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RESUMO

Usudrios de drogas ilicitas (UDI) sGo reconhecidos como grupo de especial risco para
estafilococcias. Nessa populacdo foi descrito o primeiro surto de Staphylococcus
aureus associados & comunidade (CA-MRSA). No entanto, a maior parte dos estudos
relacionando S. aureus e MRSA a drogadicdo aborda usudrios de substancias
endovenosas. No Brasil, a maior parte de dependentes € usudrio de drogas inalatdrias,
especialmente o crack. Uma parcela destes dependentes tem multiplas passagens
por clinicas de recuperacdo. Um outro grupo institucionalizado ainda relevante no
Brasil sdo os pacientes com internacdes de longa permanéncia em hospitais
psiquidtricos. A despeito da reforma  psiquidtrica e sua énfase na
desinstitucionalizacdo, aspectos de vulnerabilidade social e abandono por familiares
determinam ainda a residéncia de pacientes em hospitais psiquidtricos. Os dois grupos
descritos acima sdo expostos a diferentes pressdes epidemioldgicas e estdo tanto em
maior risco de doenca estafilocdccica invasiva quanto em posicdo estratégica para
manutencdo e disseminacdo de isolados. Este estudo teve por por objetivo identificar
a prevaléncia e fatores preditores do carreamento de S. aureus e MRSA em UDI
internados no Servico Hospitalar de Referéncia de Alcool e Drogas (SARAD) e
pacientes residentes no Hospital Psiquidtrico Cantidio de Moura Campos, ambos
localizados em Botucatu, SP. Caracterizacdo molecular de isolados de MRSA foi
realizada. Foram estuados 220 sujeitos, 138 do SARAD e 82 do hospital psiquidtrico. As
prevaléncias de S. aureus e MRSA para os dois servicos foram 26,8%/4,5% € 24,3%/7,3%,
respectivamente. O uso de cocaina inalatdria foi associado a maior carreamento de
S. aureus entre dependentes quimicos, enquanto a idade apresentou associacdo
negativa com esse desfecho nos pacientes do hospital psiquidtrico. A andlise de 14
isolados de MRSA obtidos de 10 sujeitos da pesquisa revelou um cluster englobando 8
isolados de 5 sujeitos. Ao todo, foram idenftificados isolados carreando SCCmec tipo IV
(7 sujeitos), | (2 sujeitos) e Il (1 sujeito). Nossos achados sugerem que prevaléncia de
colonizacdo por MRSA nos grupos estudados é superior aguela encontrada na
populacdo geral. Esses grupos sdo portanto, mais vulnerdveis a infeccdes de dificil
fratfamento e podem contribuir para dissesminacdo do MRSA em suas redes sociais e
na populacdo como um todo.

Palavras-chave

usudrios de drogas ilicitas, hospitais psiquidtricos, Staphylococcus aureus, MRSA,

epidemiologia molecular.




ABSTRACT

lllicit drug users (IDUs) are recognized as a group at particular risk for staphylococci. In
this population the first outbreak of community-associated Staphylococcus aureus (CA-
MRSA) was described. However, most studies relating S. aureus and MRSA to drug
abuse address users of infravenous substances. In Brazil, most dependents are users of
inhaled drugs, especially crack. A proportion of these IDUs have mulfiple passages
through recovery clinics. Another institutionalized group sfill relevant in Brazil are patients
with long-term hospitalizations in psychiatric hospitals. In spite of the psychiatric reform
and its emphasis on deinstitutionalization, aspects of social vulnerability and
abandonment by relafives also determine the residence of patients in psychiatric
hospitals. The two groups described above are exposed to different epidemiological
pressures and are both at higher risk of invasive staphylococcal disease and in a
strategic position for maintenance and dissemination of isolates. The objective of this
study was to identify the prevalence and predictors of the carrying of S. aureus and
MRSA in IDUs admitted to the Hospital of Reference for Alcohol and Drugs (SARAD) and
patients residing in the Psychiatric Hospital Cantidio de Moura Campos, both located in
Botucatu , SGo Paulo State, Brazil. Molecular characterization of MRSA isolates was
performed. A total of 220 subjects were enrolled, 138 from the SARAD and 82 from the
psychiatric hospital. The prevalences of S. aureus and MRSA for the two services were
26.8% [/ 4.5% and 24.3% /| 7.3%, respectively. The use of inhaled cocaine was associated
with increased carryiage of S. aureus among chemical dependents, while age was
negatively associated with this outcome in the patients of the psychiatric hospital.
Analysis of 14 MRSA isolates from 10 subjects revealed a cluster comprising 8 isolates
from 5 subjects. Our findings suggest that the prevalence of MRSA colonization in the
groups studied is higher than that found in the general population. These groups are
therefore more vulnerable to difficult-to-treat infections and can confribute to the
spread of MRSA in their social networks and in the population as a whole.

Key-words

lllicit drug users, Psychiatric hospitals, Staphylococcus aureus, MRSA, molecular

epidemiology.




INTRODUCAO

Staphylococcus aureus e usuarios de drogas ilicitas

Usudrios de drogas ilicitas (UDI) sGo um grupo especialmente
suscetivel a infeccdes bacterianas.! Entre os diversos fatores que

contribuem para essa vulnerabilidade, estdo incluidos?;

(a) a contaminacdo de componentes da substéncia consumida;

(b) utensilios associados ao consumo — tais como seringas, agulhas,
cachimbos, papel, algoddo;

(c) prdaticas de preparo das drogas para consumo, incluindo
fracionamento, liquefacdo e/ou diluicdo em dgua ou outros liquidos
ndo estéreis;

(d) o ambiente de consumo de drogas, usualmente coletivo, muitas
vezes aglomerado e via de regra com péssimas condicdes de higiene;

(e) alteracdes na microbiota comensal dos UDIs, associadas ao
déficit de autocuidado;

(f) efeitos imunomodulatérios diretos ou indiretos.

Deve-se acrescentar a todos esses itens a frequente internacdo dos
dependentes quimicos em hospitais de doentes agudos3 — por exemplo,

em crises de overdose,4 por comorbidades® ¢ ou acidentes com trauma?



— e clinicas de reabilitacdo.” Entre os agentes bacterianos que causam
infeccdo em UDI podem ser listados Salmonella spp., Pseudomonas

aeruginosa, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.8

Em UDI, S. aureus é fortemente implicado na etiologia de infeccdes
de pele/partes moles?10 e endocardites infecciosas.!!12 E digno de nota
que o primeiro surto de S. aureus meticilina-resistente associado a
comunidade (CA-MRSA) foi descrito entre UDI em Detroit, Estados
Unidos.’30 uso de drogas ilicitas foi identificado como importante fator
predifivo de infeccodes pelo clone USA300 de CA-MRSA naquele pais.’4
Em série temporal, enquanto as infeccdes nesse grupo permanecem
constantes, outras populacdoes sdo progressivamente mais acometidas.
Esse fendmeno levou pesquisadores a sugerir que os UDI foram
responsdveis pela disseminacdo dessa linhagem para a populacdo
geral norte-americana. Vale mencionar que infeccdes por USA300 tem

sido associadas a maior propensdo a quadros de sepse grave.!s

E importante salientar que a maior parte das infeccdes e surtos tem
sido relatadas entfre usudrios de drogas endovenosas.!81! No entanto,
alteracdes anatébmicas e fisioldgicas das vias respiratdrias relacionadas
ao uso de drogas inalatérias foram implicadas na facilitacdo de
colonizacdo por bactérias patogénicas.2Em um estudo realizado por
Nosso grupo de pesquisa em populacdo carcerdria, drogas ilicitas foram

fator preditivo independente para colonizagcdo por S. qureus.'é



No Brasil, o abuso de drogas € frequentemente descrito como
“epidémico”. Ainda que se possa por em duvida essa definicdo,!”” é
certo que centenas de milhares de pessoas sdo dependentes de drogas

ilicitas no pais.18

Assim como em outros paises em desenvolvimento, o abuso de
drogas intravenosas € minoritdrio (e possivelmente de prevaléncia
inferior & observada nos Estados Unidos e Europa).!?Estudos apontam
para tendéncia cada vez maior da substituicdo da injecdo pela

inalacdo de cocaina e seus derivados — especialmente o crack.20

Pesquisa encomendada pelo Ministério da Justica a FioCruz em 2011
estimou 370 mil usudrios de crack somente nas capitais
brasileiras.2'Qutra pesquisa recente apontou para elevada mortalidade
enfre usudrios de crack no Estado de Sdo Paulo, atingindo 24 por 1.000
pessoas-ano.?2 A violéncia e overdoses sGo causas frequentes de
infernacdes e mortes.2Mais preocupante ainda € o aumento no uso de

crack e drogas semelhantes entre criancas e adolescentes.24.25

A Politica Nacional Anfidrogas?¢(PNAD) e o Plano Integrado de
Enfrentamento ao Crack e outras Drogas?” preveem, em uma de suas
vertentes, o fortalecimento de redes de salde e assisténcia social aos

UDI. Entre os modelos de assisténcia a saude estdo as clinicas de
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desintoxicacdo. 22 Como outras instituicdes similares, estas sGo espacos
infermedidrios enfre a comunidade e o hospital, e apresentam
caracteristicas favoraveis a disseminacdo de S. aureus e MRSA. Por essa
razdo, estudos sobre epidemiologia molecular desses agentes podem
lancar luz sobre os riscos infecciosos dos UDI e sobre o complexo transito
de clones bacterianos entre os servicos de salude e a comunidade.

