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RESUMO

Estudos recentes apontam para elevagdo da incidéncia e gravidade das infec¢des por
Saphylococcus aureus. Esse fato é agravado pela ampla disseminagdo de isolados
resistentes a meticilina (Methicillin-resistant S. aureus, MRSA) nos hospitais, e sua
recente emergéncia na comunidade. A colonizag@o nasal de individuos assintomaticos ¢
a maior responsavel pela persisténcia e disseminagdo de S aureus nas populacdes
humanas. Assim sendo, inquéritos de carreamento nasal sdo importantes para estimar a
“carga”(burden) de S aureus como um todo ¢ de MRSA na comunidade. Este projeto
tem por objetivo identificar a prevaléncia e fatores de risco para carreamento de S
aureus e MRSA em populagdo de area urbana de Botucatu, Sdo Paulo. Adicionalmente,
o estudo se propds a realizar caracterizacdo molecular da clonalidade e resisténcia de
isolados colonizantes nasais. Para tanto, foram selecionada uma amostra de 686 pessoas
com mais de um ano de idade, estratificada por local de residéncia, género e idade.
Foram colhidas secre¢des nasais por meio de swabs, que posteriormente foram
semeados em meio de cultura. Ao mesmo tempo, foram identificados dados
demograficos e clinicos dos sujeitos da pesquisa. Isolados de S aureus foram
submetidos a testes de suscetibilidade a meticilina/oxacilina (fenotipicos e genotipicos)
e, se resistentes, a caracterizagdo do cassete cromossomico SCCmec. Foi também
realizada caracterizacdo clonal dos isolados de MRSA por Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) e Multilocus Sequence Typing (MLST). Quando foram
identificados carreadores de MRSA, foi obtidas amostras de seus contactantes
domicilares para caracteriza¢do de clusters. Analises estatisticas foram realizadas para
identificar fatores de risco para carreamento de S aureus como um todo ¢ MRSA em
particular. Prevaléncias de S aureus e MRSA foram 32,7% (1C95%=29,2%-36,2%) e

0,9% (0,4%-1,8%), respectivamente. Fatores de risco independentes para colonizagdo
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por S aureus foram género masculino (OR=1,57; 1C95%=1,13-2,15; p=0,008) e
histéria de infeccdo de pele recente (OR=1,97; 1C95%-1,09-3,54; p=0,02). Houve
relagdo inversa entre idade e colonizacdo (OR=0,98, 1C95%=0,97-0,99, p<0,001).
Antecedente de infec¢do de pele foi o unico preditor identificado para colonizacdo por
MRSA (OR=9,64; 1C95%=1,60-57,97; p=0,01). Todos os seis isolados de MRSA
carreavam o cassete cromossdmico estafilococcico (SCCmec) tipo IV. A tipagem
molecular revelou presen¢a de dois clones, ST-5 e ST-1176. Nenhum dos sujeitos
colonizados com MRSA tinha histoéria de contato recente com servigos de saude, e dois
deles apresentaram contactantes domiciliares colonizados por cepa com perfil
eletroforético 100% idéntico. Concluindo, nosso estudo demonstrou prevaléncias de
colonizagdo de individuos assintomaticos por S aureus e MRSA semelhantes as
relatadas nos Estados Unidos. A circulacdo de clones resistentes na comunidade exige

reavaliagdo das medidas de controle e tratamento de infecc¢des estafilococcicas.

Palavras-Chave: Saphylococcus aureus, MRSA, CA-MRSA, prevaléncia,

colonizagdo, fatores de risco.
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ABSTRACT

Recent studies point out to increasing incidence and severity of infections caused by
Saphylococcus aureus. This phenomenon is aggravated by the widespread
dissemination of methicillin-resistant isolates (Methicillin-resistant S aureus, MRSA)
in hospitals, and their recent emergence in the community. The nasal colonization of
asymptomatic individuals is a determinant of the persistence and spread of S aureus in
human populations. Therefore, investigations of nasal carriage are important for
estimating the burden of S aureus as a whole and of MRSA in the community. This
study aimed to identify the prevalence and risk factors for nasopharyngeal carriage of S
aureus and MRSA in the urban population in the city of Botucatu, Sao Paulo.
Additionally, the study included molecular characterization of resistance and strain
typing of isolates. We selected a sample of 686 people over one year of age, stratified
by place of residence, gender and age. Nasal secretions were screened with swabs,
which were plated in culture medium. We also aimed to identify demographic and
clinical data of the study subjects. Isolates of S aureus were tested for susceptibility to
methicillin / oxacillin (phenotypic and genotypic test) and, if resistant, to the
characterization of chromosome cassette SCCmec. Clonal characterization of MRSA
isolates by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and Multilocus Sequence Typing
(MLST) was also performed. When MRSA carriers were identified, samples were
obtained from their household contacts in order to characterize clusters. Statistical
analyzes were performed to identify risk factors for carrying of S aureus as a whole and
MRSA. Prevalence of S aureus and MRSA carriage were 32.7% (95% CI = 29.2% -
36.2%) and 0.9% (0.4% -1.8%), respectively. Independent risk factors for colonization
by S aureus were male gender (OR, 1.57; 95% CI, 1.13-2.15, P=0.008) and history of

recent skin infection (OR, 1.97; 95%CI, 1.09-3.54; P=0.02). There was an inverse




Abstract

relation between age and colonization (OR,0.98; 95%CI, 0.97-0.99; P <0.001). Recent
skin infection was the only independent predictor of MRSA colonization (OR, 9.64;
95%CI, 1.60-57.97; P=0,01). All six MRSA isolates carried the estafilocdccico
chromosome cassette (SCCmec) type IV. Molecular typing revealed the presence of two
clones, ST-5 and ST-1176. None of the subjects colonized with MRSA had recent
contact with health services, and two household contacts were colonized with identical
strains. In conclusion, our study showed prevalence of asymptomatic colonization by S
aureus and MRSA similar to those reported in the United States. The presence of
resistant clones in the community is a sound argument for re-evaluation of control

measures and treatment of staphylococcal infections.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, CA-MRSA, prevalence, colonization, risk

factors
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INTRODUCAO

1. Staphylococcus aureus: epidemiologia, patogénese e relevancia clinica.

Estudos recentes afirmam que a cada trés pessoas uma ¢ colonizadas com
Staphylococcus aureus, e estimam que haja dois bilhdes de pessoas carreando essa
bactéria por todo o mundo'.

Esse microrganismo oportunista é considerado atualmente um dos patdgenos
humanos mais relevantes. Em individuos saudaveis, ele integra a microbiota da pele,
superficies das mucosas e frequentemente a mucosa nasal anteriores. Estas ultimas sdo
consideradas o sitio primdrio da sua colonizagdo e seus reservatdrios naturais sdo o
homem e outros animais de sangue quente’ > Esta bactéria tem o potencial de causar
diversas doengas, que incluem desde infec¢des de pele e de tecidos moles a quadros
infecciosos invasivos e potencialmente fatais, como bacteremia, pneumonia,
endocardite ¢ sepse (quadro 1)*°Ainda que esta bactéria seja conhecida como um
patdégeno relevante hd mais de um século, sé recentemente foram elucidados seus
diferentes fenotipos de viruléncia. Estes desempenham um papel relevante na adesdo
celular, na captacdo de nutrientes, na evasdo da resposta imunoldgica e resisténcia a

antimicrobianos.>®’
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Quadro 1. Principais sindromes infecciosas causadas por Saphylococcus aureus.
Origem Sindromes

Adquiridas na comunidade Toxi-infec¢des alimentares

Infecgdes de pele e partes moles:

foliculites, erisipelas, celulites

Sindrome do choque téxico

Pneumonias

Endocardites

Osteomielites

Abscessos de 6rgidos sdlidos

Adquiridas em hospitais ou em outros Infecgdes de sitio cirtrgico

servigos de saude Infecg¢des da corrente sanguinea

Pneumonias

Infecgdes de pele e partes moles

Infecgdes estafilococicas ocorrem frequentemente em pacientes hospitalizados e
podem ter consequéncias graves, mesmo com instituicdo da terapia antimicrobiana.
Esse aspecto, entre outros, renovou o interesse em na epidemiologia e controle de S
aureus.®’

O género Saphylococcus foi descrito pela primeira vez em 1880, em pus de
abscessos cirurgicos pelo cirurgido escocés Alendes Ogston e atualmente ¢ um dos
microorganismos mais comuns em infec¢des piogéncias em todo mundo'® Atualmente,

esse género compreende 45 espécies, sendo que cerca de 15 dessas espécies sdo
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potencialmente patogénicas aos humanos.'' As infec¢des por estafilococos sdo
amplamente disseminadas na comunidade e em servigos de saude.'’

O S aureus caracteriza-se morfologicamente como agrupado de cocos Gram-
positivos com forma de cachos (do grego, Staphilé=cachos de uva). Diferencia-se dos
demais membros do género Staphylococcus pela produgdo da coagulase, embora outras
espécies com menor relevancia clinica também tenham a capacidade de sintetizar essa
enzima.'>

Além disso, S aureus ¢ capaz de sobreviver em superficies inanimadas por
longo periodo de tempo. E significantemente capaz de resistir ao frio, podendo
permanecer viavel por longos periodos em particulas de poeira. '>'*

Se, por um lado, a prevaléncia de colonizagdo por S. aureus na populagédo tem se
mantido estdvel ao longo dos anos, a propor¢cdo de pessoas que carreiam S aureus
resistentes a meticilina (MRSA) estd cada vez maior, o que desperta interesse especial
de clinicos e epidemiologistas. '> O MRSA ¢é reconhecido ha quatro décadas como uma
séria ameaga aos pacientes hospitalizados. No entanto, a recente emergéncia de isolados
na comunidade representa um desafio para a satde publica. '°

A colonizag¢do nasal por S aureus pode se manifestar sob diferentes padrdes
temporais em individuos saudaveis: 10-35% desses carreiam Saureus persistentemente
e 20-75% o carreiam intermitentemente. Por outro lado, entre 5 e 50% das pessoas
nunca chegam a carrear Saureus na mucosa nasal.'”'® Além disso, o numero de células
de Saureus na mucosa nasal ¢ significantemente maior em carreadores persistentes que
naqueles que carreiam a bactéria de forma intermitente, resultando em um fator de risco
elevado para infec¢des por Saureus na primeira categoria de individuos. Essa forma de
carreamento tem sido identificada como um forte fator para infecgdes subsequentes.'”

2021 n iy .. .. ,
“* Esse fenOmeno de carreamento de bactéria sem sinais clinicos é chamado de
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“coloniza¢do”. > A coloniza¢do por Saureus tem inicio apés o nascimento e recorre
diversas vezes ao longo da vida. Ela € responsavel pela persisténcia e disseminagdo dos
S aureus em populagdes humanas, além de ter sido identificada como um importante
fator de risco para o desenvolvimento de infec¢des por S aureus tanto na comunidade
como nos hospitais.

Embora a mucosa nasal seja o nicho principal para colonizagdo Saureus, ha
outros sitios de coloniza¢io, como axila, perineo e trato gastrointestinal.>** A relagio
entre carreamento e transmiss@o em ambiente hospitalar e na comunidade tem sido
objeto de estudos epidemiologicos. Alguns destes sugerem que o carreamento nasal
contribui para transmissio das bactérias por disseminagdo aérea.'’

