. aureus isoladas em praias. Ainda, enquanto ndo detectamos nenhuma amostra
PVL positiva, os demais estudos ao redor do mundo que avaliaram S. aureus oriundos de
areia de praias encontram frequéncias variadas desses genes. Todas as estirpes MRSA
detectadas por Plano e colaboradores (2013), na Florida (EUA), e por Gerken e colaboradores
(2021), no Havai, eram PVL positivas e pertenciam a uma linhagem genética denominada
ST8. Ja Thapaliya e colaboradores (2017), em Ohio (EUA) encontraram estes genes em cerca
de 26% de estirpes MRSA e 18% de estirpes MSSA. Também nesse estudo houve um grande
nimero de estirpes associadas a linhagem ST8. Esses dados permitem elaborar algumas
hipoteses. Primeiramente, acreditamos que a ocorréncia de S. aureus na areia de praias esteja
relacionada a diversos fatores, como caracteristicas sanitarias da regido, dindmica de
circulacdo de pessoas nas praias, aspectos meteoroldgicos e climaticos, e caracteristicas
geoldgicas da areia. Em segundo lugar, tudo indica que a areia das praias reflita a
epidemiologia de S. aureus encontrados na comunidade. Sabe-se que a linhagem conhecida
como ST8, fortemente associada a presenca de multiplos genes de viruléncia, incluindo os da
PVL, tem sido predominante nos Estados Unidos na ultima década (PLANET, 2017), tanto
nos hospitais quanto na comunidade. No Brasil, porém, esta cepa € muito pouco encontrada
(ARIAS et al, 2017). Sabe-se que a linhagem ST8 tem uma alta capacidade de sobrevivéncia
em fémites, permanecendo viavel em superficies por até oito semanas, sendo
significativamente mais transmissivel do que as cepas hospitalares e as sensiveis a meticilina
(DESAI et al, 2011). Ndo héa estudos que tenham comparado a permanéncia das diferentes
linhagens de S. aureus em areias de praias. Contudo, ndo foi investigada a clonalidade das
estirpes identificadas em nosso estudo. Entretanto, € possivel que as estirpes predominantes
no Brasil ndo sejam capazes de sobreviver no ambiente hostil proporcionado pela exposicao
ao sol, salinidade e competicdo com a microbiota da areia. S&o necessarios mais estudos que
possam esclarecer essas questdes.

As espécies S. warnerii, S. saprophyticus e S. simulans foram encontradas em 16,3%,
10,2% e 4,1%, respectivamente, das 49 estirpes estafilococicas encontradas onde 12,2% néo
foram passiveis de identificacdo precisa das espécies. A espécie S.warnerii € citada

principalmente em estudos que avaliam isolados clinicos (KINI et al, 2010; AZIMI et at,
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2020). Porém, no estudo de De Souza e colaboradores (2021), no qual foram isoladas 15
cepas de Staphylococcus spp. de 100 amostras de aguas de consumo na comunidade “Lago do
Limao”, localizada a 30 km de Manaus, os autores verificaram que 33,3% eram da espécie S.
warnerii. Da mesma forma, Sousa e colaboradores (2017) isolaram S. saprohyticus a partir da
agua de praias da cidade do Rio de Janeiro e correlacionaram esses achados ao fato de haver
despejo de esgoto nesses locais. Apesar dos estudos citados terem avaliado amostras de agua,
tais resultados em conjunto aos nossos podem indicar a possibilidade de S. warnerii e S.
saprophyticus serem patdgenos de veiculacdo hidrica relevantes. O fato de que essas duas
espécies foram detectadas principalmente na Praia do Pecado e Cavaleiros, que se estdos
préximas a regibes com maior densidade populacional, e em duas (S. saprophyticus) e trés (S.
warnerii) datas de coleta diferentes, reforca a hipdtese de que essas estirpes estejam
acessando as praias através de um continuo fluxo de esgoto. E necessario uma avaliagdo de
como se da o despejo de matéria organica sem tratamento nas praias macaenses para
esclarecer esta hipotese.