O Servico de Atencdo e Referéncia em Alcool e Drogas (SARAD) fica
Nno municipio de Botucatu — SP, € o primeiro servico do estado a tratar
totalmente pelo Sistema Unico de SaUde de pacientes portadores de
doencas mentais e usudrios de substéncias psicoativas (alcool, tabaco,
medicamentos e outras drogas ilicitas) e comorbidades pertencentes a
drea de abrangéncia dos 68 municipios da DRS VI de Bauru. O servico €
ligado a autarquia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu - HCFMB, mas localiza-se em outro endereco.

Conta com uma drea consfruida de 3.991.60 m?, com estrutura
predial diferencioda de um hospital comum, possuindo quadra
poliesportiva coberta, piscina, drea de convivio e lazer com
churrasqueira, horta, mesa de sinuca, pebolim, biblioteca, auditdrio
para uso também dos pacientes. Sala especifica para realizacdo de
cuidados de beleza, cozinha experimental, sendo esses espacos
também utilizados para realizacdo de oficinas de geracdo de renda e
cursos profissionalizantes. A enfermarias sdo divididas conforme sexo e
idade, j&d que o sdo atendidos adolescentes e adultos, possuem quartos

de no mdximo 3 leitos com banheiro privativo, sendo camas ndo
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hospitalares, propiciando ambiente mais acolhedor. Sendo 26 leitos
adultos (masculino e feminino) e 04 leitos infanto-juvenil (masculino e
feminino). O hospital possui um setor especifico para tratamento de
morbidades clinicas, atendendo pacientes de todas as faixas etdria e
sexo, que exijam maior demanda de cuidados, com camas hospitalares
e estrutura para atender urgéncias e emergéncias, chamado de
unidade de desintoxicacdo (UD) com capacidade atual de 05 leitos,

podendo chegar a 10.

Outros residentes de instituicoes psiquiatricas

Nas Ultimas décadas do século XX, houve forte movimento na
populacdo e comunidade cientifica, questionando a ética e
efefividade das intfernacdes de longa permanéncia em hospitais
psiquidtricos.2?30 O  Brasil esteve amplamente envolvido nesse
movimento.3!

As  principais  conquistas em nosso  pais foram @
desinstitucionalizacdo de milhares de pessoas, a reformulacdo das redes
de saude mental e assisténcia social (criacdo dos Centros de Assisténcia
Psicossocial, CAPS) e a insercdo do atendimento em acdes
programdaticas do Sistema Unico de Salde (como o Programa de Salude
da Familia).32Em tese, as internacdes psiquidtricas deveriam ser restritas

a0s casos em que se necessitava de cuidados agudos.31.32
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No entanto, chama atencdo o grande nUmero de leitos
psiquidtricos registrados no Cadastro Nacional de Estabelecimentos de
Saude (CNES). Um estudo aponta para mais de 60 mil leitos psiquidtricos
cadastrados, com utilizacdo anual de 45 mil.33 Parte desses pacientes
ainda tem internacdo prolongada.34 Mais grave porém, € a dificuldade
em desinstitucionalizar alguns pacientes — decorrente da deficiéncia de
estruturas familiares de apoio e mesmo do desenvolvimento desigual da

rede de assisténcia a salude mental no territdrio brasileiro.35

Em conjunto, a populacdo de infernados de longa permanéncia e
residentes residuais em hospitais psiquidtricos representam uma
populacdo numerosa e ainda ndo suficientemente estudada quanto
aos riscos infecciosos. Também ndo se conhece a epidemiologia de S.

Qureus nesse grupo.
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Justificativa do presente estudo.

Como se pode constatar, o perfil de UDI no Brasil difere daquele
apontado em estudos prévios como de maior risco para
colonizacdo/infeccdo por S. aureus € MRSA. Da mesma forma, persiste
no Brasil uma numerosa populacdo institucionalizada em hospitais
psiquidatricos. Os dois grupos apresentam ampla intersecdo, mas estdo

expostos a riscos potenciais diferenciados.

Nosso estudo pretende, portanto, idenftificar a prevaléncia de
carreamento e a disseminacdo de clones de S. aureus e MRSA em UDI e

pacientes internados em hospital psiquidtrico.



14

OBJETIVOS

Objetivos gerais

e |dentificar prevaléncia e fatores preditores de colonizacdo por
Staphylococcus aureus em geral, e isolados resistentes a meticilina
(MRSA) em particular, entre usudrios de drogas ilicitas (UDI)
admitidos em instituicGo hospitalar e pacientes de hospital

psiquidtrico no municipio de Botucatu, SP.

e Caracterizar a disseminacdo de clones de S. aureus nas

populacoes do estudo.

Objetivos especificos

e Comparar prevaléncia de colonizacdo por S. aureus ou MRSA

entre UDI e pacientes admitidos no servico de referéncia por

dependéncia alcodlica.

e Relacionar colonizacdo por S. aureus ou MRSA ao tipo de droga

ilicita e rota de administracdo.
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Comparar prevaléncia de colonizacdo por S. aureus ou MRSA
entre pacientes com interna¢cdo aguda, de longa permanéncia

e/ou residentes em hospital psiquidtrico.

Pesquisar associacdo enfre colonizacdo por S. aureus ou MRSA
nas populacoes do estudo e a internacdo recente em hospitais

gerais de doentes agudos.

Caracterizar cassete cromossémico responsdavel pela resisténcia a
meticilina (SCCmec) em isolados de MRSA carreados pela

populacdo do estudo.
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METODOLOGIA

Populagoes do estudo

O estudo abordou pacientes admitidos a dois servicos hospitalares

de assisténcia ¢ saude mental localizados no municipio de Botucatu, SP.

O Centro de Atencdo Integral a Saude “Professor Cantidio de Moura
Campos” é hospital especializado em assisténcia a salude mental.
Dispde 44 leitos para internacdes psiquidtricas em enfermarias masculina
e feminina, além de 8 leitos para intercorréncias clinicas. Além disso, em
junho/2014, 45 pacientes cuidados pelo servico residiam em oito casas
anexas ao hospital e 19 outros em duas residéncias conveniadas

localizadas no centro da cidade de Botucatu.

O Servico de Atencdo e Referéncia de Alcool e Drogas (SARAD)
possui 75 leitos, divididos em enfermarias de adultos (masculina e
feminina), adolescentes (também separadas por género) e unidade de

desintoxicacdo (destinada a pacientes com instabilidade clinica).
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Critérios de inclusao e exclusao

A inclusdo de sujeitos no estudo se deu nos anos de 2015 e 2017.
Foram incluidos os pacientes de ambos os servicos que apresentaram

condicdo de colaborar com a coleta de swabs nasais e de orofaringe.

Os pacientes do SARAD foram incluidos nas primeiras 48 horas de
admissdo. Para os pacientes do hospital psiquidatrico ndo foi
estabelecido critério, sendo o periodo de internagdo incluido na andlise

de preditores.

Aqueles com discernimento para dar seu consentimento foram
convidados e assinaram TCLE. Para aqueles sem esse discernimento,
aplicamos o TCLE a familiares ou cuidadores. Toda a inclusao foi feita
seguindo os procedimentos éticos aplicaveis a essa populagcdo e
conforme recomendacdes do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu. Nenhuma medida que represente

constrangimento ou desconforto foi aplicada.

Em coeréncia com o exposto acima, foram excluidos do estudo
pacientes agitados e/ou para os quais a coleta representasse risco
(embora seja procedimento pouco invasivo), assim como aqueles que

manifestaram desejo de ndo participar da pesquisa.
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Procedimentos do estudo

Foi coletado swab nasal e de orofaringe dos sujeitos incluidos no
estudo. A técnica de coleta de swab nasal incluiu a umidificacdo do
swab com SF0,9% (técnica estéril) e infroducdo em ambas as narinas,
até a maior profundidade tolerdvel pelo sujeito da pesquisa, e rotacdo
da haste pressionando gentimente a extremidade contra a mucosa.
Swabs de orofaringe foram coletados de modo a obter
representatividade das tonsilas e mucosa jugal. Os swabs foram

transportados ao laboratério em meio de Stuart.