O grande sucesso de S aureus como colonizante e agente de infec¢des estad
associado a expressdo de diferentes fendtipos de viruléncias. Estes fendtipos sdo
responsaveis por diferentes etapas do processo de colonizacdo e infeccdo, e sdo

sumarizados no quadro 2.2
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Quadro 2. Fenotipos de viruléncia de Saphylococcus aureus.

Natureza

Fenotipo

Descrigdo e Relevancia

Componentes da
Superficie celular

Biofilmes

Crescimento comunitario de bactérias, envoltas
em matriz polissacaride, que permite maior
adesdo a superficies e reduz suscetibilidade a
antimicrobianos.

Capsula

Componente polissacaride que envolve a célula
bateriana e a protege contra fagocitose.

Adesinas

Substancias que conferem adesdo a diversas
proteinas presentes nos tecidos do hospedeiro.

Acidos teicoicos

Componentes da parede bacteriana, parecem ter
fun¢do na adesdo a epitélios.

Enzimas e
Hemolisinas

Hemolisinas

Enzimas capazes de destruir eritrocitos e outras
células eucariontes. Sua importidncia como
determinante de patogénese foi demonstrada em
modelos experimentais de endocardite.

Leucocidina de Panton-
Valentine (PVL)

Hemolisina associada com extensa necrose
tecidual, responsavel por infec¢des de pele
graves e pneumonias necrotizantes.  Esta
presente principalmente em isolados de S.
aureus resistente a meticilina adquiridos na
comunidade.

Toxinas
esfoliativas

Toxinas associadas a
Sindrome da  Pele
Escaldada

Determinam clivagem de camadas profundas do
epitélio, causando quadros de eritema e
descamagdo disseminados (Sindrome da Pele
Escaldada) ou lesdes bolhosas localizadas
(impetigo bolhoso).

Superantigenos

Enterotoxinas

Antigenos capazes de ligar-se diretamente a
receptores de linfocitos, as enterotoxinas
ingeridas em alimentos s3o associadas a
quadros (geralmente auto-limitados) de diarréia
e vOmitos.

Toxina associada a
Sindrome do Choque
Toéxico (TSST-1)

Superantigenos associados a quadro clinico de
febre alta, exantema e extravasamento de
liquido em vasos capliares, resultando
hipotensdo e edema. Isso resulta na Sindrome
do Choque Toéxico, causada por S. aureus
colonizando tecidos distantes. Uma das formas
dessa sindrome foi associada ao uso de tampdes
vaginais.

Os diferentes fatores de viruléncia apresentados no quadro 2 mostram que, se

por um lado, a eficidcia da infec¢do depende amplamente de adesdo, invasdo e

destruicdo dos tecidos infectados, por outro, algumas doencas estafilococicas sdo

causadas “a distancia”, pela producdo de exotoxinas, que incluem a “Sindrome da Pele

s ;. ¢ . 2
Escaldada” e a “Sindrome do Choque Téxico”, duas condi¢des potencialmente graves.*®

Além disso, a ingestdo de enterotoxinas produzidas por S aureus e presentes em
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alimentos esta associada a quadros de intoxicagdo alimentar, caracterizados por nauseas
e vomitos.”’

Vale ressaltar que o poder infeccioso do S aureus estd associado tanto a
capacidade de invasdo e disseminagdo nos tecidos quanto a capacidade de sintetizar
substancias patogénicas que resultem na sua permanéncia no local infectado (como as
leucocidinas).”®

Além dos fenotipos de viruléncia, é marcante a presenca de fenotipos de
resisténcia aos antimicrobianos em S aureus. Infecg¢des causadas por cepas de Saureus

. ey e . . - A . )
resistente a antibioticos tem atingido propor¢des epidémicas mundiais. >

2. Resisténcia a antimicrobianos

A implantag@o da antibioticoterapia no inicio da década de 1930 , com emprego
das sulfanilamida ( descoberta por Gerard Domagk, em 1932), fez com que diversos
pesquisadores previssem o fim das doencas infecciosas como fator de morbidade e
mortalidade. Essa previsdo ndo se concretizou. Ao analisar a evolucdo da resisténcia do
S aureus, perceber-se que, ja no final dessa década, surgiram as primeiras cepas de
resistentes aquele quimioterapico. *°

Sendo assim, tornou-se um motivo de preocupacdo essa evolugdo da resisténcia
antimicrobiana . De fato, desde o inicio da “era dos antibidticos”, essa espécie provou-
se capaz de desenvolver resisténcia a quase todas as classes de antimicrobianos
disponiveis na pratica clinica. '*

Esse fendmeno de resisténcia a diversos antibidticos e agentes quimioterapicos
impoe sérias limitacdes 4s opcdes para o tratamento das infec¢des bacterianas, gerando

uma ameaca para saude publica. Saureus destaca-se por apresentar uma grande

versatilidade no seu mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos, emergindo, assim
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como uma das causas mais relevantes ndo sé de infeccdes nosocomiais como
comunitarias. °'

Entrando em uso clinico a penicilina, Saureus passou a desenvolver resisténcia
a esse beta-lactdmico, pela produ¢do de uma betalactamase (penicilinase), capaz de
hidrolisar o nucleo molecular desse antimicrobiano. Em 1959 esse fato ja gerava uma
extensa resisténcia, alcangando uma taxa de 80% para isolados hospitalares. Ressalte-se
que havia resisténcia cruzada com amoxicilina e ampicilina.>

A meticilina e outras penicilinas resistentes a destrui¢do penicilinase pareciam
uma solucdo para esse problema. No entanto, em 1961 as cepas de isolados de S aureus
resistentes a meticilina (conhecidos pela sigla MRSA, do inglés methicillin-resistant S
aureus) surgiram na Europa, rapidamente emergindo como uma séria ameaca a saude

publica mundial ****

Permanecem sendo um dos patéogenos mais frequentes adquiridos
no hospital.35

Um fendmeno mais preocupante se observou na década de 1990: a identificagdo
de MRSA em pessoas sem histéria de exposicdo a ambiente hospitalar.® Nesse cenario
diferenciaram-se dois padrdes epidemiologicos desses microrganismos problema: HA-
MRSA (Hospital-acquired [adquiridos no hospital]-MRSA) e CA-MRSA (Community-

associated [associados 4 comunidade]-MRSA).>’ Suas principais diferencas estdo

descritas no quadro 3.**
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Quadro 3: Diferencas entre os seus subtipos de MRSA

HA-MRSA CA-MRSA
Manifestacio Infeccdes de sitio cirurgico, Infecgdes graves de pele e partes
clinica ostiomelites, pneumonias. moles, abscessos, pneumonias.
predominante
Fatores de risco Dispositivos de longa Contato fisico préximo, baixas
permanéncia, hospitalizacdo condig¢des de higiene, instalacdes
prolongada, casa para sanitarias compartilhadas,
idosos e uso de antibidticos  individuos que vivem em locais
a longo prazo superlotados, (ex. recrutas militares
¢ prisioneiros)
Caracteristicas SCCmec tipos I, II ou III Principalmente o SCCmec
moleculares PVL ¢ menos comum tipo IV ,Ve VI

PVL € mais comum

A resisténcia a meticilina ¢ causada principalmente por alteracdo no receptor
celular dos beta-lactdmicos, a proteina ligadora da penicilina (PBP, penicillin-binding
protein). A presen¢a de PBP2a, que tem baixa afinidade por beta-lactamicos, permite a
bactéria sobreviver e reproduzir-se na presenca desses antimicrobianos.” Por essa
razdo, o0 MRSA ¢ resistente a todas as penicilinas, cefalosporinas, monobactams e
carbapenémicos utilizados na pratica clinica.

O gene codificador da PBP2a (meccA) esta localizado em uma “ilha gendmica”
de resisténcia, conhecida como cassete cromossdmico estafilococito mec (SCCmec,

Saphylococical chromosome cassete mec). Pelo menos onze tipos de SCCmec foram
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descritos até o momento.”” A hipdtese mais aceita atualmente ¢ de que esses cassetes
foram adquiridos em diferentes ocasides a partir de espécies de Staphylococcus
coagulase-negativa, gerando linhagens no relacionadas de MRSA.*' SCC mec I, 11 e III
sdo encontrados em HA-MRSA. Esses cassetes sdo maiores e albergam diversos
determinantes de resisténcia. Por essa razdo, isolados hospitalares de MRSA costumam
apresentar resisténcia simultanea a varias classes de antimicrobianos. Por outro lado,
SCC mec IV, V, VI — encontrados predominantemente em CA-MRSA - tém tamanho
menor e carreiam menos genes de resisténcia. No entanto, estdo associados a presenca
de genes codificadores da PVL e de outras exotoxinas que conferem aos CA-MRSA
maior viruléncia.** Essas cepas estdo associadas a infeccdes graves de pele e
pneumonias necrotizantes.*

As opgdes terapéuticas para MRSA (e em particular HA-MRSA) sdo escassas.
Os glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) apresentam a melhor atividade contra
essas cepas. No entanto, isolados com suscetibilidade intermedidria a esse agentes
foram descritos na década de 1990.** Ainda mais preocupante ¢ a recente emergéncia de
S aureus com resisténcia completa aos glicopeptideos, que se deve a aquisi¢do de genes
VanA a partir de enterococos resistentes a vancomicina. Felizmente, esse fenotipo tem
distribuigio restrita, com apenas sete casos descritos nos Estados Unidos.* Novas
drogas com atividade antiestafilococcica (como a linezolida e a daptomicina) sdo uma
opcdo para S aureus resistente a glicopeptideos. No entanto, resisténcia parcial ou

completa a esses agentes ja foi detectada. ***
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3. Estudos de base populacional sobre colonizacio/infec¢io por Staphylococcus
aureus.

A crescente incidéncia de quadros graves e de isolados multirresistentes de S
aureus motivou uma série de estudos que tinham por objetivo quantificar a carga
(burden) da colonizagdo e infecgdo estafilococcicas na populagao.

Uma dessas iniciativas, capitaneada pelos Centros para Preven¢do e Controle de
Doengas (CDC, Centers for Disease Control and Prevention), procurou descrever a
incidéncia e distribuicio de doengas invasivas por MRSA nos Estados Unidos.”® Em
nove cidades norte-americanas foi realizada vigilancia ativa dessas infec¢des durante os
anos de 2004 e 2005. Foram identificadas 8.987 infecgdes. Destas, 85,0% haviam sido
adquiridas em hospitais e outros servicos de saude, enquanto 13,7% eram de origem
comunitaria.

Outra pesquisa recente utilizou dados secundarios do sistema de saude britanico
para estimar o comportamento epidemioldgico das infecgdes estafilococcicas durante as
décadas de 1990 e 2000.*’ Os autores apresentaram achados alarmantes: um aumento de
cinco vezes nas hospitalizagdes por sepse, pneumonia estafilocdccica, sindrome da pele
escaldada e impetigo; aumento de trés vezes das internagdes por abscessos e celulites, e
de 150% nas admissdes por infec¢des de ossos e articulagdes. Nas unidades bésicas de
saude, a prescri¢do de antibioticos antiesfilococcicos cresceu 1,8 a 2,5 vezes entre 1991
e 2006.