S. saprophyticus sdo uropatdgenos que em geral ocupam o terceiro lugar em
frequéncia em infeccBes urinarias, atrds de E. coli e Klebsiella spp., sendo as principais
bactérias Gram positivas envolvidas nestes quadros clinicos (HAYAMI et al, 2019;
KARIKARI et al, 2022). Varios estudos apontam que a resisténcia ao STX em estirpes de S.
saprophyticus varia bastante dependendo da regido avaliada, podendo apresentar taxas de 0%
(HAYAMI et al, 2019) a 80% (KARIKARIet al, 2022). O STX, assim como 0s beta-
lactdmicos, sdo os principais antimicrobianos prescritos para terapéutica dessas infec¢des em
criancas e adultos, pois essas drogas apresentam baixo custo e efeitos adversos conhecidos
(KANG et al, 2018; SIMOES E SILVA et al, 2020). Dessa forma, a emergéncia de
uropatdgenos resistentes, especialmente ao SXT é preocupante, uma vez que é recomendavel
que este antimicrobiano s6 seja prescrito empiricamente para o tratamento de infeccdes
urinarias comunitarias quando a taxa de resisténcia naquela regido seja inferior a 20% (KIM
et al, 2018). As cinco estirpes de S. saprophyticus isoladas neste estudo apresentaram
resisténcia a pelo menos um beta-lactamico (penicilina ou oxacilina) e quatro delas (80%) ao
STX, o que pode estar refletindo um cenéario no qual estirpes resistentes aos antimicrobianos
de primeira escolha estejam disseminadas na comunidade, 0 que pode comprometer o
tratamento dessas infecgdes. Todas as quatro estirpes de S. saprophyticus resistentes ao STX
também foram resistentes a oxacilina e foram coletadas no dia 27/10, nas praias do Pecado e

Cavaleiros, o que indica que possam ter sido oriundas de alguma fonte de contaminacédo
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(possivelmente esgoto) que atingiu as praias naquele periodo. Além disso, alertamos para a
possibilidade das areias de praias serem fonte de contaminagdo por patdgenos resistentes com
potencial de causar infec¢fes urinarias.

Considerando as 49 estirpes estafilocdcicas isoladas no presente estudo, 10 (20,4%)
apresentaram perfil de resisténcia a multiplas drogas (MDR) e 87% demonstraram resisténcia
fenotipica a pelo menos um dos antimicrobianos testados. A auséncia de estudos que tenham
avaliado as caracteristicas de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus isoladas de areia
de praia limita a comparacdo de nossos dados com a literatura. Varios estudos indicam a
presenca de multiplos genes de resisténcia em amostras de solo dedicados a agricultura,
parques urbanos e até mesmo areias de praia, no Brasil e no mundo (WALSH; DUFFY,
2013; PITONDO-FILHO et al, 2016; FURLAN et al, 2021; MAFIZ et al, 2021;
IZMALKOVA et al, 2022). Mafiz e colaboradores (2021) selecionaram oito estirpes
bacterianas (nenhum Staphylococcus) com diferentes perfis de susceptibilidade a partir de 54
obtidas de solo coletadas de parques urbanos na regido de Detroit (EUA). Os autores
verificaram que todas as oito estirpes selecionadas eram MDR. Akanbi e colaboradores, que
avaliaram a susceptibilidade apenas de S. aureus isolados de 10 praias da Cidade do Cabo, na
Africa do Sul, verificaram que todas as 30 estirpes identificadas apresentavam fen6tipo
MDR. Os achados do nosso estudo, portanto, indicam uma taxa de estirpes com fendtipo
MDR inferior ao detectado na literatura em estirpes isoladas de solo, inclusive areia de praia,
0 que pode ser uma caracteristica da areia das praias no Brasil.