Identificacao de espécie

Os microrganismos que se desenvolveram nas culturas foram
submetidos & coloracdo de Gram objetivando-se sua pureza e a
observacdo de sua morfologia e coloracdo especifica. Apds a
confirmacdo dessas caracteristicas, foram feitas as provas de catalase
e coagulase em tubo conforme preconizado por Koneman et al.3¢
Foram realizadas as provas adicionais de Maltose, Trealose, Manitol e
Polimixina B, para diferenciacdo de outras espécies de estafilococo

coagulase positiva
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Testes de suscetibilidade

O teste de suscetibilidade antimicrobiana foram realizado para todos
os isolados obtidos através da técnica de difusdo da droga em dagar a
partir de discos impregnados conforme critérios recomendados pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).3” Para o preparo dos
indculos 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 (Tug) e Cefoxitina
(30ug). Uma vez ajustada a densidade do indculo, 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 inibicdo através de
interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo CLSI. A linhagem
padrdo de S. aureus ATCC 25923 foi usada como controle em todos 0s

experimentos.
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Extracao de DNA

Para a extracdo foi utilizado o Kit lllustra (GE healthcare) que
consiste na digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10
mg/ml) e proteinase K (20 mg/ml). A seguir 500 ul da solu¢cdo de
extracdo foi adicionada a mistura e esta foi centrifugada a 10.000 x g
por 4 min. O sobrenadante foi tfransferido para a coluna e centrifugado
a 5.000 x g por 1 min. O liquido coletado foi descartado e 500 ul de
solucdo de exfracdo foi adicionada novamente a coluna. Apds a
centrifugacdo e descarte do liquido coletado, 500ul da solucdo de
lavagem foi adicionada a coluna e esta submetida a centrifugacdo a
20.000 x g por 3 min. A seguir, a coluna foi fransferida para um tubo de
1,5 ml e 200 ul de agua Milli Q aquecida a 700C foi utilizada para a

diluicdo.

Deteccao molecular e caracterizacao de SCCmec

As reacdes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram
realizadas conforme os pardmetros descritos por Murakami et al,38
utilizando primers mecAl e mecA2. Em todas as reacodes realizadas
foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com confrole
positivo (S. aureus ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923). A
eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da

reacdo em gel de agarose 2% e corado com Saber Safe.
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A determinacdo do fipo de SCCmec foi realizada utilizando-se um
meétodo de reacdo PCR-Multiplex, conforme descrito por Oliveira e de
Lencastre.3? Foram utilizados 8 loci (A-H), selecionados com base nas
seqUéncias do elemento mec descritas previomente. O locus A estd
localizado downstream ao gene pls e € especifico para o SCCmec tipo
l; o locus B € um fragmento interno do operon kdp, que é especifico
para o SCCmec tipo II; o locus C € um fragmento interno do gene mecl
presente nos SCCmec tipos Il e lll; o locus D € um fragmento interno da
regido dcs, presente nos SCCmec tipos |, Il e IV; o locus E estd localizado
na regicdo enfre o plasmideo pl258 e o fransposon Tn554, sendo
especifico para SCCmec tipo lll; o locus F, também especifico para o
SCCmec fipo lll, estd localizado entre o Tn554 e a juncdo cromossémica
direita (orfX). Os loci G e H sdo o incluidos para distinguir as variantes
estruturais |A e llIA, respectivamente. O l6cus G corresponde a juncdo
esquerda entre a sequencia de insercdo 1S431 e o plasmideo pUB110; o
l6cus H correponde a juncdo esquerda enfre a sequencia de insercdo

IS431 e o plasmideo pT181.
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Pulsed-field gel electrophoresis

Tipagem por PFGE estd foi realizada para os isolados de S. aureus
conforme descrito por Murchan et al, 200340, utilizando a enzima de
restricdo Smal. Para isolados ndo tipdveis com Smal, utilizamos a enzima
Apal.4l Os padrdes produzidos foram analisados quanto a similaridade
em dendrogramas consfruidos em soffware Bionumerix (Applied Maths,

Belgium).

Analise de fatores de risco

Foi realizada entrevista com os sujeitos e revisdo de prontudrios.

Foram registrados:

e Dados demogrdaficos.

e Local de internacdo: SHRAD, CAIS.

e Perfil de internacdo: curta permanéncia (até 30 dias), longa
permanéncia.

e Presenca de tatuagem, piercing e outros adornos.

e Uso de dlcool e/ou drogas ilicitas.

e Uso de psicotropicos.

e Uso prévio de antimicrobianos.

e Intercorréncias clinicas prévias.
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e Presenca de co-morbidades.

e Internacoes em hospitais de agudos.

Analises estatisticas

Foram realizadas andlises descrifivas para grupos de sujeitos
incluidos e resultados obtidos.

As andlises foram realizadas nos softwares EPI INFO 7 (Centers for
Disease Confrol and Prevention, Aflanta, GA, USA) e STATA MP 14
(StataCorp, College Station, TX, USA). Na fase analitica, utilizamos
inicialmente testes univariados: Chi-quadrado ou teste Exato de Fisher
para varidveis dicotdbmicas, e os testes T de Student ou U de Mann-
Whitney para varidveis numéricas.

A seguir, realizamos andlise mulfivariada utilizando modelos de
regressdo de Poisson.42 Para selecdo de varidveis dos modelos utilizamos
estratégia por avancos (stepwise forward). Os critérios para entrada e
permanéncia nos modelos correspondentes a p-valor de 0,1. No
entanto, foram forcados em todos os modelos a idade, o sexo e (para
pacientes do hospital psiquidtrico) o fipo de internacdo (pacientes
agudos versus moradores).

Para desenhos de graficos tipo Forest Plot, utilizamos ferramenta
gratuita disponivel no site:

https://www.statstodo.com/ForestPlot Pagm.php.



https://www.statstodo.com/ForestPlot_Pgm.php
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RESULTADOS

Prevaléncia de S. aureus e MRSA

Foram incluidos no estudo 220 sujeitos, sendo 138 do SARAD e 82 do
hospital psiquidtrico (49 moradores e 33 doentes agudos). A prevaléncia
global de S. aureus foi de 26.8% (intervalo de confianca [IC] 95%=21.1%-
33.2%), enquanto a de MRSA foi de 4.5% (IC95%=2.3%-8.0%). Quanto ao
sitio de isolamento de S. aureus, este foi exclusivamente orofaringeo em
16 (27,1%), nasal em 24 (40,7%) e encontrado em ambos nos demais (19,
32,2%). Para os 10 casos de MRSA, a divisdo por sitio foi: 5 (oral), 1 (nasal)

e 4 (ambos).

As Figuras 1 e 2 mostram prevaléncias e IC95% por grupo de

pacientes.
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Grupo Prevaléncia (1C95%)

—— SARAD 28,3% (20,1%-36,6%)

—— Cantidio (total) 24,3% (15,6%-35,1%)

—_—— Cantidio (agudos) 39,4% (27,9%-57,9%)

—— | Cantidio (moradores) 14,3% (5,9%-27,2%)

- Total do Estudo 26,8% (21,1%-33,2%)
R

Figura 1. Grdfico fipo Forest Plot (escala linear) mostrando resultados de
prevaléncia de S. aureus por subgrupos de sujeitos do estudo.

Grupo Prevaléncia (1C95%)
—-— SARAD 2,9% (0,8%-7,3%)
—— Cantidio (total) 7,3% (2,7%-15,3%)
- Cantidio (agudos) 12,1% (3,4%-28,2%)
e — Cantidio (moradores) 4,1% (0,5%-14,0%)
| Total do Estudo 4,5% (2,3%-8,0%)
O rorlemd®

Figura 2. Grdfico fipo Forest Plot (escala linear) mostrando resultados de
prevaléncia de MRSA por subgrupos de sujeitos do estudo.
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A Figura 3 mostra a prevaléncia relativa de S. aureus e MRSA dos
pacientes do hospital psiquidtrico (Cantidio) quando comparada a dos
dependentes quimicos atendidos no SARAD. Nota-se prevaléncia
significantemente menor de S. aureus entfre os pacientes moradores. Por
outro lado, pacientes agudos apresentavam carreamento de MRSA

superior aguele identificado em nos pacientes do SARAD.

S. aureus MRSA
_._ 010 0 -—.—
g S —— RP = 4,18
i aguCo * IC95%=1,10-15,86
RP = 0,36
1C95%<0,22-0,96 T O] Vioradore ——
L L L Ll L1l L L LLLLLLI I I IIIIIII I IIIIIIII I IIIIIIII
0.1 1 10 0.1 1 10 100
Forest Plot Forest Plot

Figura 3. Grdaficos tipo Forest Plot (escala logaritmica) mostrando razdes
de prevaléncia (RP) dos pacientes do hospital psiquidtrico em relacdo
aos dependentes quimicos atendidos no SARAD. Resultados com
significancia estafistica estdo detalhados.
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Fatores de risco para carreamento de S. aureus

Andlises de fatores de risco foram possiveis para S. aureus como
um todo, porém ndo para MRSA, devido a falta de poder estatistico
para discriminar preditores para este Ultimo desfecho. As andlises foram
feitas separadamente para os dois grupos estudados: Dependentes
qguimicos (SARAD) e pacientes internados em hospital psiquidtrico
(Cantideo). Neste Ultimo, abordamos de forma conjunta pacientes
agudos e moradores (discriminando essas caracteristicas nos modelos

preditivos).

A Tabela 1 mostra resultados da andlise realizada para
dependentes quimicos. Constata-se que o uso de cocaina inalatdrio foi
positivamente associado a maior risco de carrear S. aureus, enquanto o
etilismo se aproximou da significGncia como fator protetor contra esse

desfecho.