Outros estudos procuraram quantificar o carreamento de S aureus na populagao.
Nos anos de 2001 e 2002, incluiu-se no estudo NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey) a coleta de amostras de nasofaringe. O estudo NHANES
¢ realizado em ambito nacional e corresponde a uma amostra representativa da

populagdo civil ndo institucionalizada dos Estados Unidos. A triagem para carreamento
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nasal de S aureus foi realizada em todos os individuos com idade acima de um ano
participantes do estudo. Os resultados foram descritos e analisados em trés
publicacdes.”***” Em 9622 participantes, a prevaléncia de colonizagdo por S. aureus
foi de 32,4%. Colonizacio por MRSA estava presente em 0,8%. Fatores
significativamente associados ao carreamento de S aureus foram: idade menor que 6
anos, adultos que ndo haviam completado o ensino médio, e diagndstico de asma.

O carreamento de MRSA estava associado a idade maior que 65 anos, sexo
feminino, diabetes e estadia recente em casas de repouso (mas ndo em hospitais). Um
acompanhamento desse estudo em anos posteriores demonstrou que a prevaléncia do
carreamento de S aureus sofreu redugdo estatisticamente significante, caindo para
28,6% em 2003-2004. Nesse mesmo periodo, porém, taxas de carreamento de MRSA
quase duplicaram (0,8% para 1,5%, p<0.05).”!

Os dados do NHANES sdo bastante abrangentes, embora seu significado seja
limitado pelo longo periodo decorrido desde o estudo. Outras publicagdes apresentam
estimativas populacionais de carreamento de S aureus ou MRSA em espagos mais
restritos. Furya et al investigaram o carreamento nasal de MRSA em uma amostra de
739 habitantes de Manhattan, identificando prevaléncia de 0,3%.52 Outro estudo,
realizado em Birmingham (Inglaterra), investigou 274 pacientes, identificando taxas de
carreamento de 33,0% para S aureus e 1,5% para MRSA.* Em Taiwan, Lu et al
realizaram triagem para carreamento nasal de MRSA em 1.838 pessoas da comunidade
e 393 individuos com contato com servigos de saude.’* No primeiro grupo, a
prevaléncia de colonizagdo foi de 3,6%. No segundo, os resultados foram: 5,0%
(profissionais da saude), 5,8% (pacientes em enfermaria de agudos), 5,9% (pacientes de

hemodiélise) e 11,0% (individuos em instituicdes de longa permanéncia).




Introducgdo 32

4. Cenario nacional

Embora ndo existam estimativas seguras, ¢ razodvel inferir que as infecgdes
estafilococcicas sejam bastante incidentes na populacdo brasileira. Em um relato do
programa SENTRY, S aureus foi o agente mais frequentemente isolado em espécimes
clinicos de hospitais brasileiros. Ele manteve a lideranca entre os agentes de infecgdes
de tegumento e corrente sangiiinea, e ficou em segundo lugar entre os agentes de
pneumonias.” Dados mais recentes confirmaram esse padrio, e identificaram resisténcia
a meticilina em 31,0% dos isolados.”® Por outro lado, o sistema de vigilancia de
infecgdes hospitalares do Centro de Vigilancia Epidemiologica do Estado de Sao Paulo
reportou o isolamento de S aureus em 16,3% das hemoculturas colhidas em Unidades
de Terapia Intensiva. Ao todo, 58,2% dos isolados eram de MRSA.>® A ampla
disseminagdo de MRSA em hospitais do Brasil ¢ bem documentada, e um clone
endémico brasileiro (portador de SCCmec III) foi extensamente caracterizado.’®’

Por outro lado, relatos sobre CA-MRSA no Brasil sdo ainda incomuns. Nascimento-
Carvalho et al’® relatam a identificacio de 125 infecgdes por MRSA possivelmente
adquiridas na comunidade, mas ndo realizaram caracterizagdo molecular desses
isolados.” Por outro lado, relatos de casos isolados® e estudos em bancos de cepas®'-®
documentaram a disseminag@o de isolados de MRSA carreando SCCmec IV em centros
urbanos do pais. E interessante que, em muitos casos, infecgdes por MRSA portador de

SCCmec IV tinham sido adquiridas em servigos de saude.®’”®
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5. Justificativa do estudo

Os argumentos apresentados acima demonstram a necessidade de se realizar
estudos de base populacional em nosso pais. Tais estudos podem fornecer dados
relevantes para a compreensdo da epidemiologia da colonizagdo e infeccdo por S
aureus e apoio para abordagem clinica de pacientes.

Entre as informagdes relevantes que podem ser obtidas de um estudo com esse
delineamento transversal, encontram-se: estimativa da prevaléncia de colonizago por S.
aureus ¢ CA-MRSA na comunidade, identifica¢do dos fatores de risco associados a essa
colonizacdo.

Nosso estudo visou abordar a populagdo de Botucatu, municipio de
aproximadamente 122.000 habitantes. Apesar do pequeno porte, o municipio alberga
um hospital universitario com 400 leitos ativos. A maior parte da populacdo ¢ usudria
desse hospital, onde 0 MRSA ¢ endémico. Assim sendo, acreditamos que o municipio €
um espaco privilegiado para estudo ndo sé da prevaléncia de colonizagdo de S aureus
como um todo e CA-MRSA, como também da possivel identificacdo de fendmenos
como o carreamento ¢ dissemina¢io de HA-MRSA na comunidade.”® Acrescente-se a
isso o fato de que o municipio foi participante do inquérito multicéntrico de satde do
Estado de Sdo Paulo®, o que possibilitou o acesso dos pesquisadores a uma amostra

populacional j4 estratificada por setor censitdrio, género, idade e classe social.
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OBJETIVOS

1. Objetivos gerais:

e Identificar prevaléncia e fatores de risco para colonizacdo nasal por
Saphylococcus aureus em populagdo de area urbana de Botucatu, Sio Paulo.

e Identificar prevaléncia e fatores de risco para colonizagdo nasal por
Saphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em populagdo de area
urbana de Botucatu, Sdo Paulo.

e (Caracterizar epidemiologia molecular de clones de Saphylococcus aureus

colonizantes de nasofaringe na populacio estudada.

2. Objetivos especificos:
e Identificar resisténcia a meticilina nos isolados do estudo por métodos
fenotipicos e genotipicos.
e (aracterizar o cassete cromossomico estafilocéccico mec (SCCmec) dos
isolados colonizantes de MRSA.

e Identificar e caracterizar clusters domiciliares de MRSA.
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METODOLOGIA
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METODOLOGIA

1. Local do estudo
O municipio de Botucatu localiza-se a 22°53'09" de latitude sul, 48°26'42" de
longitude oeste e a 804 metros de altitude. Dista 235 km de Sdo Paulo. O Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) identificou populagdo de 122.659
habitantes no censo de 2010. A figura 1 apresenta um mapa do municipio.

Figura 1. Mapa do municipio de Botucatu.
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Mais de 95% da populacdo do municipio reside em area urbana. No inquérito
multicéntrico de satde de Sdo Paulo™, 25% da populagdo entrevistada referia algum
problema de saude nos ultimos 15 dias e 92% destes haviam procurado assisténcia
médica. Em quase 40% dos casos, essa assisténcia foi procurada no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (Universidade Estadual Paulista —
UNESP).

O presente estudo foi realizado em drea urbana do municipio de Botucatu:

previamente mapeada durante o inquérito de saude.

2. Populacio do estudo
Foram incluidos no estudo pessoas com mais de um ano de idade residentes em
area urbana de Botucatu e que consentiram em participar voluntariamente da pesquisa.
Foi estudada inicialmente uma amostra populacional estratificada por idade,
género e local de residéncia. Para o calculo do tamanho amostral utilizamos os seguintes
parametros:
e Populagdo do municipio: 122.659 habitantes.

e Prevaléncia estimada do carreamento de S aureus (segundo NHANES***7?)

32,4%.
e Margem de erro: 5%.
e Efeito de desenho do estudo: 2.0.
Aplicou-se a formula: n = [DEFF*Np(1-p)l/ [(d%/Z*1.2*(N-1)+p*(1-p)].*
Com esses parametros a populacdo total estimada para o estudo (com nivel de
confianga de 95%) foi de 672 sujeitos. Por razdes operacionais, esse numero foi

ampliado para 686. Além destes, uma segunda etapa do estudo incluiu contactantes

familiares dos pacientes em que foi identificado carreamento de MRSA (veja a seguir).
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3. Operacionalizaciao

Amostragem foi realizada com conglomerados (domicilios, residéncias) na zona
urbana do Municipio de Botucatu. Foram utilizados os mapas dos setores censitarios
usados na Contagem Populacional do IBGE, em 2007, para o cadastro ordenado dos
domicilios residenciais, respeitando as quadras sorteadas e seu sentido de percurso
(sentido horéario respeitando as faces identificadas dos quarteirdes).

Para realizar a operacionaliza¢do deste projeto foi preparada uma listagem de
enderegos de todos os setores censitirios com seus respectivos domicilios visitados. A
digitagdo foi realizada, aleatoriamente, na sequéncia que o material (entrevistas) era
realizada (sempre feito por setores inteiros, com o niimero de entrevistas realizadas que
compunham a sua respectiva amostra: setor x quarteirdes enumerados e sorteados, com
reserva de sorteio para possiveis reposi¢des de domicilios).

A partir desta listagem dos 1.351 domicilios, distribuidos em 194 setores
censitarios, que identificavam 4.113 pessoas, foi realizado o sorteio dos seguintes
estratos: 1-11 anos (sem distingdo de género), 12-19 feminino, 12-19 masculino, 20-59
feminino, 20-59 masculino, 60 ou mais feminino, 60 ou mais masculino. Procedeu-se
entdo a identificacdo nos domicilios que constavam na listagem.

Com o objetivo de facilitar as visitas de campo as faixas etarias sorteadas e
identificadas no domicilio correspondente foram agrupadas por proximidade, utilizando
os mapas das areas de abrangéncia das Unidades de Saude (p/facilitar o acesso:
identificacdo e localizag¢do de enderegos).

A reposi¢cdo dos domicilios e suas respectivas faixas etarias foram realizadas,
garantindo o critério de aleatoriedade (apds esgotar os enderecos sorteados, a reposi¢cao
foi realizada com o domicilio imediatamente seguinte ao domicilio sorteado,

pertencente a mesma base de selec@o, mantendo a representatividade da amostra).
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Os sujeitos foram incluidos apds assinatura do TCLE (anexo 1) (p/ os menores
de 18 anos foi solicitada a assinatura do responsavel legal).

O questionario com informagdes pessoais teve duragdo em média de 10 minutos.
O laboratdrio de Saude coletiva colaborou na escolha dos domicilios visitados, sempre
agrupando enderecos para facilitar o acesso e localizacdo da area a ser visitada.

Os questionarios foram digitados em um banco controle em EPI INFO 3.5
(Centers for Diseases Control and Prevention, USA) respeitando a amostra para cada

uma das faixas etarias.