Apenas um grupo avaliou a presencga de genes de resisténcia em amostra de areias de
praias do Brasil; mesmo assim, foi utilizada a técnica de sequenciamento e ndo foram
descritas quais as espécies bacterianas carreiam estes genes. Em 2020, Furlan e colaboradores
detectaram a presenca de genes de resisténcia a polimixina em uma praia do Guaruja/SP. No
ano seguinte, 0s mesmos autores publicaram um estudo no qual avaliaram a presenca de 51
genes de resisténcia em amostras de agua e areia de praias nas cidades do Rio de Janeiro,
Guaruja e Santos. Eles detectaram nas amostras de areia a presenca de genes de resisténcia a
polimixinas, beta-lactamicos, fluoroguinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol,
glicopeptideos, macrolideos lincosaminas e estreptogramina B. Nas praias cariocas, porém, as
amostras de areia tendem a apresentar menos genes, e em nenhuma delas foram detectados
genes de resisténcia a polimixina. Os autores também verificaram que o gene mefA, que
confere resisténcia aos macrolideos em Streptococcus e 0s genes bla, de resisténcia aos beta-

lactdmicos, foram os mais encontrados (junto ao gene tet, de resisténcia a tetraciclina).
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Embora utilizando metodologia diferentes, os achados deste estudo podem ser compativeis
com 0s nossos, & medida que a resisténcia a beta-lactamicos e a eritromicina foram as mais
frequentes entre nossos isolados, estando distribuidas em varias espécies e praias.

Curiosamente, Furlan e colaboradores (2021) ndo incluiram a pesquisa pelo gene
mecA em seu estudo. Aqui, nés investigamos a presenca dos genes mecA e mecC em todas as
amostras estafilocdcicas, independente do seu perfil fenotipico de susceptibilidade. Para
amostras clinicas, o CLSI (2022) e o BRCast (2022) recomendam utilizar o disco de
cefoxitina e oxacilina para predicdo da resisténcia a meticilina em Staphylococcus coagulase
negativo (SCN), e o disco de cefoxitina para deteccdo dessa resisténcia em S. aureus. Em
nosso estudo, ndo encontramos correlacdo entre a presenca dos genes mecA ou mecC e a
resisténcia fenotipica a oxacilina e/ou cefoxitina. Das 11 amostras estafilococicas positivas
para 0 gene mecA, todas foram SCN e apenas cinco (45.4%) apresentaram resisténcia a
oxacilina. Isto significa que das 19 amostras resistentes a oxacilina, apenas (26.3%) possuiam
0 gene mecA. A Unica amostra resistente a cefoxitina, e que pertenceu a uma espécie de
Staphylococcus ndo identificada, ndo possuia 0 gene mecA e também néo era resistente a
oxacilina. Nossos resultados indicam, portanto, que em amostras ambientais, 0s parametros
utilizados para amostras clinicas ndo sdo adequados.

Aproximadamente 70% das amostras mecA positivas pertenciam a espécie S.
epidermidis, sendo que, com excecdo de uma, todas as demais foram isoladas das praias do
Pecado e Cavaleiros. De fato, em outros estudos que avaliam a resisténcia de Staphylococcus
isolados de colonizagdo, a espécie S. epidermidis é a mais associada ao carreamento do gene
mecA (MELO COSTA et al, 2014) Considerando todos os 11 S. epidermidis, o gene foi
detectado em seis (54,5%) das estirpes. Ndo ha estudos na literatura que tenham avaliado
amostras de Staphylococcus de vérias espécies, isoladas de areia de praia, quanto a presenca
do gene mecA. Em S. aureus, Akabi e colaboradores detectaram 5% de prevaléncia deste gene
em amostras isoladas das areias de praias da Africa do Sul. No entanto, os autores nio
avaliaram outras espécies. Alguns estudos indicam que cerca de 30% dos S. epidermidis
isolados da populacdo da comunidade (ABDELMALEK et al, 2022) carregam este gene. Em
profissionais de saude essa taxa € maior que 70% (XU et al, 2020). No Brasil, um estudo com
profissionais de saude de um banco de sangue de Manaus identificou que 100% dos
funcionarios colonizados por S. epidermidis carreiam cepas mecA+.