J& para os pacientes do hospital psiquidtrico, uma associacdo
negativa com a idade foi o Unico achado da andlise multivariada

(Tabela 2).



Tabela 1. Andlise uni e multivariada (modelo final de regresséo de Poisson) para preditores de carreamento de .

aureus em pacientes dependentes quimicos atendidos no SARAD.

S. aureus (39) Negativos (99) Poisson, Univariada Poisson, Multivariada
RP (IC95%) p  RP(IC95%)  p
Dados demogrdficos
Sexo masculino 27 (69.2) 69 (65,7) 1,13 (0,57-2,22) 0,73 1,09 (0,55-2,19) 0.80
Idade (mediana, quartis) 32 (23-44) 34 (26-42) 0,99 (0,97-1,02) 0,48 1,01 (0,98-1,05) 0,38
Uso de drogas
Alcool 25 (64,1) 81 (81,8) 0,54 (0,28-1,04) 0,06 0,57 (0,29-1,11) 0,09
Drogas licitas 31 (79.5) 65 (65,7) 1,70 (0,78-3,69) 0.18
Crack 28 (71,8) 60 (60,6) 1,45 (0,72-2,90) 0.30
Cocaina inalatéria 24 (61,5) 37 (37.4) 2,02 (1,06-3,85) 0,03 2,26 (1,02-5,00) 0,04
Cocaina injetavel 1(2,6) 1(1,0) 1,79 (0,25-13,03) 0,57
Maconha 31 (53.9) 34 (34,3) 1,76 (0,94-3,30) 0.08
Tempo de uso* (mediana, quartis) 10 (5-23) 14 (7-24) 0,99 (0,97-1,02) 0,58
Uso nos Ultimos 5 dias 28 (71.,8) 60 (60,6) 1,45 (0,72-2,90) 0,30
Fatores comportamentais
HSH 1(2.6) 6 (6,1) 0,49 (0,07-3,59) 0,48
Promiscuidade** 22 (56.,4) 55 (55,6) 1,03 (0,54-1,93) 0,94
Situacdo de rua 12 (30.,8) 26 (26.3) 1,16 (0,59-2,31) 0,65
Tatuagens 20 (51,3) 52 (52,5) 0,96 (0,51-1,81) 0,91
Cumpriu pena 10 (25,6) 20 (20,2) 1,24 (0,60-2,55) 0.56
Antecedentes de saude
indice de Comorbidades de Charlson = 1 7 (18,4) 18 (18,2) 1,01 (0,45-2,30) 0,98
Infernacdo no Ultimo ano 11 (28.2) 19 (19.2) 1,41 (0,70-2,84) 0,33
Cirurgia no Ulfimo ano 4(10,3) 11 (11,1) 0,94 (0,33-2,64) 0,90
Infeccdo de pele no Ultimo ano 0 (0,0) 3 (3.0) 0,0 (indefinido) 1,00
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Usou antimicrobiano no Ultimo ano 11 (28,2) 31 (31,3) 0,90 (0,45-1,80) 0,76
Gestante 1(2,6) 7(7.1) 0,43 (0,06-3,11) 0,40
Sifilis 9 (23,1) 13 (13,1) 1,58 (0,75-3,33) 0,23

Nota. Todos os dados estdo em proporcdo (%), exceto quando especificado. Resultados significantes sdo mostrados

em negrifo.

RP, Razdo de Prevaléncias; IC, Intervalo de Confianca; HSH, Homem que faz sexo com homen:s.

* Tempo de uso de dlcool ou drogas (em casos coincidentes, prevalecendo o maior tempo).
** Definida como 3 ou mais parceiros sexudis no Ultimo ano.
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Tabela 2. Andlise uni e multivariada (modelo final de regressdo de Poisson) para preditores de carreamento de .

aureus em pacientes internados no hospital psiquidtrico (Cantidio).

S. aureus (20) Negativos (62) Poisson, Univariada Poisson, Multivariada
RP (IC95%) p RP (IC95%) p
Dados demogrdficos
Residéncias de longa permanéncia 7 (35,0) 42 (67,7) 0,36 (0,14-0,91) 0,03 1,14 (0,28-4,65) 0,85
Sexo masculino 10 (50,0) 30 (48.4) 1,05 (0,44-2,52) 0,91 0,91 (0,37-2,22) 0,83
Idade (mediana, quartis) 35 (23-60) 60 (47-69) 0,96 (0,94-0,99) 0,002 0,96 (0,93-0,99) 0,03
Uso de drogas
Alcool 4 (20,0) 5(8,1) 2,02 (0,68-6,07) 0.21
Drogas ilicitas 4 (20,0) 3 (4,8) 2,67 (0,90-8,01) 0.08
Crack 2 (10,0) 2 (3.2) 2,16 (0,50-9,34) 0,30
Maconha 2 (10,0) 1(1,6) 2,93 (0,68-12,61) 0,15
Fatores comportamentais
HSH 1 (5,0) 2 (3.2) 1,39 (0,19-10,35) 0,75
Promiscuidade 5 (25,0) 7 (11.,3) 1,94 (0,71-5,35) 0,20
Situagao de rua 0 (0,0) 4 (6,5) 0,0 (indefinido) 0,31
Tatuagens 4 (20,0) 6 (9.7) 1,80 (0,60-5,38) 0,29
Cumpriv pena 0 (0,0) 1(1,6) 0,0 (indefinido) 1,00
Antecedentes de saude
indice de Comorbidades de Charlson 2 1 5(27.8) 39 (63.9) 0,31(0,11-0,86) 0,02
Internagdo no Ultimo ano 3 (15,0) 6(9.7) 1,43 (0,42-4,88) 0,57
Cirurgia no Ultimo ano 2 (10,0) 3 (4,8) 1,71 (0,40-7,37) 0,47
Usou antimicrobiano no 0ltimo ano 7 (35,0) 20 (32,3) 1,10 (0,44-2,75) 0,84
Sifilis 0 (0,0) 4 (6,5) 0.0 (indefinido) 0,94

Nota. Todos os dados estGdo em proporcdo (%), exceto quando especificado. Resultados significantes sdo mostrados
em negrito. RP, Razdo de Prevaléncias; IC, Intervalo de Confianca; HSH, Homem que faz sexo com homens.
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Caracteriza¢ao molecular de MRSA

Foram obtidos 14 isolados de MRSA de 10 pacientes. Todos
foram submetidos a caracterizacdo molecular por PFGE e
identificacdo do cassete cromossdmico (SCCmec) conforme mostado
na Figura 4. Observa-se cluster envolvendo 8 isolados de 5 sujeitos (de

ambos os hospitais) e conjunto com a cepa USA 500.
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Figura 4. Dendrogramas mostrando isolados de MRSA recuperados no
estudo, em conjunto com cepas padrdo intfernacionais, fipados com
enzimas de restricdo Smal (A) ou Apal (B). A direita consta a
identificacdo do SCCmec. Linhas horizontais apontam dois isolados do
mesmo paciente. (a) Oriundo de dependentes quimicos (SARAD); (b)
Oriundo de pacientes do hospital psiquidtrico.
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Nenhum sujeito da pesquisa apresentou carreamento

simult@neo de cepas distintas.

Na tipagem de SCCmec predominou o tipo IV (de isolados de 7
sujeifos), sendo também identificados MRSA carreando SCCmec tipos

| (dois isolados de dois sujeitos) e Il (dois isolados de um mesmo sujeito).

Na Tabela 3 resumimos as caracteristicas  clinico-
epidemioldgicas dos portadores de MRSA dos dois grupos estudados.
E interessante notar que ndo houve associacdo clara entre SCCmec e
histéria prévia de internacdo. Esse antecedente estava presente em
3/7 carreadores do tipo IV, no Unico carreador do tipo Il e em

nenhum dos carreadores do tfipo I.



Tabela 3. Caracteristicas

clinico-epidemioldgicas

carreadores de MRSA nos dois grupos estudados.

Caracteristicas

Cirurgias no Ultimo ano
Antimicrobiano no Ultimo ano
Infecgao de pele

Sujeitos com isolados no cluster de PFGE
Sujeitos com isolados nado tipaveis por Smal

* Diferenca estatisticamente significante pelo Teste Exato de Fisher (p=0,03).

SARAD (4)
2

26 (18-49)
3
3
3

3*

1
0
IV (3 sujeitos)

I (1 sujeito)

2

0

dos

33

sujeitos

Cantidio (8)
2
32 (21-76)
2
2
2

O*

o O

OO O N N

IV (4 sujeitos)
I (1 sujeito)
Il (1 sujeito)

3
2
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DISCUSSAO

A colonizacdo por S. aureus pode ser transitdria ou permanente,
e é situada pela maioria dos estudos com prevaléncias entre 30 e
50%.4344 Por outro lado, a prevaléncia da colonizacdo por MRSA
parece estar aumentando.4s Desse modo, pode-se afirmar que a
ocorréncia de MRSA em sujeitos com histéria de abuso de substéncias

ilicitas representa a intersecdo de duas epidemias.

