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Resumo

A epidemiologia das infec¢des estafilocdcicas tem sofrido importante modificacdo nas Ultimas
décadas. A emergéncia de linhagens de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina associados
a comunidade (CA-MRSA) representa risco especial para populacGes reconhecidamente
vulneraveis como os idosos. Neste ambito, duas situagdes distintas sdo de especial interesse: 0s
individuos institucionalizados, vivendo em casas de repouso, que representam um espaco
intermediario entre a comunidade e o hospital; e os dependentes (acamados) cuidados em
domicilio, expostos de forma intermitente aos servigos de saude. Nosso objetivo foi identificar a
prevaléncia e fatores associados ao carreamento nasal, oral e retal de S. aureus e MRSA em
individuos acamados ou residindo em institui¢cbes de longa permanéncia para idosos (ILPIs) no
municipio de Botucatu, SP, bem como a identificacao de clones importantes de S. aureus e MRSA
nessa populacdo. Estudo com delineamento transversal, em que swabs da nasofaringe, orofaringe
e reto de 226 individuos (150 residentes em nove ILPIs e 76 acamados em domicilio) foram
coletados juntamente com um questionario que, através de entrevista com o préprio individuo ou
responsavel legal, levantou informaces como dados demogréaficos (género e idade), tempo de
institucionalizacdo ou restricdo ao leito, dados clinicos (comorbidades), dispositivos invasivos,
internacOes recentes, doencas infeccionas e uso de antimicrobianos, para identificacdo dos fatores
de risco. O isolamento de S. aureus foi realizado em Agar Baird Parker e a identificagdo foi
realizada por provas biogquimicas e confirmacdo genotipica. Para detec¢do do gene mecA utilizou-
se PCR, caracterizacdo de SCCmec por PCR Multiplex e tipagem molecular dos MRSA pela
técnica de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). A prevaléncia global de S. aureus
identificada foi de 33,6% (76) e 8% (18) de MRSA. Quanto aos idosos das nove ILPIs, a
prevaléncia de S. aureus variou de 16,6% a 85,7% e a de MRSA de 13,3% a 25%. Dos 76
individuos acamados 20 (26,3%) estavam colonizados com S. aureus e desses, quatro (5,2%) eram
portadores de MRSA. Dos 20 MRSA, seis carreavam o SCCmec do tipo IV, nove com SCCmec
do tipo Il e um com SCCmec tipo I. A andlise estatistica multivariada dos fatores de risco para
carreamento de S. aureus nos individuos incluidos no estudo (acamados e idosos residentes em
ILPIS) revelou associagdo positiva com residentes em ILPIs (OR=2,05, 1C95%=1,07-3,91,
p=0,03), com o sexo masculino (OR=2,15, IC95%=1,22-3,79, p=0,008), com historico de cirurgias
(OR=5,99, 1C95%=1,26-28,92, p=0,02), com a presenca de comorbidades pelo Charlson score
(OR=1,35, 1C95%=1,01-1,92, p=0,047) e associagdo negativa com doengas cardiacas (OR=0,18,
1C95%=0,05-0,70, p=0,01). Para o carreamento de MRSA a analise multivariada revelou
associagao positiva com sexo masculino (OR=3,29, 1C95%=1,18-9,17, p=0,02). A tipagem por
PFGE dos MRSA revelou a presenga de cinco clusters, sendo que a maioria agrupou isolados da



ILPI de maior porte, e com similaridade com MRSA de diferente ILPI. Os resultados do PFGE
também mostraram similaridade entre MRSA isolado de individuo acamado e de ILPI. Com os
dados obtidos é possivel compreender melhor a epidemiologia de S. aureus e MRSA na populagéo
estudada. Os resultados descritos ressaltam o papel que as instituicGes de pequeno e médio porte
desempenham pela alta prevaléncia de MRSA que possuem. Além disso, o alto numero de MRSA

de origem oral mostra a importancia de estudar esse sitio geralmente negligenciado.

Palavras-chave: populacdo idosa, ILPIs, pacientes acamados, Staphylococcus aureus, MRSA,

epidemiologia molecular.