4. Coleta de dados demograficos e clinicos
Antes de realizar a coleta do espécime microbiologico, foi aplicado questionario
aos sujeitos da pesquisa. Tal questionario apresentado no anexo 2 incluiu:
e Dados demograficos (género, idade, cor, religido);
e Escolaridade;
e Renda familiar;
e Pratica de esportes (individuais ou coletivos);
e Morbidade referida (incluindo doencas cronicas);
e Utilizacdo de servicos de saude (incluindo internagdes e outros
procedimentos) nos ultimos 12 meses;
e Ocorréncia de infecgdes nos ultimos 12 meses;
e Utilizacdo de antimicrobianos nos ultimos 12 meses;
e Frequéncia em instituicdo fechada (creche, casa de repouso, presidio).

e Uso de élcool e drogas ilicitas (especialmente endovenosas).
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Para pacientes com internagdo no HC-UNESP no ultimo ano, estava prevista a
possibilidade de avaliacdo do prontudrio para que se complementassem informagdes
sobre:

e Doenga de base (conforme CID10);

e Gravidade (medida por scores de Charlson®® e Apache II*, quando

possivel);

e Procedimentos realizados;

e Uso de dispositivos invasivos e de antimicrobianos;

e Culturas prévias com crescimento de S aureus;

e Culturas prévias com crescimento de outros microorganismos.

A ficha de coleta de dados do prontudrio estd exposta no Anexo 3. No entanto,
dada a baixa prevaléncia de sujeitos com internacdo prévia recente, essa etapa nao foi

realizada.

5. Coleta de espécimes microbiologicos

Amostras da nasofaringe foram coletadas através de swabs. A técnica de coleta
incluiu a umidificagdo do swab com SF 0,9% (técnica estéril) ¢ introdu¢do em ambas as
narinas, até¢ a maior profundidade tolerdvel pelo sujeito da pesquisa, e rotacdo da haste
pressionando gentilmente a extremidade contra a mucosa. Os sSwabs foram
transportados em meio de Stuart para o Laboratorio de Bacteriologia do Departamento
de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP, para realizagao
de semeadura em placas contendo Baird Parker, meio seletivo para Staphylococcus
Apds incubagdo a 37°C por 24 horas as amostras foram submetidas ao procedimento de

identificagcdo dos microrganismos isolados.
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6. Identificacdo da espécie
Os microrganismos que se desenvolveram nas culturas foram submetidos a
coloracdo de Gram objetivando-se sua pureza e a observacdo de sua morfologia e
coloracdo especifica. Apos a confirmag@o dessas caracteristicas, foram feitas as provas
de catalase e coagulase em tubo conforme preconizado por Koneman et al.®® Foram
realizadas as provas adicionais de Maltose, Trealose, Manitol e Polimixina B, para

diferenciagdo de outras espécies de estafilococo coagulase positiva

7. Testes de resisténcia a meticilina

O teste de suscetibilidade antimicrobiana foi realizado para todos os isolados
Saureus obtidos através da técnica de difusdo da droga em agar a partir de discos
impregnados conforme critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Sandards
Institute (CLSI).*’ Para o preparo dos inéculos foram utilizadas culturas em caldo BHI,
previamente incubadas por 4 a 6 horas e ajustadas anteriormente com a turbidez da
escala 0.5 de Macfarland. As drogas utilizadas foram: Oxacilina (1 ug) e Cefoxitina
(30 ug). Uma vez ajustada a densidade do in6culo, a semeadura foi feita através de swab
estéril na superficie de Agar Mueller Hinton, e a seguir aplicados os discos impregnados
com as drogas. As placas foram incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas sendo a
atividade do antimicrobiano avaliada pelo didmetro do halo de inibi¢do através de
interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo CLSI. A linhagem padrido de S

aureus ATCC 25923 foi usada como controle em todos os experimentos.
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8. Extracio de DNA bacteriano

Para a extragdo foi utilizado o Kit Illustra (GE healthcare) que consistiu na
digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K (20
mg/ml). A seguir 500 ul da solu¢do de extragdo foram adicionados a mistura e esta foi
centrifugada a 10.000 x g por 4 min. O sobrenadante foi transferido para a coluna e
centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O liquido coletado foi descartado e 500 ul de
solucdo de extracdo e foi adicionada novamente a coluna. Apds a centrifugacdo e
descarte do liquido coletado, 500ul da solug¢do de lavagem foi adicionado a coluna e
esta submetida a centrifugacdo a 20.000 x g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida
para um tubo de 1,5 ml e 200 ul de agua Milli Q aquecida a 70°C foi utilizada para a

eluigao.

9. Detecciio molecular e caracterizacio de SCCmec
As reacdes de PCR para a detec¢do do gene mecA foram realizadas conforme os

pardmetros descritos por Murakami et al,”

utilizando os primers mecAl e mecA2. Em
todas as reagdes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com
controle positivo (S aureus ATCC 33591) e negativo (S aureus ATCC 25923). A
eficiéncia das amplificagdes foi monitorada pela eletroforese da reagdo em gel de
agarose 2% e corado com Saber Safe.

A determinagdo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se um método de
reacio PCR-Multiplex, conforme descrito por Milheirico et al.”' Foram utilizados 8 loci
(A-H), selecionados com base nas seqiiéncias do elemento mec descritas previamente. O
locus A esta localizado downstream ao gene pls e ¢ especifico para o SCCmec tipo I; o

locus B ¢ um fragmento interno do operon kdp, que ¢ especifico para o SCCmec tipo II;

o locus C ¢ um fragmento interno do gene mecl presente nos SCCmec tipos II e III; o
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locus D é um fragmento interno da regido dcs, presente nos SCCmec tipos I, Il e IV; o
locus E esta localizado na regido entre o plasmideo pl258 e o transposon Tn554, sendo
especifico para SCCmec tipo III; o locus F, também especifico para o SCCmec tipo 111,
esta localizado entre o Tn554 e a jung¢do cromossomica direita (orfX). Os loci G e H
foram incluidos para distinguir as variantes estruturais 1A e IIIA, respectivamente. O
locus G corresponde a jungdo esquerda entre a sequencia de inser¢do IS431 ¢ o
plasmideo pUB110; o locus H correponde a jungdo esquerda entre a sequencia de

inser¢do 1S431 e o plasmideo pT181.

10. Pulsed-field gel electrophoresis

O PFGE das amostras de Staphylococcus spp. cultivados foram feitas segundo o
protocolo modificado de McDougal et al.”>. As amostras foram colocadas em caldo BHI
onde cresceram por 24h. Em um microtubo, as amostras crescidas (400ul do caldo
quando ECN e 200ul quando S aureus) foram centrifugadas a 12.000rpm por Imin.
Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados 300ul de solu¢do TE (10mM
de Tris, ImM EDTA [pH 8,0]). As amostras foram deixadas em banho-maria por 10min
a 37°C. Apds 10min foram adicionados 5ul de Lisostafina (Lysostaphin from
Staphylococcus lyophilized powder, Sigma-Aldrich) com agitagdo em vortex, mantendo
as amostras no banho antes e depois de adicionar a lisostafina. Foram adicionados 300l
de agarose low melt 1,8% (Agarose-LowMelt, USB, USA) a 37°C e as amostras foram
despejadas nos moldes para plugues até que solidificassem e, entdo, colocadas em placa
de 24 pogos com 2ml de solu¢do EC (6mM Tris-HCl, 1M NaCl, 100mM EDTA, 0,5%
Brij-58, 0,2% deoxicolato de sddio, 0,5% laurilsarcosil s6dico) e incubadas a 37°C por
pelo menos 4h (over nigth). O EC foi retirado e os plugues foram lavados com 2ml de

TE quatro vezes a temperatura ambiente por meia hora.
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Para a restrigdo do DNA gendmico foi usado 1/3 de um plugue e 2ul da enzima
Smal (Fast Digest Smal, Fermentas Life Science, Canadd). A restri¢do foi feita em
placa de 96 pogos adicionando-se primeiramente o tampao sem a enzima (45ul de agua
milli Q e 5Sul do tampdo da enzima) deixando a placa na geladeira por 30min. Em
seguida, o tampao sem enzima foi retirado e adicionado o tampdo com a enzima (43l
de 4gua milli Q, 5ul do tampao da enzima e 2 pl da enzima) deixado a placa na estufa a
37°C por 6 min segundo especificacdes do fabricante. A eletroforese foi executada em
aparelho CHEF-DR III System (BioRad Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1%
preparado com TBE 0,5M (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad Laboratories, EUA)
sob as seguintes condi¢des: intervalos de tempo de pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa
linear; 6V/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5M TBE como tampao de corrida. Foi utilizado
Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) como marcador molecular. Os
géis foram corados com GelRed (400ml de agua destilada e 30 pl de GelRed)(10.000X
em agua, Biotium, EUA) por 1h, e fotografados sob transiluminacdo UV. Para andlise
de similaridade, célculo dos coeficientes de correlacdo Dice e criacdo do dendograma
pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages)

foi utilizado o software BioNumerics (versdo 6.1; Applied Maths, Bélgica).

A tolerancia da posi¢do das bandas e a otimizagdo foram ajustadas para 1.25 e
0.5% respectivamente. Um coeficiente de similaridade de 80% foi escolhido para

determinagdo dos clusters.

11. Tipagem molecular de MRSA por MLST
Os seis S aureus que apresentaram o gene MeCA e perfis clonais distintos foram

tipados pelo MLST.
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11.1. Extracdo de DNA

O DNA utilizado nesta técnica foi o mesmo do item 8.

11.2. Amplificacio dos genes conservados para o MLST

Os genes arcC, arok, glpF, gmk, pta, tpi e yqgiL foram amplificados

separadamente com os primers abaixo, conforme descrito por Enright et al(2000):"

Tabela 1. Primers utilizados na amplifica¢cdo dos 7 genes conservados

Gene Primers Sequéncia Fragmento
arc u 5-TTG ATT CAC CAG CGC GTATTG TC -3'
p
arc 456 pb
arc dn 5'-AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG -3'
aro up 5'- ATC GGA AAT CCT ATT TCA CAT TC -3' 456 pb
aroE p
aro dn 5'-GGT GTT GTA TTA ATA ACG ATA TC -3'
1 5'- CTA GGA ACT GCA ATCTTA ATC C -3
sPTp 465 pb
glpF P
glp dn 5'-TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC -3'
gmkup 5-ATC GTT TTA TCG GGA CCA TC -3' 429 pb
G k ! U
m gmk dn 5'-TCA TTA ACT ACA ACGTAATCGTA-3
5'- GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG -3'
pta up
Pta 474 pb
pta dn 5'-GACCCTTTT GTT GAA AAG CTT AA -3'
Tpi tpi up 5'-TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA -3
p1 402 pb
tpi dn 5'-TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC -3'
. 5'- CAG CAT ACA GGA CACCTATTG GC -3
yqrup 16 vb
yqi dn 5'- CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC -3’

Os parametros da PCR foram desnaturag¢do a 95°C por 1 minuto, anelamento a

55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. O ciclo foi repetido 35 vezes e uma

extensdo final de 5 minutos a 72°C sera realizada.
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11.3. Sequenciamento e analise do MLST

O amplificado de cada gene foi purificado com kit especifico e preparado para a
realizag¢do de sequenciamento das duas fitas (senso e antisenso).
A analise foi a partir da fita consenso com o banco de dados encontrado no site

http://saureus.mlst.net/

12. Analise estatistica dos resultados

Foram aplicados os procedimentos rotineiros para analise de estudos de
delineamento transversal. As analises diferiram quanto ao desfecho: carreamento de S
aureus, carrcamento de MRSA e mesmo carreamento de isolados de determinados
clones ou com perfis gendomicos especificos. Foram considerados possiveis fatores de
risco os dados demograficos, escolaridade, renda familiar, co-morbidades referidas,
praticas esportivas, internacdes (e outros contatos com servigos de saude) e uso de
antimicrobianos. Os dados foram submetidos a andlises univariadas e multivariadas (por
regressio logistica).”* Na primeira fase (univariada), foram utilizados os testes do Chi-
quadrado ou Exato de Fishcr para variaveis dicotdmicas e T de Student ou U de Mann-
Whitney para varidveis continuas. Para a andlise multivariada foram construidos
modelos de regressdo logistica, com inser¢do gradual de variaveis (foward selection).
Os critérios de entrada e permanéncia nos modelos foram p-valores inferiores a 0,05 e
0,1, respectivamente. O p-valor final abaixo de 0,05 foi utilizado como limite de

significancia.
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13. Fluxograma da pesquisa
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FY
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-
< e D>

l sim

Coleta de swab 2 Aplicar 3 < Internou no >
de nasofaringe questionario HC-UNESP

sim

N
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Algumas observagdes sobre o fluxograma devem ser feitas:

e O teste de resisténcia a meticilina/oxacilina considerado “padrao-ouro” foi a
identificacdo do gene mecA por PCR. No entanto, testes de difusdo em disco

com Cefoxitina e Oxacilina foram realizados concomitantemente.

e Os sujeitos “primdrios” (ou seja, identificados na primeira busca), positivos
ou ndo para S aureus ou MRSA, foram submetidos as andlises estatisticas.
Os sujeitos “secundarios” (identificados em busca de contactantes

domiciliares de colonizados por MRSA) nao foram incluidos nessa analise.