Por outro lado, é possivel perceber que todas as amostras de S. epidermidis mecA+

foram isoladas na coleta do dia 27/10, de trés pontos diferentes da praia dos Cavaleiros, trés
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pontos da praia do Pecado, e de um ponto da praia das Pedrinhas. A andlise do perfil de
susceptibilidade permite verificar que todas essas estirpes tinham bastante similaridade.
Portanto, é possivel que estirpes tdo similares tenham acessado varios pontos dessas praias em
um mesmo momento do ano a partir do esgoto. Vale relembrar que foi exatamente nesta data
e nestas praias (Pecado e Pedrinhas), que a maior parte dos S. saprophyticus resistentes ao
STX foi isolada. S. epidermidis ndo é uma bactéria comumente encontrada em esgoto. Raros
estudos na literatura investigaram e encontraram Staphylococcus nestes locais. Goméz e
colaboradores (2016) realizaram essa pesquisa em 16 amostras de esgoto de La Rioja, na
Espanha. Eles identificaram 32 estirpes de SCN, mas somente uma estirpe de S. epidermidis.
Assim, nossa primeira hipétese €, novamente, que a as cepas mecA+ encontradas na praia
sejam oriundas de contaminacdo causada pela circulacdo humana e que a taxa de amostras
mecA+ detectada em nosso estudo reflita o padrdo de disseminacdo deste gene em S.
epidermidis na populagdo comunitéria de Macaé. Porém, a concentracdo das estirpes similares
em um Unico dia, em conjunto a S. saprophyticus pode indicar que a origem seja de fato
despejo de esgoto em um momento especifico. Mais estudos sdo necessarios para avaliar
melhor essas duas possibilidades.

Outro fato interessante é que no dia 01/12 foram encontradas duas estirpes mecA+, de
espécies distintas, em um mesmo ponto da praia das Pedrinhas. O mesmo aconteceu no dia
27/10, quando foram isoladas duas estirpes, de S. epidermidis e S. saprophyticus com mesmo
perfil de susceptibilidade e positivas para 0 gene mecA no ponto 2 da praia do Pecado. Esses
dados sugerem a possibilidade de transmissdo de genes entre esses isolados. Em 2012,
Forsberg e colaboradores publicaram um estudo onde demonstraram que estirpes bacterianas
MDR isoladas do solo podem compartilhar genes de resisténcia com patégenos humanos.

A inexisténcia de dados na literatura acerca da ocorréncia de Staphylococcus em
areias de praias assim como a falta de informacdes de 6rgéos oficiais sobre a qualidade da
areia limita a nossa compreensdao dos dados. Apenas um estudo, realizado no Havai (EUA)
verificou a prevaléncia de Staphylococcus em amostras de areia de praia, tendo encontrado
essas estirpes em 100% dessas amostras. E possivel concluir que as praias avaliadas
apresentaram também menor taxa de S. aureus (incluindo cepas resistentes e virulentas) e de
estirpes MDR que outras praias do mundo. Além dos aspectos moleculares de linhagens
estafilococicas disseminadas no Brasil, que podem nédo ser adaptadas ao ambiente marinho,
outro fator que pode explicar essa baixa ocorréncia € a caracteristica das areia na regido

avaliada. As praias do Espirito Santo e do Norte Fluminense, possuem aspectos geoldgicas
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particulares, apresentando uma alta concentragdo de minerais como a ilmenita, monazita,
rutilo e zirconio, que conferem a areia uma coloracdo mais escurecida (GONCALVES;
BRAGA, 2019). Um estudo recente conduzido por Orlando e colaboradores (2022) verificou
que areias ricas em monoazita possuem uma radiacdo natural que é capaz de inibir em
aproximadamente 20% celulas de E. coli e S. aureus.