Na literatura, encontramos com frequéncia a referéncia a
drogas licitas como fator de risco para infeccdes por MRSA na
populacdo geral4 ou em coortes de pacientes soropositivos para o
HIV.47 H& referéncia de associacdo entfre drogas ilicitas e MRSA, 4849
incluindo achado de bacteremias pela cepa USA300 na populacdo
de usudrios.’®® No entanto, inquéritos de prevaléncia abordando esse
grupo sdo raros. Um exemplo interessante foi o estudo conduzido em
uma clinica de pacientes usando metadona para tratamento de
dependéncia a drogas em Dublin, Ilanda.’’ Nesse estudo as
prevaléncias de carreamento nasal de S. aureus € MRSA foram de 25%

e 3,1%, respectivamente. A prevaléncia de MRSA tem sido relatada
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em diferentes frequéncias em estudos da Suica (1,0%)%2, Itdlia (1,1%)%3,

Canadad (18,6%)°4 e Inglaterra (49,0%).55

E digno de nota que todos os estudos referidos acima
envolveram principalmente usudrios de drogas injetdveis, um padrdo
pouco prevalente no Brasil.'” Somente dois sujeitos de nosso estudo
(ambos da clinica de dependentes quimicos) referia uso de drogas
infravenosas. Um interessante estudo da Suécia envolvendo usudrios
de drogas injetdveis e ndo injetdveis encontrou maior prevaléncia de
carreamento perineal de S. qureus no primeiro grupo, porém somente

um paciente em toda a coorte era colonizado por MRSA.

Na andlise de fatores de risco associados a carreamento de .
aureus, sobressaiu a associacdo com cocaina inalatdria. Além disso, 3
de 4 carreadores de MRSA na clinica de dependentes referia esse
antecedente. E possivel que esse fendmeno reflita quebra de
infegridade da mucosa nasal secunddrias ao uso da cocaina.’s Ou
talvez haja facilitacdo da transmissdo de S. aureus em redes sociais de
individuos que compartiiham drogas, um fenémeno que foi relatado

na litetatura.s’

Quanto a populacdo de hospitais psiquidtricos, esta tem sido

pouco abordada em pesquisas de MRSA. Um estudo realizado em
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Chicago (EUA) identificou 2,3% de colonizacdo nasal por MRSA no
momento da admissdo a enfermarias psiquidtricas.58  Estudo
semelhante conduzido em Baltimore (EUA) encontrou 5,2% dos
pacientes carreando MRSA.5? Em ambos 0s casos as pesquisas foram
conduzidas em unidades para pacientes agudos. Em nosso estudo, a
prevaléncia atingiu 12,1% nesse grupo, sendo de 7,3% na abordagem
agregada do hospital psiquidtrico. Ndo foi possivel abordar
estatisticamente preditores de colonizacdo por MRSA, porém o
carreamento geral de S. aureus estava negativamente associado G
idade. Esse achado é semelhante ao relatado por nosso grupo na

populacdo geral de Botucatu-SP.0

Se comparada a estudos prévios conduzidos pelo Nosso grupo
de pesquisa, os achados deste mostram prevaléncia mais elevada de
MRSA, conforme se observa na Figura 5. De fato, a prevaléncia
agregada deste estudo mostra-se superior a identificada no estudo

populacionaléd: 4,5% versus 0,9%, p=0,001.

Quantos aos achados moleculares, nota-se a presenca de um
cluster disperso entre as duas unidades estudadas. Na verdade,
metade dos carreadores de MRSA em cada hospital pertencia a esse

cluster. E importante salientar que hd certa circulacdo de pacientes
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entre os dois servicos, mas os pacientes acometidos Ndo haviam
transitado dessa forma. Podemos levanta duas hipdteses para explicar
o achado: a circulacdo de um clone no interior do hospital ou a
transmissdo através de redes sociais — que ndo foram abordadas em
nossa pesquisa.’’” O cluster era caracterizado pelo carreamento de
SCCmec tipo 1V, usualmente associado a isolados associados d
comunidade (Community-Associated [CA]-MRSA). No entanto,
enconframos tfambém padrdoes de SCCmec | e |l, caracteristicamente

circulantes no interior de servicos de saude.

I SARAD 2,9% (0,8%-7,3%) > e —

Cantidio 7.3% (2, 7%-15,3% e———
| Total Estudo 4,5% (2,3%-8,0%) > e —

| Prisioneiros® 0.7% (0,1%-2,2%)

| casas de Repouso® 3,7% (1,9%-6,3%)

i

| Soropositivos HIVE 2, 7% (1,4%-4,8%)

| POPULACAOY 0,9% (0,4%-1,8%)

’r

0 4 8 12 16
Forest Plot
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Figura 5. Grafico tipo Forest Plot mostrando prevaléncias encontradas
no presente estudo e em outros estudos prévios do nosso grupo. @
Witzel et al, 2014¢T; b da Silveira, 201362; ¢ Lastoria, 2016¢3; d Pires et al,
201480,

Nosso estudo possui algumas limitacdes, incluindo o numero
relativamente pequeno de sujeitos e a ndo realizacdo de tipagem por
Multilocus Sequence Typing (MLST). Além disso, o desenho transversal
dificulta a identificacdo do real impacto & saude representado pelo
carreamento de S. aureus e MRSA. Na realidade, ndo enconframos
associacdo entre infeccdo de pele e colonizacdo, um achado

relatado em nosso inquérito populacional.8

No entanto, consideramos que a realizacdo conjunta de andlise
epidemioldégica e molecular reforca a validade de nossos achados.
Essa € a funcdo da chamada ‘“epidemiologia molecular’- a
associacdo de métodos moleculares ao estudo da distribuicdo e

determinantes dos agravos ¢ saude e seus fatores de risco.s4

Tomados em conjunto, nossos achados apontam para
importante carreamento e fransmissdo de S. aqureus € MRSA em
pacientes psiquidtricos — sejam eles atendidos em clinicas para
dependentes quimicos ou portadores de outras condicdes associadas

d saude mental. Novos estudos s@o necessdrios para identificar a
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contribuicGo de comportamentos especificos e do ambiente do
servico de saude para esse fendbmeno, e fambém para abordar seu

impacto clinico.
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CONCLUSAO

Prevaléncias de carreamento de Staphylococcus aureus como
um todo e de MRSA em particular em pacientes dependentes
quimicos admitidos em hospital de referencia foram de 28,3% e
2,9%, respectivamente. O carreamento de S. Qureus nesse grupo

foi associado ao uso de cocaina inalatdria.

Entre pacientes internados no hospital psiquidtrico, taxas de
prevaléncia para colonizacdo por S. aureus € MRSA foram de
24,3% e 7,3%. Houve associacdo inversa entre idade e

carreamento de S. aureus.

A prevaléncia global de carreamento de MRSA no estudo foi
superior 4 identificada em inquérito populacional na mesma
regido. Metade dos sujeitos colonizados por MRSA referia uso de

drogas ilicitas.
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A fipagem molecular identificou cluster que agregou metade
dos sujeitos colonizados, sugerindo possibilidade de transmissdo

intra e enfre grupos.

A caracterizacdo do cassete cromossémico (SCCmec)
identificou predominio do fipo IV (epidemiologicamente
associado a infeccdées da comunidade), com ocorréncia
minoritdrio dos tipos | e Il (mais enconfrados no interior de
servicos de saude). Porém ndo foi possivel vincular cada fipo de

SCCmec ainternacodes prévias.
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ANEXO 1: Ficha de
Levantamento de Dados

53

Nome:

Género:  Idade:

Instituigao:

Local de residéncia: Morador de rua (S/N):

Tempo de institucionalizagdo (meses):

Diagnostico psiquiatrico: CID:

Drogas ilicitas (S/N) [Droga e tempo desde ultimo uso]:

Alcool (S/N) [Droga e tempo desde ultimo uso]:

Co-morbidades/Charlson score

1- ( IAM ( H)Icc () Doenga vascular periférica
() Deméncia ( )DPOC ( ) Doengado tecido conjuntivo
() tlcera péptica () Hepatopatia leve
() Doenga cerebrovascular () Diabetes

2- ) Hemiplegia () Doenca renal moderada/severa

(
() Neoplasia maligna () Leucemia ( ) Linfoma
() Diabetes com dano de 6rgao

3- () Doenga hepatica moderada/severa
6-( )AIDS () Tumor sélido metastatico
Score de Charlson:

Outras co-morbidades:

Tatuagens (S/N): H4 quanto tempo:

Internacdes no dltimo ano:

Hospital Data Entrada Data Saida Motivo
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Uso de antimicrobianos no ultimo

ano

Antimicrobiano Data inicio

Data fim

Motivo

Cirurgias e procedimentos invasivos no tltimo ano

Procedimento

Data

Motivo

Outras informacoes de interesse:
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ANEXO 2: Termo de
consentimento livre e
esclarecido.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos o (a) Sr (o) (a), para participar da pesquisa e estudo
denominado “Epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus, em
pacientes internados em hospital psquiatrico e dependentes quimicos
atendidos no servi¢co hospitalar de referéncia no municipio de Botucatu
SP”.