14. Questoes éticas

Autonomia e confidencialidade: Os sujeitos foram incluidos na pesquisa apds
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, anexo 1).
Para os sujeitos menores de 18 anos, foi solicitada a assinatura do responsavel
legal. No entanto, para aqueles com 12 anos ou mais, foi também obtido o seu
consentimento assinado. A total confidencialidade dos dados foi garantida a
todos os sujeitos, bem como a possibilidade de retirar-se da pesquisa se achar

conveniente.

Riscos: A coleta de swab de orofaringe ¢ um procedimento ndo invasivo, que
causa minimo desconforto. Esse procedimento foi realizado por enfermeira

capacitada. Assim sendo, os riscos para os sujeitos da pesquisa foram infimos.

Beneficiosindividuais: a colonizagdo nasal por S. aureus e um fenémeno comum
e ndo acarreta em si riscos significativos aos pacientes. Procedimentos de
descoloniza¢do ndo sdo indicados para esse grupo. No entanto, individuos

colonizados que apresentem infec¢des de repeticdo em pele (ou outros sitios)
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podem beneficiar-se da descoloniza¢do.”® Sujeitos nessas condicdes foram
submetidos a descolonizagdo com Mupirocina nasal (duas vezes ao dia por cinco
dias). Embora o beneficio da descolonizacdo para carreadores de CA-MRSA nao
. 71 - . . . .
esteja claro,”” esse procedimento foi também oferecido para sujeitos

classificados nesse grupo.

Beneficios indiretos: Este estudo teve grande importincia para o mapeamento
dos carreadores de S aureus na comunidade. Além disso, a identificacdo de
individuos colonizados por MRSA pode embasar estratégias preventivas e ter

potencial implicag@o sobre protocolos terapéuticos.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

1. Prevaléncia encontrada de S.aureus e MRSA na populacio geral do estudo

Ao todo, foram realizados 686 Swabs nasais. S aureus ¢ MRSA foram
identificados em 32,7% (IC95%=29,2%-36,2%) ¢ 0,9% (1C95%=0,4%-1,8%),

respectivamente (Figura 1) .

Figural: Prevaléncia de colonizacdo nasal de Saureus e MRSA na populgao estudada.

1.2 Prevaléncia de MRSA nos contactantes

Foram avaliados 15 contactantes de sujeitos positivos para MRSA e encontrados
dois colonizados por esse agente. A prevaléncia entre esses contactantes foi, portanto,
de 13,3% (1C95%=2,3-35,5). Em relagdo a populagdo geral do estudo, esse resultado foi

significantemente superior: RR=15,24 (1C95%=3,34-69,44; p=0,02).
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2. Fatores de risco para coloniza¢ido nasal por S. aureus e MRSA

Os fatores de risco para colonizacdo nasal por S aureus e MRSA identificados
em analise univariada sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. Na analise multivariada, a
histéria de infeccdo de pele recente e o género masculino foram fatores de risco para
colonizacdo de S aureus. Por outro lado, as idades dos sujeitos foram um fator de
protecdo. A andlise multivariada mostrou que a colonizagdo de MRSA se associava
positivamente a presenca de infeccdo de pele recente. O resultado dos modelos

multivariados finais sdo mostrados na Tabela 3.

3. Avaliagio da atividade de drogas antimicrobianas “in vitro”- Técnica da

difusio da droga

Para avaliacdo da resisténcia a Meticilina, foram testadas para as 224 amostras
de S aureus o teste de suscetibilidade obtido através da técnica de disco- difusdo e as
drogas empregadas foram: Oxacilina (1 ug) e Cefoxitina (30 ug). As medidas dos halos
de inibi¢do para andlise do perfil de resisténcia sdo: > a 22 mm ¢ sensivel e para ser
resistente apresenta halo < 21 mm para o disco de Cefoxitima e para o disco de
Oxacilina >12 mm sensivel e <10 mm resistente, critérios recomendados pelo CLSI"’.

Dentre os sujeitos (e contactantes) identificados como portadores de MRSA
pelos testes moleculares (ver adiante), as amostras 103,106, 251, 341 foram sensiveis a
Oxacilina e os isolados 610 e¢ 661 foram resistentes. Para Cefoxitina as amostra 103,

106, 251, 610 e 661 foram resistentes e o isolado 341 foi sensivel. A amostra 341 que

apresentou-se sensivel aos discos de antibidticos, no teste genotipico apresentou o gene
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mecA . O contactante do 251 demonstrou resisténcia aos dois antibidticos ja o 610
contactante apresentou-se sensivel a Cefoxitina e resistente a Oxacilina. (Quadro 4).
Quadro 4. Resultados dos testes fenotipicos para resisténcia a oxacilina e

cefoxitina (medidas dos halos dos testes de difusdo em disco).

Amostras MRSA Disco - Oxacilina Disco - Cefoxitina
103 19 mm 11 mm
106 16 mm 13 mm
251 14 mm 13 mm
25-C* 0 mm 13 mm
341 15 mm 26 mm
610 6 mm 15 mm
610-C* 15 mm 18 mm
661 0 mm 12 mm

C*= Contactantes

3.1 Deteccio do gene mecA de resisténcia para meticilina

Das 686 isolados foram encontradas 223 amostras de S aureus e dessas 06
amostras foram encontrados a presenga do gene MeCA e em mais dois contactantes que

sdo mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com SYBR® Safe)
evidenciando amostras de S aureus, mecA positivas, po¢os 1 a 8, sendo7 e 8
contactantes, controle positivo (S aureus ATCC 33591) poco 9 e controle
negativo (S aureus ATCC 25923) poco 10.

3.2 Determinacio do tipo de SCCmec

Das 223 amostras identificadas como S aureus de colonizac¢do nasal todos os 06
isolados identificados como MRSA apresentaram SCCmec tipo IV, como sdo

mostrados na Figura 3.

Figura 3 : Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com SYBR® Safe)  evidenciando
produtos amplificados do SCCmec em S aureus. Cepas controle, [*: COL, ITI*: PER34, III*:
ANS546, IV*: MW?2 .Todas apresentaram SCCmec Tipo IV
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3.3 Identificacio clonal dos MRSA

Foi realizado PFGE das 06 amostras de MRSA e dos dois contactantes para
identificacdo clonal. Identificamos dois clusters domiciliares com 100% de similaridade
das amostras 610 e 610 contactante e das amostras 251 e seu contactante. Encontramos
um cluter em um mesmo setor censitario com similaridade de 100% das amostras 103 e
106. Com excec¢do da amostra 341 que se agrupou com um clone controle EMRSA15
disseminado mundialmente, as demais amostras se agruparam por apresentarem mais de
80% de similaridade, formando um Unico agrupamento clonal, conforme sdo

demonstrados na Figura 4.

3.4 Tipagem molecular de MRSA por MLST

Dos 06 isolados de MRSA, as amostras 103,106, 251 e seu contactante € 661
apresentaram o tipo sequencial STS5 e os isolados 341, 610 e seu contactante expuseram

tipo sequencial ST 1176. Ambos os sequenciamento da linhagem CCS5. (Figura 4).
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Tabela 1. Resultados de andlise univariada de fatores de risco para colonizagao nasal

de Staphylococcus aureus nos sujeitos da pesquisa.

Fatores de Risco

Casos (n=224)

Controles (n=457)

OR (1C95%)

Dados demogrdficos

Género Masculino 119 (53,3) 185 (40,0) 1,70 (1,23-2,34)  0,001*
Idade (Média, Variagdo) 28,1 (1-90) 36,3 (1-87) <0,001*
Estudante 94 (42,0) 130 (28,2) 1,84 (1,32-2,57) <0,001*
Escolaridade inferior a "Fundamental

Completo" 106 (47,3) 187 (41,3) 1,23 (0,93-1,76) 0,13
Trabalha 74 (33,0) 178 (38,5) 0,79 (0,56-1,10) 0,16
Renda familiar (mediana, variacdo/Reais) 1.600 (400-12.000) 1.500 (350-16.000) 0,92
Frequenta creche 16 (7,1) 22 (4,8) 1,84 (0,79-2,99)  0,02*
Servigo militar 0(0,0) 1(0,2) 0,0(...) 1,00
Cadeia ou presidio 0(0,0) 1(0,2) 0,0(...) 1,00
Casa de repouso 1(0,4) 1(0,2) 2,07 (0,13-33,20) 0,55
Comportamento

Tabagismo 20 (8,9) 56 (12,3) 0,71 (0,42-1,22) 0,21
Etilismo 30 (13,4) 64 (13,9) 0,96 (0,60-1,53) 0,87
Drogas inalatérias 0 1(0,2) 0,0(...) 1,00
Drogas endovenosas 0(0,0) 2(0,4) 0,0(...) 1,00
Pratica de esportes 61 (27,2) 86 (18,6) 1,64 (1,12-2,38) 0,01*
Uso de brincos 76 (33,9) 206 (44,6) 0,64 (0,46-0,89) 0,008*
Piercing 7(3,1) 24 (5,2) 0,59 (0,25-1,38) 0,22
Tatuagem 18 (8,0) 47 (10,2) 0,77 (0,44-1,36) 0,37
Comorbidades e outras informagdes de

saude

Doenca cardiaca 5(2,2) 15 (3,2)

Doenga pulmonar 14 (6,3) 17 (3,7) 1,75 (0,84-3,61) 0,13
Doenca renal 0(0,0) 3(0,6) 0,0(...) 0,23
Doenga do Sistema Nervoso Central 5(2,2) 13 (2,8) 0,79 (0,28-2,24) 0,66
Diabetes mellitus 4(1,8) 13 (2,8) 0,35 (0,12-0,95) 0,04*
Neoplasia 2(0,4) 5(1,1) 0,83 (0,16-3,30) 1,0
Ulcera de decubito 2(0,4) 9(1,9) 0,45 (0,10-2,12) 1,0
Infeccdo de pele recente 25(11,2) 27 (5,8) 2,02 (1,15-3,56) 0,01
Pneumonia recente 3(1,3) 11 (2,4) 0,56 (0,15-2,02) 0,57
Uso recente de antimicrobianos 56 (25,0) 93(20,1) 1,32 (0,91-1,93) 0,15
Uso recente de esterdides 4(1,8) 6(1,3) 1,38 (0,39-4,95) 0,74
Internagdo recente 14 (6,3) 20 (4,3) 1,47 (0,73-2,97) 0,28
Cirurgia recente 8(3,6) 13 (2,8) 1,28 (0,52-3,13) 0,59

Dados em numero (%), exceto quando especificado.