Nosso estudo tem algumas limitagdes. Primeiramente, ndo conseguimos correlacionar
o perfil microbiolédgico da areia das praias macaenses com a qualidade da agua e da areia,
pois 0 municipio ndo disponibiliza um boletim diario com essas informacfes. Os dados
divulgados pelo Instituto Estadual do Ambiente (INEA) para Macaé contemplam os anos de
2012 até Margo de 2020. Em segundo lugar, ndo realizamos andlises genémicas mais
aprofundadas, que permitiriam avaliar a similaridade genética das amostras e investigar a
presenca de outros genes de resisténcia. No entanto, esse é o primeiro estudo no Brasil e no
mundo que investigou a diversidade de Staphylococcus isolados de praias, com foco no perfil
de susceptibilidade dessas amostras. Encontramos uma taxa reduzida deS. aureus e nenhum
deles resistente a meticilina ou portador dos genes da PVL. O nimero de estirpes MDR
também foi relativamente baixo, indicando que as areias das praias de Macaé/RJ apresentam
menos contaminacdo e menor indice de microrganismos resistentes que o verificado em
outros paises. Isto pode estar relacionado as caracteristicas da areia da regido do Norte
Fluminense. Ha possibilidade, no entanto, de estirpes resistentes estarem acessando as praias
através de despejo de esgoto. Além disso, 0 maior nimero de estirpes isoladas pertencentes as
espécies S. epidermidis e S. sciuri, bem como o padrdo de distribuicdo de espécies pelas
praias e pelas datas de coleta indica que a areia provavelmente reflete a microbiota de
humanos e animais que circulam nesse ambiente. Nesse contexto, alertamos para uma

silenciosa disseminacédo de resisténcia antimicrobiana nessas populacgdes.
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7. CONCLUSOES

Espécies de Staphylococcus foram detectadas em 60% das amostras de areia. Um total de
49 estirpes estafilococicas foram isoladas, sendo que as espécies mais frequentes foram
S. epidermidis e S. sciuri (22,4% cada). S. aureus foi detectado em 10% das amostras de
areia e em 12,2% dos Staphylococcus.

Os maiores percentuais de resisténcia foram verificados para penicilina (55,1%),
oxacilina (38,8%) e eritromicina (36,7%). O fen6tipo MDR foi detectado em 23,3% das
estirpes estafilococicas e em 72,7 de S. epidermidis.

Todas as estirpes de S epidermidis foram resistentes a penicilina e a eritromicina, e
72,7% ao STX. Entre S. sciuri, 90% foi resistente a oxacilina e 81,8% a clindamicina.
Com relacdo a S. aureus, 100% das estirpes foi resistente a penicilina e 30% a
eritromicina. As estirpes de Saprophyticus foram notavelmente resistentes a oxacilina
(100%) e STX (80%).

O gene mecA foi encontrado em 11 (22,4%) estirpes, sendo que 70% dessas estirpes
eram de S. epidermidis. Por outro lado, os genes da PVL e o gene mecC ndo foram

encontrados no presente estudo.

A maior parte dos Staphylococcus foi oriunda da praia de Cavaleiros, seguido da praia do
Pecado, nas coletas de outubro e dezembro. Por outro lado, 0 menor nimero de estirpes
foi isolado em setembro. Estirpes de S. epidermidis mecA+ foram mais encontradas nas
praias de Cavaleiros e Pecado, em outubro, enquanto S. sciuri resistente a clindamicina
foi mais isolado na praia de Pedrinhas em janeiro. S. saprophyticus resistente ao STX foi

predominantemente achado na praia do Pecado em outubro.
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