A bactéria estafilococo, também chamada Staphylococcus aureus, é
conhecida por causar varios tipos de infeccbes, como de pele, ossos e
pulmdes (pneumonias). Mas também pode estar presente no nariz, na boca e
em outras partes do corpo de pessoas saudaveis. Uma pesquisa em
Botucatu mostrou que uma de cada trés pessoas possui essa bactéria. I1sso
nao significa que essas pessoas vao ficar doentes. Na verdade a maioria nao
vai apresentar nenhum problema, embora alguns possam no futuro
desenvolver infecgcdes. Mas as pessoas que carregam — sem saber — essa
bactéria podem transmitir a outras, que podem adoecer. Para essas, 0
tratamento pode ser mais dificil quando a bactéria estafilococo existe em sua
forma resistente a antibidticos.

Nossa pesquisa pretende descobrir se pessoas internadas em
hospitais psiquiatricos ou de dependentes quimicos tem maior chance de
apresentar a bactéria estafilococo, em sua forma comum ou resistente a
antibidticos. Por isso convidamos vocé a participar. Se concordar,
colheremos material do seu nariz e boca usando uma espécie de cotonete
(chamado de “swab”). A realizacdo do exame é rapida e geralmente nao
causa nenhuma dor, embora possa ocorrer um pequeno desconforto. Outros
riscos — como sangramento ou irritacdo do local — sdo muito baixos, pois
aplicamos o “cotonete” com delicadeza. O exame podera ser interrompido a
gualguer momento e nédo serad feito em pessoas com facilidade de
sangramento nasal.

O material que é colhido com o “cotonete” sera enviado a laboratério
para tentar encontrar a bactéria estafilococo. Se ela for encontrada, varias
analises serédo feitas para ver a resisténcia a antibiéticos e a capacidade de
se espalhar na populagéo.

Solicitamos também o0 acesso aos dados de seu prontuario para
sabermos os fatores que facilitam ou n&o a presenca da bactéria estafilococo.

Caso aceite, nés informaremos seu resultado e vocé ficara sabendo se
tem a bactéria. Se tiver a forma resistente, sera oferecida a possibilidade de
“‘descontaminagao” (pomada para eliminar a bactéria do seu organismo). Se
necessario, encaminharemos vocé para consulta com médico infectologista
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (Dr. Carlos
Magno, pesquisador do estudo).
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As informacdes obtidas com essa pesquisa poderdo nos ajudar a
direcionar medidas para prevenir as infeccbes por estafilococos em toda a
populacao.

Saiba que esse estudo sera realizado seguindo as normas de ética em
pesquisa, com total sigilo (segredo) de suas informacdes. Além disso, vocé
podera sair do estudo a qualquer momento se assim desejar, bastando para
iISSo entrar em contato com os pesquisadores. Se néo se sentir atendido(a),
podera entrar em contato com a Chefia do Departamento de Doencas
Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu (14)3880-1284 e/o com 0
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (14)
3880-1608.

Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficara em
seu poder.

Declaro que estou ciente dos procedimentos da pesquisa e concordo
com minha participacéo.

Nome

Local
Internacao

Data

Assinatura

Pesquisadora:

Mairis Alarcao Duarte de Oliveira

e-mail: mairis_duarte@hotmail.com Telefone: (14) 3811-2817

Orientador:
Dr Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

E-mail: cmfortaleza@uol.com.br Telefone: (14) 3880- 1284



mailto:mairis_duarte@hotmail.com
mailto:cmfortaleza@uol.com.br
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ANEXO 3: Termo de
consentimento livre e
esclarecido para responsaveis
legais.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Pararesponsaveis legais)

Convidamos o paciente sob sua responsbilidade, para participar da
pesquisa e estudo denominado “Epidemiologia molecular de
Staphylococcus aureus, em pacientes internados em hospital
psquiatrico e dependentes quimicos atendidos no servi¢go hospitalar de
referéncia no municipio de Botucatu SP”.

A bactéria estafilococo, também chamada Staphylococcus aureus, é
conhecida por causar varios tipos de infeccbes, como de pele, ossos e
pulmdes (pneumonias). Mas também pode estar presente no nariz, na boca e
em outras partes do corpo de pessoas saudaveis. Uma pesquisa em
Botucatu mostrou que uma de cada trés pessoas possui essa bactéria. 1sso
nao significa que essas pessoas vao ficar doentes. Na verdade a maioria nao
vai apresentar nenhum problema, embora alguns possam no futuro
desenvolver infec¢cdes. Mas as pessoas que carregam — sem saber — essa
bactéria podem transmitir a outras, que podem adoecer. Para essas, 0
tratamento pode ser mais dificil quando a bactéria estafilococo existe em sua
forma resistente a antibigticos.

Nossa pesquisa pretende descobrir se pessoas internadas em
hospitais psiquiatricos ou de dependentes quimicos tem maior chance de
apresentar a bactéria estafilococo, em sua forma comum ou resistente a
antibidticos. Por isso convidamos o (a) paciente sob sua responsabilidade a
participar. Se concordar, colheremos material do seu nariz e boca usando
uma espécie de cotonete (chamado de “swab”). A realizacdo do exame é
rapida e geralmente ndo causa nenhuma dor, embora possa ocorrer um
pequeno desconforto. Outros riscos — como sangramento ou irritacao do local
— sao muito baixos, pois aplicamos o “cotonete” com delicadeza. O exame
podera ser interrompido a qualguer momento e ndo sera feito em pessoas
com facilidade de sangramento nasal.

O material que é colhido com o “cotonete” sera enviado a laboratorio
para tentar encontrar a bactéria estafilococo. Se ela for encontrada, varias
analises serédo feitas para ver a resisténcia a antibiéticos e a capacidade de
se espalhar na populacgao.

Solicitamos também o acesso aos dados de seu prontuario para
sabermos os fatores que facilitam ou ndo a presenca da bactéria estafilococo.

Caso aceite, nos informaremos o resultado e vocé ficara sabendo se
ele (a) tem a bactéria. Se tiver a forma resistente, serd oferecida a
possibilidade de “descontaminagao” (pomada para eliminar a bactéria do seu
organismo). Se necessario, encaminharemos ele(a) para consulta com
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médico infectologista no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (Dr. Carlos Magno, pesquisador do estudo).

As informacdes obtidas com essa pesquisa poderdo nos ajudar a
direcionar medidas para prevenir as infeccfes por estafilococos em toda a
populacao.

Saiba que esse estudo sera realizado seguindo as normas de ética em
pesquisa, com total sigilo (segredo) das informacdes. Além disso, vocé
podera retirar o paciente sob sua responsabilidade do estudo a qualquer
momento se assim desejar, bastando para isso entrar em contato com 0s
pesquisadores. Se ndo se sentir atendido(a), podera entrar em contato com a
Chefia do Departamento de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de
Botucatu (14)3880-1284 e/o com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu (14) 3880-1608.

Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficara em
seu poder.

Declaro que estou ciente dos procedimentos da pesquisa e concordo
com a participagdo do paciente sob minha responsabilidade.

Nome
Paciente

Nome
Responsavel

Local
Internacao

Data

Assinatura

Pesquisadora:
Mairis Alarcao Duarte de Oliveira

e-mail: mairis_duarte@hotmail.com Telefone: (14) 3811-2817
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Abstract

Little is known about the epidemiology of Staphylococcus aureus and MRSA
colonization in illicit drug users (IDUs), alcoholics and patients of psychiatric hospitals
in settings where the use of injection drugs is rare. In order to address this issue, we
conducted a cross-sectional study in a city in inner Brazil enrolling subjects from two
groups: (a) 138 IDUs admitted to a reference hospital for alcoholism and drug
addiction; (b) 82 patients in acute and long-term therapy in a psychiatric hospital.
Subjects were screened for S. aureus nasal and/or oropharyngeal colonization.
Molecular methods were applied for identification of methicillin resistance,
characterization of the Staphylococcal Chromosome Cassete mec and strain typing of
MRSA isolates. Prevalence rates of overall S. aureus / MRSA colonization for study
groups (a) and (b) were 26.8% / 4.5% and 24.3% / 7.3%, respectively. Poisson
regression multivariable models identified inhaled cocaine as a risk factor for S.
aureus colonization in group (a), while age was negatively associated with
colonization in group (b). We identified isolates harboring SCCmec types IV (7
subjects), | (2 subjects) and Il (1 subject). A single Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE) cluster grouped MRSA isolates from 5 out of 10 subjects, from both study
groups. In conclusion, we found MRSA prevalence higher than that identified in a
population-based survey in the same area, with evidence of cross-transmission
among subjects. Alcoholics, IDUs and psychiatric patients are at greater risk of MRSA

infection and may play a role as spreaders of MRSA to the general population.

Keywords:
Staphylococcus aureus, MRSA, molecular epidemiology, alcoholics, illicit drug users,

psychiatric hospitals.
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1. Introduction

As the incidence metbhicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infection
rises, the epidemiological distinction of healthcare-associated (HA-MRSA) and
community-associated (HA-MRSA) is increasingly blurred (Bal et al, 2016). In this
setting, special populations that move between community, outpatients settings and
long-term care facilities may be reservoirs and spreaders of potentially hazardous
clones.