Confianga.*Dados estatisticamente significantes.

OR, Odds Ratio; IC Intervalo de
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Tabela 2. Resultados de analise univariada de fatores de risco para colonizagdo nasal por

MRSA nos sujeitos da pesquisa.

Fatores de Risco Casos (n=6) Controles (n=680) OR (IC95%)
Dados demogrdficos
Género Masculino 3(50,0) 301 (44,3) 1,26 (0,25-6,27) 1,00
Idade (Média, Variagdo) 43,7 (20-56) 33,3 (1-90) 0,26
Estudante 1(16,7) 226 (32,9) 0,41 (0,05-3,51) 0,67
Escolaridade inferior a "Fundamental
Completo" 1(16,7) 312 (45,9) 0,25 (0,01-1,81) 0,34
Trabalha 4 (66,7) 248 (36,5) 3,48 (0,63-19,11) 0,2
Renda familiar (mediana, variagdo/Reais) 600-5.000 350-16.000 0,98
Frequenta creche 0(0,0) 38 (5,6) 0,0(...) 1,00
Servigo militar 0(0,0) 1(0,1) 0,0(...) 1,00
Cadeia ou presidio 0(0,0) 1(0,1) 0,0(...) 1,00
Casa de repouso 0(0,0) 2(0,3) 0,0 (...) 1,00
Comportamento
Tabagismo 0(0,0) 76 (11,2) 0,0(...) 1,00
Etilismo 0(0,0) 94 (13,8) 0,0 (... 1,00
Drogas inalatdrias 0(0,0) 1(0,1) 0,0(...) 1,00
Drogas endovenosas 0(0,0) 2(0,3) 0,0(...) 1,00
Pratica de esportes
Uso de brincos 0(0,0) 281 (41,4) 0,0 (...) 0,09
"Piercing" 0(0,0) 31 (4,6) 0,0 (... 1,00
Tatuagem 0(0,0) 65 (9,6) 0,0(...) 1,00
Comorbidades e outras informacgées de
saude
Doenca cardiaca 0(0,0) 20(2,9) 0,0(...) 1,00
Doenga pumonar 1(16,7) 29 (4,3) 4,48 (0,51-3,62) 0,24
Doenca renal 0(0,0) 3(0,4) 0,0(...) 1,00
Doenga do Sistema Nervoso Central 0(0,0) 18 (2,7) 0,0(...) 1,00
Diabetes mellitus 0(0,0) 27 (4,0) 0,0 (...) 1,00
Neoplasia 0(0,0) 11 (1,6) 0,0(...) 1,00
Ulcera crénica 0(0,0) 1(0,1) 0,0(...) 1,00
Infeccdo de pele recente 2 (33,3) 50 (7,4) 6,25 (0,78-36,12) 0,07
Pneumonia recente 0(0,0) 14 (2,1) 0,0 (...) 1,00
Uso recente de antimicrobianos 2 (33,3) 147 (21,6) 1,81 (0,33-10,00) 0,62
Uso recente de esterdides 0(0,0) 10 (1,5) 0,0(...) 1,00
Internagdo recente 0(0,0) 34 (5,0) 0,0(...) 1,00
Cirurgia recente 0(0,0) 21(3,1) 0,0(...) 1,00

Dados em numero (%), exceto quando especificado. OR, Odds Ratio; IC Intervalo de
Confianga.
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Tabela 3. Resultado de andlise multivariada de fatores de risco para colonizagdo nasal

Staphylococcus aureus ¢ MRSA nos sujeitos da pesquisa.

Fatores de risco OR (1C95%) p
Saphylococcus aureus
Género masculino 1,57 (1,13-2,15) 0,008
Idade 0,98 (0,97-0,99) <0,001
Infeccdo de pele recente 1,97 (1,09-3,54) 0,02
MRSA
Infeccdo de pele recente 9,64 (1,60-57,97) 0,01

MRSA Meticilin-resistant Staphylococcus aureus (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina).OR,0dds Ratio; IC, Intervalo de Confianga.
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DISCUSSAO

A emergéncia de linhagens Staphylococcus aureus resistente a meticilina de
origem comunitaria (CA-MRSA) pds em foco as lacunas no conhecimento de
reservatdrios populacionais e da dindmica de transmissdo desse agente em diferentes
comunidades ou populacdo sadias. Essas lacunas sdo mais extensas nos paises em
desenvolvimento. No Brasil, at¢ o momento nido foram descritos resultados de

inquéritos de base populacional sobre carreamento de S aureuse MRSA.

Nosso trabalho visa preencher esse espago, fornecendo dados para embasar
condutas clinicas e em satde publica. Nesse sentido, os resultados tem impressionante
semelhanga com os reportados no inquérito norte-americano do NHANES.***47 Qs
resultados apresentados por esse inquérito de prevaléncia de carreamento foi de 32,4%
para S aureus e 0,8% para MRSA, e os nossos achados de prevaléncia de carreamento

de S aureus foi de 32,7 % e 0,9 % para MRSA.

Pesquisando varios estudos sobre colonizagdo nasal por S aureus e MRSA em
outras regides do mundo, verificamos que, embora tenham focado em colonizagdo
nasal, a grande maioria refere-se a pacientes internados ou grupos especiais, como
profissionais de saude, académicos de enfermagem, de medicina, atletas e trabalhos
analisando carreamento na admissdo hospitalar, ou seja, grupos especificos. Poucos

inquéritos de base populacional sdo relatados.

Goudn et al.” realizaram um estudo em Bangalore no Sul da India de base-
populacional em 1000 voluntarios de diferentes estratos socioecondmicos e faixas
etarias. Nesse estudo, encontraram na classe social mais elevada carreamento nasal de

61 % Saureus e 18,8% MRSA, classe média 29% de S aureus e 12,5% para MRSA e
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para classe mais baixa 32% S aureus e 17,7% para MRSA. As prevaléncias
encontradas nesse inquérito das classes sociais média e baixa apresentam uma
semelhanca aos nossos resultados de carreamento de S aureus em geral. No entanto, a
alta prevaléncia de MRSA relatada por aqueles autores ¢ um fendmeno impressionante.

Ressalte-se que o estudo ndo explica como foram selecionados os sujeitos de pesquisa.

Um estudo de base-populacional realizado no estado de Queensland, na
Austréalia, Munckhof et al.”® encontraram em 396 voluntarios na popula¢io adulta de
dois suburbios da cidade de Brisbane e mais 303 selecionados aleatoriamente do
cartério eleitoral desse mesmo local, uma prevaléncia de 28% de S aureus em
carreamento nasal e 0,7% para MRSA, outro resultado que corrobora com 0s nossos

achados de prevaléncia de MRSA.

Malik et al.”” analisaram 490 voluntarios de um prédio publico ¢ uma creche em
Nova Orleans, EUA. Foram coletadas amostras nasais de 259 voluntarios de ambos,

onde houve prevaléncia de 1% de MRSA.

Nguyen et al.”® relatam a eclosio de MRSA associados & comunidade de um
time de futebol universitario na cidade de Atlanta, EUA onde foram obtidos 99 culturas
nasais dos seus membros 26% colonizados com Saureus e oito 8% era MRSA.
Demonstrando uma prevaléncia que condiz ao nosso trabalho a relagdo de Saureus
encontrado, mesmo apresentando uma diferenca nos valores de MRSA. Hamdan-
Partida et al.*> analisando a caracterizagdo e persisténcia de isolados de carreamento
nasal e garganta de voluntirios de uma comunidade do México, encontraram
165(22.2%), de 1234 voluntérios, colonizados por S aureus. Em MRSA, 106(8,6%)
do mesmo grupo de voluntirios. Du et al.”’ coletaram amostras nasais de 935

voluntarios do campus de uma faculdade de Medicina em Wenzhau, Sudeste da China ,
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acharam prevaléncia de 144(15,4%) para Saureus e para MRSA 28(3%). Jerningan et
al.®” realizaram cultura nasal de 973 pacientes nas primeiras 48 horas de admissdo,
obtiveram, uma prevaléncia de 205(21%) S aureus e 26 (2,7%) MRSA. As pesquisas
citadas neste pardgrafo selecionaram de forma variadas a populacdo de estudo.
Nenhuma delas utilizou amostragem de base populacional. Dessa forma, vieses de

selecdo podem explicar a prevaléncia mais elevada de MRSA.

Esses dados indicam que a colonizacdo por MRSA varia significantemente,
mesmo dentro de populagdes em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Faz-se
necessario detectar e monitorar essas cepas na comunidade, e no hospital, para melhor

entendimento da epidemiologia e do controle dessa disseminacéo.

Como ressaltamos anteriormente, os relatos de CA-MRSA no Brasil sio
escassos, e principalmente representados por relatos de casos clinicos de infec¢do por

esse agente.

Em nosso estudo foram encontrados seis carreadores com CA-MRSA todos
SCCmec tipo IV. Nenhum havia tido contato com servigo de satde. De acordo com a
literatura hé relacdo entre carreamento de MRSA e infec¢des de pele e tecidos moles,
sustentando nossos achados. Ressalte-se que dois dos carreadores CA-MRSA relatavam
infeccdes de pele — um fator de risco independente para colonizacdo na nossa andlise
multivariada. Vale salientar que um dos sujeitos da nossa pesquisa colonizado com CA-
MRSA tipo IV, apresentava uma ferida de pele no momento em que coletamos seu
Svab nasal, e realizamos também o Swab da mesma. Encontramos 100% de
similaridade entre as cepas (Figura 4), simultaneidade entre a colonizacio e infeccao.

Pereira et al.*' estudaram isolados de feridas de pacientes atendidos em unidades

basicas de sauide da cidade de Botucatu, encontraram, CA-MRSA carreador de SCCmec
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tipo IV. De forma similar, Bonesso et al.** realizaram culturas em lesdes de pele de
pacientes do Servi¢o de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Botucatu, também com achado de MRSA com SCCmec IV.

Ribeiro et al.®?

em 2005 relataram os primeiros casos no Brasil de infec¢do por
CA-MRSA. Eram dois pacientes procedentes da comunidade com infecgdes associadas

a pele e tecidos moles, incluindo furinculo e um outro com artrite séptica. Nenhum dos

trés apresentava critério para aquisi¢do do MRSA em servicos de saude.

O primeiro caso brasileiro de endocardite causada por CA-MRSA foi descrito
em 2008 por Fortes et al.** Tratava-se de um paciente de 27 anos, previamente saudavel
com historia de ferida de pele. Esse isolado foi caracterizado como SCCmec tipo 1V.
Rozenbaum at al.*’ relataram um caso clinico de uma criang¢a de 10 anos com choque
séptico com CA-MRSA, admitida em uma UTI pedidtrica no hospital geral do Rio de
janeiro. Um caso de pneumonia necrotizante em um hospital escola na cidade de Sao Paulo foi
descrito por Azevedo et al.*® Neste, houve coleta de hemocultura em menos de 48 horas de
admissdo hospitalar. A paciente era previamente higida quando iniciou o processo infeccioso. O
Isolado foi caracterizado como CA-MRSA tipo IV.