Abstract

The epidemiology of staphylococcal infections has undergone important changes in recent
decades. The emergence of community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(CA-MRSA) strains represents a special risk to populations recognized as vulnerable, such as the
elderly. Within this context, two different situations are of special interest: institutionalized
individuals living in nursing homes, which represent an intermediary space between the
community and the hospital, and dependent (bedridden) patients cared for at home, who are
intermittently exposed to health services. Our objective was to determine the prevalence and
factors associated with nasal, oral and rectal carriage of S. aureus and MRSA in bedridden patients
and residents of long-term care facilities (LTCF) for the elderly in the city of Botucatu, SP, and to
identify important S. aureus and MRSA clones in this population. In a cross-sectional study,
nasopharyngeal, oropharyngeal and rectal swab samples were collected from 226 individuals (150
individuals from nine LTCF and 76 bedridden patients living at home). In addition, a questionnaire
was applied by interview with the subject himself or the legal representative for the collection of
demographic data (gender and age), length of institutionalization or bedridden period, clinical data
(comorbidities), invasive devices, recent hospitalizations, infectious diseases, and antimicrobial
use in order to identify risk factors. Staphylococcus aureus was isolated on Baird Parker agar and
identified by biochemical tests and genotypic confirmation. PCR was used for detection of the
mecA gene and multiplex PCR for characterization of SCCmec. Molecular typing of MRSA was
performed by pulsed field gel electrophoresis (PFGE). The overall prevalence of S. aureus was
33.6% (n = 76) and that of MRSA was 8% (n = 18).Among the elderly individuals from the nine
LTCF, the prevalence of S. aureus ranged from 16.6 % to 85.7% and that of MRSA from 13.3%
to 25.0%. Twenty (26.3%) of the 76 bedridden individuals were colonized with S. aureus and four
of them (5.2%) were carriers of MRSA. Among the 20 MRSA isolates, six harbored SCCmec Type
IV, nine SCCmec Type II, and one SCCmec Type I. Multivariate analysis of risk factors for S.
aureus carriage in the individuals included in the study (bedridden patients and elderly residents
of LTCF) revealed a positive association with residency in LTCF (OR=2.05, 95%CI=1.07-3.91,
p=0.03), male gender (OR=2.15, 95%CI=1.22-3.79, p=0.008), history of surgeries (OR=5.99,
95%CI=1.26-28.92, p=0.02) and presence of comorbidities according to the Charlson score
(OR=1.35, 95%CI=1.01-1.92, p=0.047), and a negative association with heart diseases (OR=0.18,
95%CI1=0.05-0.70, p=0.01). For MRSA carriage, multivariate analysis showed a positive
association with male gender (OR=3.29, 95%CI1=1.18-9.17, p=0.02). Typing of MRSA by PFGE
revealed the presence of five clusters. Most clusters contained isolates from larger LTCF and
similarity was observed between MRSA from different LTCF. The PFGE results also showed



similarity between MRSA isolated from bedridden patients and LTCF residents. The results
contribute to a better understanding of the epidemiology of S. aureus and MRSA in the population
studied. The findings emphasize the role of small and medium-sized institutions due to the high
prevalence of MRSA found. In addition, the large number of MRSA of oral origin highlights the

importance of studying this generally neglected site.

Keywords: elderly population, LTCF, bedridden patients, Staphylococcus aureus, MRSA,
molecular epidemiology
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1. Introducéo

1.1 Staphylococcus aureus

Os patdgenos sao capazes de se espalhar, criar reservatdrios, colonizar e causar doenca.
Eles podem também adquirir genes de resisténcia aos agentes antimicrobianos®. O Staphylococcus
aureus é um importante patégeno associado a doencas nosocomiais e adquiridas na comunidade.
Pode ser tanto um comensal humano quanto um agente patogénico e frequentemente causa
infecces clinicas, como infecgdes da pele e de tecidos moles. Embora possam estar presentes em
varios locais do corpo, a nasofaringe e orofaringe sdo os locais mais frequentes?. S. aureus possui
a capacidade de colonizar assintomaticamente pessoas normais. Estima-se que cerca de 20 a 40%
da populacdo mundial sdo portadores nasais assintomaticos de S. aureus e com isso estdo em maior

risco de infecgio®.

A transmissdo de S. aureus se da principalmente por contato direto, contato pele-a-pele
com individuos colonizados ou infectados, mas o contato com objetos contaminados e superficies
também podem desempenhar um papel na transmissdo. A perda da barreira normal da pele, a
presenca de doencas como diabetes e sindrome da imunodeficiéncia adquirida e defeitos na funcéo

de neutrdfilos predispdem a infecgio®.

Cepas resistentes a meticilina surgiram durante a década de 1960 na Europa, em 1970 nos
Estados Unidos e em outros lugares, e rapidamente se tornaram um grande problema clinico®. Os
genes de resisténcia possuem uma gama muito ampla de elementos e os envolvidos na
disseminacdo da resisténcia e viruléncia dos estafilococos sdo: ilhas genémicas; bacteriéfagos;
ilhas de patogenicidade; cassetes cromossdmicos; plasmideos, sequéncias de insercdo e

transposons.

A resisténcia a meticilina em estafilococos se codifica através do gene mecA que esta
presente no Cassete Cromossémico Estafiloccico mec (SCCmec). O gene de resisténcia mecA,
codifica uma proteina ligadora de penicilina (PBP) adicional, PBP2a, que possui uma baixa
afinidade para os antibidticos B-lactdmicost. Até o momento 13 tipos de SCCmec (1 ao XII1) foram
descritos® "8 (Tabela 1).
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Tabela 1 — Tipos de SCCmec atualmente identificados em cepas de S. aureus.