Illicit drugs users (IDUs) have been identified as a group of high risk for
staphylococcal infections (Basseti & Battegay, 2004; Kaushi et al, 2011), including
MRSA bacteremias caused by the notorious USA300 clone (Kreisel et al, 2011).
However, most studies focusing on this topic are conducted in settings of high
prevalence of use of injectable drugs (Frazee et al, 2005; Ender et al, 2007,
Vayalumkal et al, 2012; Rhee et al, 2015;). The evidence is smaller for users of oral or
inhaled illicit drugs (Dahlman et al, 2017) and also for alcoholics (Kaech et al, 2006).

Another group that has been seldom focused in these studies comprises patients
in psychiatric hospitals (Farley et al, 2013; Das et al, 2014). In spite of emphasis on
outpatients therapy for mental diseases and progressing closure of those hospitals,
there are still many long-term care facilities for psychiatric patients in developing
countries (Saxena et al, 2011), including Brazil (Candiago et al, 2011). A previous
study reported very low adherence to basic infection control practices in a Brazilian
hospital (Piai-Morais et al, 2015), a phenomenon that may increase the spread of
pathogens such as MRSA.

In Brazil, the use of injection drugs is minority (Ferri & Gossop, 1999; Inciardi et
al, 2006) and declined further as the use of cocaine crack reached epidemic level
(Abdalla et al, 2014). On the other hand, alcoholism is endemic (Coutinho et al,
2016) and the number of admissions to long-term care psychiatric hospitals is still
high (Candiago et al, 2014). In this setting, a study of the epidemiology of S. aureus
and MRSA colonization may be helpful in understanding the spread of pathogens
among healthcare facilities and the community, as well as in characterizing

populations of high risk for infection.
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2. Methods

2.1.  Study settings and inclusion criteria

A cross-sectional study was conducted in two facilities for mental health care in
the City of Botucatu, Sao Paulo State, Brazil. Those settings are reference for an area
comprising several municipalities and about 1 million inhabitants. The settings were:

(a) The Hospital for Reference Care of Alcohol and lllicit Drugs (HRCAD, 50
beds), a facility that admits patients for short-term therapeutic
interventions for addiction to drugs and alcohol.

(b) The Cantidio Psychiatric Hospital (CPH, 80 beds), a hospital that performs
both-short term (less than 30 days) and long-term admissions for general
psychiatric disorders.

Subjects from HRCAD were included upon admission to the hospital, while those
from CPH were included any time during their admission. Only those subjects who
agreed to participate or from whom we obtained an informed consent from the legal
representative were included. We excluded those subjects who were aggressive or
had no cognitive ability for decision (when a legal representative could not be
found). Enrolment of subjects was performed during years 2015 and 2016. The study

was approved by the Committee for Ethics in Research.

2.2. Microbiology methods

Nasal and oropharyngeal swabs were collected from study subjects. The swabs
were transported in Stuart Medium. Cultivation and species identification were
performed according to standard techniques. MRSA identification was based on
amplification of the mecA gene (Murakami et al, 1991) and the characterization of
the Staphylococcal Chromosome Cassette mec (SCCmec) was performed using the
protocol described by Milheirico et al (2007).

All MRSA isolates were submitted to strain typing using Pulsed-Field Gel
Electrophoresis protocol based on restriction enzyme Smal (Murchan et al, 2003) or

Apal (for strains not typed with Smal; Rasschaert et al, 2009). Cluster analysis was
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performed in the software Bionumerix (Applied Maths, Belgium) using a similarity

coefficient of more than 80% to define clusters.

2.3. Epidemiological analysis

Subjects data were obtained both by direct interview and by review of medical
charts. We defined prevalence on the basis of recovery of S. aureus or MRSA from at
least one site (nares or oropharynx).

We collected demographic data, sexual behavior, history of previous
incarceration, patterns of use of alcohol and illicit drugs. We also recorded the
following data for the year previous to inclusion to our study: hospital admissions,
invasive procedures (including surgeries), use of antimicrobials, and respiratory or
skin/soft tissue infections. Comorbidities were assessed individually and using the
Charlson index (Charlson et at, 1987).

Data were analyzed using EPlI INFO 7 (Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA) and STATA 14 (StataCorp, College Station, TX). Besides
descriptive analysis, we focused on identifying predictors for S. aureus colonization
for the study groups (HRCAD and CPH). Univariate and multivariable models of
Poisson regression were used. In the multivariable analysis, we used a stepwise
forward strategy for variable selection, with P<0.1 as a criteria for both entering and
staying in the model. Gender, age and (for patients in psychiatric hospital) data on
long-term (versus short-term) admission were forced in all models. A P<0.05 was
used as criteria for significance in the final step. The number of MRSA-harboring

subjects was not sufficient to warrant study of predictors (see bellow).

3. Results

3.1. Prevalence and risk factors

A total of 220 subjects were included in the study, 138 from the hospital for drug
and alcohol addiction (HRCAD) and 82 from the psychiatric hospital (CPH). The
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overall S. aureus colonization prevalence was 26.8 % (95% confidence interval [Cl],
21.1%-33.2%). For MRSA colonization, prevalence was 4.5% (95%Cl, 2.3%-8.0%).

Prevalence rates (and 95%Cl) for study groups were as follows:

e HRCAD:S. aureus, 28.3% (20.1%-36.6%); MRSA, 2.9% (0-8%-7.3%);
e CPH:S. aureus, 24.3% (15.6%=35.1%); MRSA, 7.3% (2.7%-15.3%).

In CPH, the prevalence was higher (P<0.05) in acute care patients for both S.
aureus (39.4% versus 14.3% in long-term residents) and MRSA (12.1% versus 4.1%).

The analysis of predictors for S. aureus colonization is presented in Tables 1 and
2. Briefly, in adjusted models, the use of inhaled cocaine was associated with greater
likelihood of colonization in HRCAD, while age was negatively associated with

carriage of S. aureus in CPH.

3.2. Molecular epidemiology of MRSA isolates

A total of 14 MRSA isolates were obtained from 10 subjects. Overall, 5 subjects
were positive only in oropharynx swabs, 1 only in nares and 4 in both. Isolates
harbored different SCCmec types: IV (10 isolates from 7 subjects), | (2 from 2) and |l
(2 from 1). All subjects from whom 2 sites were positive presented the same PFGE
type in both specimens. A total of 12 isolates (8 subjects) were typed with Smal,
while 2 isolates from 2 subjects (both from CPA) required Apal typing. A single
similarity cluster grouped 5 out of 10 MRSA identified in our survey, alongside with
the USA500 clone (Figure 1).

Table 3 summarizes clinical and epidemiological data from MRSA-colonized
subjects. Briefly, 5 out of 10 had diagnosis of alcoholism; 5 out of 10 used illicit
drugs (mostly crack cocaine) and 4 out of 10 reported previous hospital admissions.
However, we could not associate SCCmec types to previous hospitalization, since

most subjects reporting this data harbored type IV.
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4, Discussion

The dynamics of S. aureus and MRSA spread in the general population is still not
fully understood. However, both epidemiological reports and estimates from
computational models point out to a prominent role of asymptomatic colonized
persons (Macal et al, 2014). Its is reasonable to assume that high-risk populations
moving between healthcare facilities and the community may be especially involved
in the dissemination of MRSA.

Prevalence rates for S. aureus and MRSA colonization in IDUs vary widely in
previous reports. For MRSA, prevalence ranges from under 1% (Colombo et al, 2012)
to 15% (Al-Rawahi et al, 2008). Our overall MRSA prevalence (4.5%) stands in
intermediate levels. However, the rate reached 12.1% in short-term admissions to
the psychiatric hospital. We must emphasize that only 2 out of 220 subjects included
in our study had previous history of use of injection drugs. Also, there was no HIV-
positive subject in our study. Therefore, two populations of increased risk for MRSA
did not contribute to our findings (Poppovich, 2012).

The prevalence of MRSA colonization (both overall and for study groups) was
higher than that reported in population-based survey (Pires et al, 2014) and in
incarcerated men (Witzel et al, 2014) in the same area where this study was
conducted. However, this may be partially due to including oropharyngeal swabs in
the present survey.

This and other findings in our study deserve attention. While overall S. aureus
was especially prevalent among users of inhaled cocaine, half of MRSA carriers (even
those admitted to the psychiatric hospitals) reported use of crack. This may be partly
due to physiologic impact on the mucous membranes of upper airways (Beule,
2010). However, we cannot rule out other predisposing factors, such as neglect of
basic hygiene measures and sharing of paraphernalia (Santos Cruz et al, 2013). One
should notice that alcoholism was marginally significant as a protector factor for S.
aureus colonization in the hospital for addicted subjects (HCRAD). In fact, Dahlman
et al (2017) reported higher rates of S. aureus colonization in subjects with opioid

and amphetamine dependency, when compared to alcoholics.
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The finding of a cluster grouping half MRSA isolates is also noteworthy. While
there is some transfer of patients between the two hospitals (especially transfers
from HCRAD to CPA when patients present more severe mental health picture) no
MRSA carrier in this study had been admitted to both facilities. There is always the
possibility of transmission in community networks of intravenous drug users, a
hypothesis that is coherent with findings of previous studies (Gwizdala et al, 2011,
Poppovich et al, 2013). In fact, a previous population-based study in Botucatu (the
city where both study hospitals are located) identified transmission of strains within
households and neighbours (Pires et al, 2014). The social networks of IDUs,
alcoholics and other psychiatric patients were not addressed in this study, but our
findings suggest that this is an important path for further studies.