Esses relatos de caso confirmam a disseminacdo de CA-MRSA em nosso pais e
evidenciam a wurgéncia de haver inquérito de base populacional para melhor
entendermos sua disseminacdo. Faz-se necessario resaltar que a presenca de MRSA
adquirido na comunidade traz dilemas para intervengdes preventivas e terapéuticas,
embora a apresentacdo clinica inicial possa ndo diferir de outras infec¢des causada por
estafilococos®.

Um inquérito baseado em coleta de swabs nasais de pacientes em um Pronto
Socorro na cidade de Brasilia foi realizada por Ribeiro et al.*’ Os autores encontraram

uma prevaléncia de 0,7% de carreamento de MRSA em 600 sujeitos incluidos. Em
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somente um caso havia auséncia de contato prévio com servigos de saude, preenchendo-

se, portanto os critérios epidemioldgicos definidores de CA-MRSA.

A colonizagdo nasal de académicos de medicina de uma universidade em Sao

1%, Estes obtiveram, em 240 alunos, 19,6% de

Paulo foi estudada por Neves et a
prevaléncia de S aureus e 10,8% de MRSA. Silva et a1.89, em um trabalho no estado
de Pernambuco referente a colonizacdo nasal de profissionais de satide de unidades
criticas de um hospital escola, evidenciou prevaléncia de 50 % de carreamento de
Saureus em técnicos de laboratorios e fisioterapeutas. Para o MRSA, a prevaléncia era

de 3,3%. Naturalmente, os profissionais da satide ndo sdo sujeitos representativos da

comunidade em geral, j& que podem adquirir a colonizagdo no ambiente de trabalho.

Santos et al.”’ realizaram um estudo prospectivo para identificar a prevaléncia de
MRSA em colonizagdo nasal em pacientes internados em um hospital em Porto Alegre.
No momento da admissio, hacvia colonizagdo em 6,1% dos pacientes adultos e 2,3% no

grupo infantil.

Esses trabalhos enfocam uma variedade de populagdes-alvo e resultados. Mas
todas apontam para prevaléncia relevante de coloniza¢do por MRSA. Uma vez que esta
¢ um importante fator de risco para infec¢des, pode-se inferir uma tendéncia a
incidéncia crescente de quadros infecciosos por cepas de MRSA — o que evidencia sua

importancia em termos de satide publica.*

Na andlise multivariada de nosso estudo, identificamos algumas caracteristicas
associadas ao maior risco de colonizag¢do por S aureus: género masculino e infec¢io de
pele recente. Outro achado interessante foi a idade ser inversamente associada a
prevaléncia dessa colonizagdo. Gorwtiz et al.>® j4 haviam relatado que a presenga desse

patégeno na mucosa nasal dos homens ¢ mais frequente que em mulheres (p=0,01) - o
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que sugere que o gé€nero ¢ relevante para colonizagdo. Também demonstraram que
portadores com menos de 20 anos de idade sdo colonizados com mais frequéncia,

achado coerente nossos resultados.

Nesse mesmo contexto, Mertz et al.”' mostraram que colonizagdo com S. aureus
diminui a medida que as pessoas envelhecem. Esse alto risco em pessoas mais jovens €
frequentemente relatado”.

Um estudo realizado em soldados do Exército dos EUA, para avaliar a
prevaléncia de colonizagdo nasal identificou as infecgdes de pele recentes como um
fator de risco para aquisi¢io de S. aureus e MRSA”. Achado semelhante foi referido
em pesquisa realizada em Atlanta, EUA. Nesta, aproximadamente dois tercos das
infecgdes causada por CA-MRSA estavam associadas a infec¢des de pele recente.”
Tais achados fazem eco ao nosso estudo — no qual, apesar da pequena casuistica de
carreadores de MRSA, foi possivel identificar esse fator de risco. Fica portanto evidente
a importancia dessas infec¢cdes como fator preditor para aquisicdo de MRSA.

Em nossa andlise fenotipica para identificacdo do perfil de resisténcias das
amostras de S aureus, utilizamos o teste de suscetibilidade obtido através da técnica de
disco-difusdo. Obtivemos uma resisténcia maior para Cefoxitina em relacdo a Oxacilina.

O padrao de resisténcias dos microrganismos isolados na comunidade reflete a
frequéncia com que os antibiodticos sdo utilizados na pratica clinica, tornando-se uma
preocupacdo para saide publica. Cepas de Saureus sensiveis a Penicilina e Ampicilina
sdo raras, tornando assim Oxacilina a droga de escolha. Atualmente cepas de MRSA ja
apresentam percentual de resisténcia variando de 80% a 100% em hospitais,
principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Frente a isso, infec¢des por

MRSA vém sendo tratada com glicopeptideos como a Vancomicina. Um efeito indireto
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do uso aumentado dos glicopeptideos ¢ a temida emergéncia de isolados com resisténcia

. e, 1
parcial ou completa a essa classe de antibioticos'.

Em nosso estudo dos contactantes encontramos uma prevaléncia de 13,3%
(2/15) de carreamento para MRSA, que possuem um pouco mais de 15 vezes mais
chances de adquirir MRSA em relacdo a populagdo geral do estudo. Além disso,
observou-se a presen¢a de disseminac¢do intradomiciliar de um mesmo clone de MRSA
tipo IV, visto que tanto os sujeitos quanto os contactantes apresentavam colonizagio por

1solados com mais de 89,3% de similaridade.

Um estudo realizado no Alasca, EUA, por Stevens et al.94, demonstrou que a
presenca de carreadores de MRSA entre membros da familia aumenta o risco para
infec¢des de pele entre os ndo carreadores desse agente. Mais uma vez, a literatura faz
eco a nossos achados, que evidenciam a importancia da disseminag@o intradomiciliar.
Cabe ressaltar que essa informagdo pode ser util para educagdo de pessoas identificadas
como carreadoras de MRSA, para reforgcar o valor das praticas de higienizacdo das
maos, controle de fomites e outras medidas que tém sido recomendadas para evitar a

disseminag¢do desse patogeno dentro dos domicilios.

A epidemiologia molecular de S aureus tem sido abordada por algumas
técnicas, entre elas o MLST, que € um método essencial para determinar a origem dos
isolados. Nessa andlise, as determinagdes dos alelos de 07 genes constitutivos permitem
a classificacdo em tipos sequenciais (Sequence Types - ST) que definem a origem
evolutiva dos isolados e permitem o agrupamento dos STs relacionados em Complexos
Clonais (CCs)”. Intimeros CCs ja foram identificadas’’. Os CCs mais frequentes entre

os isolados de MRSA pertencem a 06 linhagens: CC1, CC5, CC22, CC30 e CC45°®
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Das amostras isoladas em nosso inquérito, duas de sujeitos primarios € uma de
contactante foram caracterizadas como pertencentes ao clone ST1176. Os demais
sujeitos e contactantes carreavam MRSA do clone ST5. Ambos os clones pertencem ao
CC5. Ressalte-se que o ST1176 foi descrito por Carmo et al. em hemoculturas coletadas
no Municipio de Sdo Paulo.” O fato de ser este clone identificado em cidades com
caracteristicas distintas (S3o Paulo e Botucatu) sugere ampla disseminacdo do clone no
Estado de Sdo Paulo. E digno de nota que o CC5 agrupa diversos clones pandémicos de

CA-MRSA.

Gardella et al. demonstraram a predominancia de ST5 em 69 isolados de
pacientes sem histdria de colonizagdo e com menos de 48 horas de admissdo de seis
centros de saude das regides leste e nordeste da Argentina. Esta predominancia de
isolados CA-MRSA STS5 entre pacientes em diferentes areas geograficas sugere que esta
cepa pode ter caracteristicas genéticas que facilitem a disseminagdo na comunidade. De
fato, ST5 é um das principais linhagens epidémicas mundiais®.

Quando nosso isolados foram tipados pela técnica de PFGE, foi possivel
identificar um agrupamento clonal bem disseminado com mais de 80% de similaridade.
Uma das amostras (341) agrupou-se com 80% de similaridade com um clone descrito

mundialmente, o EMRSA15.

Nosso estudo faz coro a literatura em apontar a disseminagdo de clones de
MRSA na comunidade. Ainda que estes sejam minoritarios entre as cepas de S aureus
que colonizam pessoas assintomadticas, sua presenca ndo deve ser negligenciada. Ela
deve ser levada em consideragdo no momento de decidir a terapia inicial de infecc¢des

presumivelmente estafilococcicas — embora ndo fique claro em que momento devemos
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abandonar os beta-lactimicos em favor dos glicopeptideos ou outras classes com
atividade contra CA-MRSA.

Talvez, no futuro, a definicdo de isolados de MRSA como comunitarios nao seja
uma prioridade. A incorporagdo a rotina de técnicas moleculares que permitam rapido
diagndstico etiologico e — concomitantemente — informagdes sobre perfil de resisténcia
e viruléncia podera ter um impacto significativo sobre o prognostico de infecgdes.

Até que isso seja possivel, os estudos epidemioldgicos sdo essenciais para
fornecer informagdes que subsidiem a¢des de prevengdo e controle — assim como para

delineamento de diretrizes terapéuticas.
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CONCLUSAO

A prevaléncia da colonizagdo por Staphylococcus aureus na populagdo de
Botucatu foi de 32,7%. Isolados resistentes a meticilina (MRSA) colonizavam
0,9% dessa mesma populacdo. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados

em inquéritos de base populacional realizados nos Estados Unidos (NHANES).

Entre os fatores de risco para colonizacdo por Saureus, foram identificados o
género masculino e a histdria de infec¢do recente de pele. Por outro lado, a idade

dos sujeitos foi inversamente proporcional a prevaléncia dessa colonizagio.

Ao todo, seis sujeitos da pesquisa eram colonizados por MRSA. Todos os
isolados eram carreadores do cassete cromossomico SCCmec do tipo 1V,
caracteristicamente associado a cepas de origem comunitdria. Apesar do
pequeno numero de casos, a analise multivariada identificou infec¢do de pele

como fator de risco independente para colonizag@o por esse agente.

A andlise molecular dos isolados de MRSA permitiu identificacdo de dois clones
circulando no Municipio, ST5 e ST1176. Ambos pertencem ao Complexo
Clonal 5, que agrupa grande parte das cepas pandémicas. Deve-se ressaltar que o

ST1176 foi descrito em isolados clinicos do municipio de Sdo Paulo.

Dois sujeitos da pesquisa apresentavam contactantes domiciliares colonizados
por MRSA do mesmo clone. Além disso, a maior parte dos isolados pertencem
ao clone STS e dois sujeitos moradores da mesma regido apresentam cepas com
100% de similaridade em Pulsed Field Gel Electrophoresis. Em conjunto, esses

achados apontam para a existéncia de agrupamentos domiciliares e regionais.
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Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE): a ser assinado em
duas vias, uma para o sujeito e outra para o pesquisador.

I - TCLE para adultos.