A minor finding in our study was that two isolates could not be typed using smal
restriction enzyme. We did not perform Multilocus Sequence Typing (MLST), but it is
possible that those isolates belong to the ST398 clone, which cannot be typed with
that enzyme. That clone has been characterized in livestock-associated MRSA, and
was identified causing severe ventilator-associated pneumonia in a acute-care
hospital in Botucatu (Bonesso et al, 2016).

We found SCCmec types usually related to community-associated (type IV) and
healthcare-associated infections (types | and IlI). However, there was no
epidemiological link between SCCmec type and previous history of admission to
acute care hospitals. This argues for the — already mentioned - blurring of
epidemiological definitions in MRSA infection or colonization (Bal et al, 2016).

Our study has some limitations, including the relatively small sample population
and not performance of MLST. However, the simultaneous use of molecular and
classical epidemiology strengthened the analysis of our findings (Foxman & Riley,
2001).

In conclusion, while overall S. aureus colonization was similar to that found in
general population, we found relevant rates of MRSA carriage among study groups.
Those subjects may be either at greater risk for MRSA infection or act as spreaders
of potentially hazardous clones. In both cases, they constitute a target population
for interventions aimed at preventing and controlling severe staphylococcal

infections.
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Table 1. Predictors of S. aureus colonization in alcoholists and illicit drug users upon admission to a reference care hospital (HRCAD). Univariate

and multivariable Poisson regression analysis.

Poisson, Univariate

Poisson, Multivariable

Predictors S.aureus (39) Negative (99)
PR (95C1%) P PR (95%CI) P

Demographic data
Male gender 27 (69.2) 69 (65.7) 1.13 (0.57-2.22) 0.73 1.09 (0.55-2.19) 0.80
Age (median, quartiles) 32 (23-44) 34 (26-42) 0.99 (0.97-1.02) 0.48 1.01 (0.98-1.05) 0.38
Use of alcohol and drugs
Alcohol 25 (64.1) 81 (81.8) 0.54 (0.28-1.04) 0.06 0.57 (0.29-1.11) 0.09
Mlicit drugs, overall 31 (79.5) 65 (65.7) 1.70 (0.78-3.69) 0.18
Crack cocaine 28 (71.8) 60 (60.6) 1.45 (0.72-2.90) 0.30
Inhaled cocaine 24 (61.5) 37(37.4) 2.02 (1.06-3.85) 0.03  2.26(1.02-5.00) 0.04
Injectable cocaine 1(2.6) 1(1.0) 1.79 (0.25-13.03) 0.57
Marijuana 31(53.9) 34 (34.3) 1.76 (0.94-3.30) 0.08
Time of use* (median, quartiles) 10 (5-23) 14 (7-24) 0.99 (0.97-1.02) 0.58
Use in the last 5 days 28 (71.8) 60 (60.6) 1.45 (0.72-2.90) 0.30
Other behavioural factors
Men that have sex with men 1(2.6) 6 (6.1) 0.49 (0.07-3.59) 0.48
Promiscuous** 22 (56.4) 55 (55.6) 1.03 (0.54-1.93) 0.94
Homeless 12 (30.8) 26 (26.3) 1.16 (0.59-2.31) 0.65
Has tattoos 20 (51.3) 52 (52.5) 0.96 (0.51-1.81) 0.91
History of incarceration 10 (25.6) 20 (20.2) 1.24 (0.60-2.55) 0.56
Health-related factors
Charlson comorbidity index = 1 7 (18.4) 18 (18.2) 1.01 (0.45-2.30) 0.98
Admitted do hospital in the previous year 11 (28.2) 19 (19.2) 1.41 (0.70-2.84) 0.33



Surgery in the previous year 4 (10.3) 11 (11.1) 0.94 (0.33-2.64) 0.90
Skin/soft tissue infection in the previous

year 0 (0.0) 3(3.0) 0.0 (...m..) 1.00
Used antimicrobials in the previous year 11 (28.2) 31(31.3) 0.90 (0.45-1.80) 0.76
Pregnant 1(2.6) 7(7.1) 0.43 (0.06-3.11) 0.40
Syphilis 9(23.1) 13 (13.1) 1.58 (0.75-3.33) 0.23
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Note. All data in number (%) except when specified. Significant results presented in boldface. No subject included in our study was positive for

HIV or chronic viral hepatitis, and all subjects reported history of smoking. Other data that were investigated but not reported by any subject

were not included in the table.
PR, prevalence ratio; Cl, Confidence interval.
*Time of use of alcohol or drugs (in coincident cares, the longest use prevails).

**Define as 3 or more sexual partners in the previous year.
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Table 2. Predictors of S. aureus colonization in alcoholists and illicit drug users during admission to a psychiatric hospital (CPA). Univariate and

multivariable Poisson regression analysis.

Poisson, Univariate

Poisson, Multivariable

Fator S. aureus (20) Negative (62)
PR (95%CI) P PR (95%CI) P

Demographic data
Long term admission* 7 (35.0) 42 (67.7) 0.36 (0.14-0.91) 0.03 1.14 (0.28-4.65) 0.85
Male gender 10 (50.0) 30 (48.4) 1.05 (0.44-2.52) 0.91 0.91 (0.37-2.22) 0.83
Age (median, quartilhes) 35 (23-60) 60 (47-69) 0.96 (0.94-0.99) 0.002 0.96 (0.93-0.99) 0.03
Use of alcohol and drugs
Alcohol 4 (20.0) 5(8.1) 2.02 (0.68-6.07) 0.21
Mlicit drugs, overall 4 (20.0) 3(4.8) 2.67 (0.90-8.01) 0.08
Crack 2 (10.0) 2(3.2) 2.16 (0.50-9.34) 0.30
Marijuana 2 (10.0) 1(1.6) 2.93 (0.68-12.61) 0.15
Other behavioural factors
Men that have sex with men 1(5.0) 2(3.2) 1.39 (0.19-10.35) 0.75
Promiscuous** 5(25.0) 7 (11.3) 1.94 (0.71-5.35) 0.20
Homeless 0 (0.0) 4 (6.5) 0.0 (... - ...) 0.31
Has tattoos 4 (20.0) 6 (9.7) 1.80 (0.60-5.38) 0.29
History of incarceration 0 (0.0) 1(1.6) 0.0 (... - ...) 1.00
Health-related factors
Charlson comorbidity index = 1 5(27.8) 39 (63.9) 0.31 (0.11-0.86) 0.02
Admitted do hospital in the previous year 3 (15.0) 6 (9.7) 1.43 (0.42-4.88) 0.57
Surgery in the previous year 2 (10.0) 3(4.8) 1.71 (0.40-7.37) 0.47
Used antimicrobials in the previous year 7 (35.0) 20 (32.3) 1.10 (0.44-2.75) 0.84
Syphillis 0 (0.0) 4 (6.5) 0.0 (.- 0.94
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Note. All data in number (%) except when specified. Significant results presented in boldface. No subject included in our study was positive for
HIV or chronic viral hepatitis, and all subjects reported history of smoking. Other data that were investigated but not reported by any subject
were not included in the table.

PR, prevalence ratio; Cl, Confidence interval.

*Long-term was defined as admission lasting for more than 30 days. However, 47 out of 49 subjects in long-term admissions resided in the
hospital for more than one year at the time the survey was performed.

**Defined as 3 or more sexual partners in the previous year.
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Table 3. Clinical and epidemiological characteristics of study subjects colonized with

MRSA.

Caracteristicas HRCAD (4) CPA (6)
Male gender 2 2
Age, median (range) 26 (18-49) 32 (21-76)
Alcoholism 3 2
Use of illicit drugs, overall 3 2
Crack cocaine 3 2
Inhaled cocaine* 3* 0*
Promiscuous** 3 1
Homeless 1 0
History of incarceration 1 0
Charlson comorbidity index > 1 0 1
Hospital admission in the previous 2 2
year

Surgery in the previous year 1 2
Antimicrobial use in the previous 1 0
year

Skin/Soft tissue infection in the 0 0
previous year

SCCmec type (number of subjects) IV(3),1(1) IV (4),1(1),11(1)
[solates in PFGE cluster*** 2 3
[solates not typable with Smal*** 0 2

*Statistically significant difference (Fisher exact test, P=0.03).
** Defined as 3 or more sexual partners in the previous year.

***See Figure 1.
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Figure 1. Dendrograms showing MRSA isolates recovered in the study, altogether with
international reference clones. A presents isolates tiped with Smal, while isolates on B
required Apal for typing. Isolates from the same subject are grouped with vertical

lines. The origin of isolates was as follows: (a) subjects in hospital for drug and alcohol
addiction (HRCAD); (b) subjects from the psychiatric hospital (CPA). N and O stand for

nasal or oropharyngeal swabs, respectively.