Vocé estd sendo convidado a colaborar com o projeto de pesquisa chamado
“Carreamento nasal de Saphylococcus aureus na populagdo de Botucatu, Sdo Paulo:
prevaléncia, fatores de risco, resisténcia a antimicrobianos e epidemiologia molecular.”
Leia atentamente o texto abaixo e fagca qualquer pergunta que achar necessario.

Texto:

Vérias pessoas carregam no nariz uma bactéria chamada “estafilococo”.
Normalmente, essa bactéria ndo causa nenhum mal. Mas algumas tém um
“estafilococo” diferente, que ¢ resistente a varios antibidticos. Essas pessoas tém maior
risco de adquirir infec¢des de pele, pneumonias e outras. O objetivo da nossa pesquisa ¢
identificar as pessoas que carregam o ‘“estafilococo”, principalmente em sua forma
resistente. Para isso, precisamos colher secre¢cdo das sua mucosa nasal e realizar
exames. A coleta da secre¢do se faz introduzindo uma espécie de “cotonete” em cada
narina. Isso ¢ feito de forma suave e ndo causa dor.

Na secrecdo colhida, serdo feitos exames para identificar se o “estafilococo” esta
presente e se ele ¢ da forma resistente. Também serao realizados exames para identificar
a tendéncia dessa bactéria de causar doenca. Vocé€ ficara sabendo do resultado
pessoalmente através dos pesquisadores, que voltardo a visitar sua casa. Caso vocé
tenha o “estafilococo” resistente ou venha apresentando varias infec¢des de pele, serd
encaminhado para atendimento no Hospital das Clinicas da Unesp. L4, nds
forneceremos uma “pomada” nasal e um sabao liquido com antisséptico para eliminagdo
do “estafilococo”. Além disso, participando da pesquisa, vocé ira colaborar com o
conhecimento sobre essa bactéria, possibilitando medidas de prevengdo e tratamento de
infecgdes.

Precisaremos também que vocé responda a um questionario com informacdes
pessoais, que serd aplicado pelo pesquisador. Vocé levara cerca de 10 minutos para
responder a esse questionario. Caso vocé tenha sido internado no hospital das clinicas
da UNESP no ultimo ano, solicitamos sua autorizacdo para coletar dados do seu
prontuario.

E importante vocé saber que em nenhum momento sera divulgado seu nome ou
qualquer informacdo que permita sua identificacdo. Além disso, vocé podera retirar sua
participacdo da pesquisa quando quiser, bastando para isso entrar em contato com um
dos pesquisadores, e, se ndo se sentir atendido, com a Chefe do Departamento de
Doengas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu. Quaisquer outras davidas
podem ser esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu (Fone: 14-3811 6143).
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Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficard com vocé
e a outra com os pesquisadores do projeto.

Declaro que li o texto acima e concordo em participar do projeto de pesquisa.

Ass.: Nome:

Pesquisadores:

Fabiana Venegas Pires — Fone: (14) 9151 1577

Carlos Magno C. B. Fortaleza — Fone (14) 9601 0996
Departamento de Doengas Tropicais e Diagnostico por Imagem
Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito de Rubido Junior, S/N - Anexo vermelho — 3° Andar.
Fone: (14) 3811 6212

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu Fone: (14)
3811 6143
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IT — TCLE para menores de 18 anos.

Estamos convidando seu[sua] filho[a] (ou dependente legal) a participar do
projeto de pesquisa chamado “Carreamento nasal de Saphylococcus aureus na
populagdo de Botucatu, S3do Paulo: prevaléncia, fatores de risco, resisténcia a
antimicrobianos e epidemiologia molecular.” Leia atentamente o texto abaixo e faga
qualquer pergunta que achar necessario.

Texto:

Vérias pessoas carregam no nariz uma bactéria chamada “estafilococo”.
Normalmente, essa bactéria ndo causa nenhum mal. Mas algumas tém um
“estafilococo” diferente, que € resistente a varios antibidticos. Essas pessoas tém maior
risco de adquirir infec¢des de pele, pneumonias e outras. O objetivo da nossa pesquisa ¢
identificar as pessoas que carregam o “estafilococo”, principalmente em sua forma
resistente. Para isso, precisamos colher secrecdo da mucosa nasal do[a] seu[sua] filho[a]
(ou dependente) e realizar exames. A coleta da secre¢do se faz introduzindo uma
espécie de “cotonete” em cada narina. Isso € feito de forma suave e ndo causa dor.

Na secrec¢do colhida, serdo feitos exames para identificar se o “estafilococo” esta
presente e se ele ¢ da forma resistente. Também serdo realizados exames para identificar
a tendéncia dessa bactéria de causar doenca. Vocé€ ficara sabendo do resultado
pessoalmente através dos pesquisadores, que voltardo a visitar sua casa. Caso seu[sua]
filho[a] (ou dependente) tenha o “estafilococo” resistente ou venha apresentando varias
infeccdes de pele, sera encaminhado para atendimento no Hospital das Clinicas da
Unesp. L4, nos forneceremos uma “pomada” nasal e um sabao liquido com antisséptico
para elimina¢do do “estafilococo”. Além disso, participando da pesquisa, vocé ird
colaborar com o conhecimento sobre essa bactéria, possibilitando medidas de preven¢ao
e tratamento de infecgdes.

Precisaremos também que vocé responda a um questionario de informagdes
sobre seu[sua] filho[a] ou dependente, que serd aplicado pelo pesquisador. Vocé levara
cerca de 10 minutos para responder ao questiondrio. Caso seu filho [sua filha] ou
dependente tenha sido internado no hospital das clinicas da UNESP no ultimo ano,
solicitamos sua autorizagdo para coletar dados do prontuério.

E importante vocé saber que em nenhum momento sera divulgado seu nome ou
de seu filho (ou dependente), e nem qualquer informagdo que permita sua identificacdo.
Além disso, vocé podera retirar a participagdo do[a] seu[sua] filho[a] (ou dependente)
da pesquisa quando quiser, bastando para isso entrar em contato com um dos
pesquisadores, e, se ndo se sentir atendido, com a Chefe do Departamento de Doencas
Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu. Quaisquer outras dividas podem ser
esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu (Fone: 14-3811 6143).
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Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficard com vocé
e a outra com os pesquisadores do projeto.

Declaro que 1i e estou de acordo com a participagdo do meu filho [da minha
filha] (e/ou dependente) no projeto de pesquisa.

Ass.: Nome:

Assinatura do[a] menor (se tiver 12 anos ou mais):
Declaro que li o texto acima e concordo em participar do projeto de pesquisa.

Ass.: Nome:

Pesquisadores:

Fabiana Venegas Pires — Fone: (14) 9151 1577

Carlos Magno C. B. Fortaleza — Fone (14) 9601 0996
Departamento de Doencgas Tropicais e Diagndstico por Imagem
Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito de Rubido Junior, S/N - Anexo vermelho — 3° Andar.

Fone: (14) 3811 6212

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu Fone: (14)
3811 6143
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Anexo 2 — Questionario a ser aplicado aos sujeitos da pesquisa no momento
da coleta dos swabs.

Dados gerais:

Nome: Data Nascimento: / /
Idade: Género: __ Profissdo:
Escolaridade: Renda familiar aproximada:

Se estudante (inclusive universitario):

Escola: Turno: Pablica? ( )S ( )N
Se trabalha:

Local de trabalho:

Cargo ou Fungao: Regime (h/semana):  Turno:
Esportes:

Pratica esportes? ( ) S ( )N Qual(is)?:

Com que freqiiéncia:

Uso de adornos:

() Brincos. Ha quanto tempo

() Piercings. Local: . H& quanto tempo:
() Tatuagem. Local: . Ha quanto tempo:
() Outros: . H4 quanto tempo

Tem alguma dessas doencas:

) Doenga cardiaca. Qual?

) Doenga pulmonar. Qual?

) Doenga renal. Qual?

) Doenca hepatica. Qual?

) Doencga neurologica. Qual?

) Diabetes mellitus. Usa insulina? ( ) S ( ) N.

) Neoplasia. Qual?

) Aids.

) Ulceras cronicas. Onde?

~ NN NN AN AN NN~

) Outra(s) doenca(s) cronica(s):
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No ultimo ano, apresentou:

() Infecgdes de pele. H4 quanto tempo?

() Pneumonia. Ha quanto tempo?

() Outra infecg¢do. Qual? . H4 quanto tempo?

Uso de medicac¢io no ultimo ano:

() Antibidtico(s). Qual(is)? . Quando?

() Esterdide. Qual? . Quando?

() Outra(s) medicagao(des). Qual(is)?:

. Quando?

Internaciio e outros procedimentos no ultimo ano:

() Internacdo. HC-UNESP? ( ) S ( ) N. Quando?

Prontuario:

() Cirurgia. Qual? . Quando?

() Hemodidlise. Desde Quando?

() Outro procedimento. Qual? . Quando?

() Consulta ambulatorial. Quando?

Por que:

Alcool e outras substancias:
() Etilismo: ( ) atual; ( ) passado.

Desde Quando? Bebida, doses/semana:

() Tabagismo. () atual; ( ) passado.

Desde Quando? Cigarros-dia:

() Droga(s) inalatoria(s). Qual(is)?:

() Droga(s) injetavel(s). Qual(is)?:

Instituicdes fechadas que freqiientou no ultimo ano:

() Creche. Qual?

() Servico militar

() Cadeia ou Presidio. Onde?

() Casa de repouso. Qual?




Anexos 91

() Outra. Qual?

Outras observacdes do sujeito:
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Anexo 3 — Ficha para levantamento de dados em prontuario.

Nome: Sexo

Idade:  Prontuario:

Enfermaria:

Diagnéstico principal: CID

Co-morbidades/Charlson score

1- ( )IAM ( )ICC () Doenga vascular periférica

( )Deméncia ( )DPOC ( )Doenga do tecido conjuntivo

() ulcera péptica () Hepatopatia leve
() Doenga cerebrovascular () Diabetes
2- () Hemiplegia () Doenga renal moderada/severa
() Neoplasia maligna ( ) Leucemia () Linfoma
() Diabetes com dano de 6rgdo
3- () Doenga hepatica moderada/severa
6-( )AIDS () Tumor sélido metastatico
Score de Charlson:
Outros scores disponiveis:
( )APACHEIl: ( )PRISM:

Dados da internacao

Admissdo: no Hospital: ~ / / ; Dias no hospital:
Unidade: Admissdo:  / /  Saida: / /
Unidade: Admissdo:  / /  Saida: / /

Dados sobre imunidade
() Neutropenia:
() Esterodides:

() Imunossupressores
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Procedimentos
() Cirurgias: Data:  / /
() Outros: Data: /]
Data: /]
Dispositivos invasivos
() Ventilador mecanico ( )CVC
( )SVD ( )NPP
(' )Dreno(s):
Ulcera de Pressio? ( )S ()N
Uso de Antimicrobianos
1. de  / / a_ / /  total: dias
2. de / / a / /  total dias
3. de / / a / /  total: dias
4. de / / a / /  total: dias

Cultura positiva para S. aureus? ( )S ( )N
S. aureusOXA-R? ( )S ( )N

Material: Data: [

Outras culturas clinicas

Microorganismo:
Material: Data:  / /
Microorganismo:
Material: Data:  /  /

Infeccdes Hospitalares? ( )S ( )N

Sitio: ; Agente:

Data da deteccdo:  / /

Sitio: ; Agente:
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Data da deteccdo:  / /

Sitio: ; Agente:

Data da detec¢do:  / /
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