Tipo Complexo Complexo

SCCmec gene ccr gene mec
I 1 (A1B1) B
II 2 (A2B2) A
III 3 (A3B3) A
IV 2 (A2B2) B
Y, 5 (C1) c2
VI 4 (A4B4) B
VII 5 (C1) C1
VIII 4 (A4B4) A
IX 1(A1B1) C2
X 7(A1B6) C1
XI 8(A1B3) E
XII 9 (C2) C2
XIII 9 (C2) A

Fonte: International Working Group on the Staphylococcal Cassette Chromosome elements (IWG-SCC), SCC
Classification [6], Sharmin Baig et al [8].

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tém sido reconhecido como uma
das principais causas de infeccOes hospitalares em todo o mundo. As infeccbes ocorrem
predominantemente em hospitais, e sdo chamados de hospital-acquired MRSA (HA-MRSA). No
entanto, a incidéncia de infec¢des adquiridas na comunidade, community-acquired MRSA (CA-
MRSA), tem aumentado®. Os tipos de SCCmec IV e V tém sido associados com as cepas de MRSA

disseminados na comunidade®.

No Brasil, Ribeiro et al (2005)* descreveram os primeiros casos de CA-MRSA em Porto
Alegre com amostras obtidas em 2002 e 20032, Outro estudo desenvolvido por Ribeiro et al
(2007) também revelou CA-MRSA no Rio de Janeiro entre os isolados obtidos entre 2004 e
2006213, Carmo et al (2011) também descreveram isolados de CA-MRSA em Sio Paulo®.
Entretanto o nimero de estudos realizados com MRSA de origem comunitéaria no Brasil ainda

carece e nao se permite estabelecer uma estimativa segura sobre a situacéo.
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A infeccdo por MRSA esta cada vez mais dificil de tratar, pois cepas multirresistentes estdo
em ascensdo, levando a altas taxas de mortalidade em seres humanos®. A higienizacdo das maos,
culturas de vigilancia na admissédo dos novos pacientes, precaucdes de contato para 0s pacientes
com MRSA seguida de descolonizacdo e uma continua educacdo dos profissionais de saude sdo

acdes consideradas bem-sucedidas na redugdo da transmisséo de MRSA em ambiente endémico®.

Um dos ambientes capazes de promover a aquisicdo e disseminacdo de MRSA sdo
justamente as casas de repouso para idosos, onde ha a transmissao cruzada devido a permanéncia
em ambiente confinado e pela reducdo a adesdo de medidas higiénicas causadas pelo
comprometimento cognitivo®®. Isso coloca os moradores em constante risco de colonizagdo e
infeccdo por este micro-organismo. Além disso, a resisténcia do MRSA a antibioticos de primeira
linha como penicilinas traz risco para o0s pacientes imunocomprometidos e torna a infec¢do mais
dificil de tratar™,

1.2 Idosos e Envelhecimento

Envelhecimento populacional se tornou real mesmo para paises em desenvolvimento®’.
Embora a melhora dos parametros de satde ndo se distribua de forma homogénea envelhecer ndo
é mais algo exclusivo de paises desenvolvidos'®. A Revisdo de 2015 da Organizacdo das Nagdes
Unidas (ONU) “Previsdes sobre a populagdo mundial” mostrou que nos ultimos anos foram
alcancados ganhos significativos na expectativa de vida. Em 2010-2015 a expectativa de vida na
Africa foi de 60 anos, na Asia 72 anos, na América Latina e no Caribe 77 anos, na Europa e na
Oceania 79 anos e na América do Norte 79 anos. Em nivel global, entre 2000-2005 a 2010-2015,
houve aumento de trés anos na expectativa de vida passando de 67 para 70 anos e esta projetada

ainda para aumentar para 77 anos em 2045-2050 e para 83 anos em 2095-2100%°.

Em 2015, 901 milhdes de pessoas tinham 60 anos ou mais representando 12% da populacéo
global. As principais regides do mundo, exceto a Africa, terdo até 2050 quase um quarto ou mais
de suas populagdes com 60 anos ou mais. Essa populagéo cresce a uma taxa de 3,3% por ano. O
numero de pessoas idosas no mundo esta projetado para ser 1,4 bilhdes em 2030 e 2,1 bilhdes em
2050, e pode subir para 3,2 bilhdes em 2100,
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No Brasil os indices etarios mudaram profundamente nos tltimos 50 anos. Esperava-se que
uma crianca nascida em 1960 vivesse em média 48,0 anos e, meio século depois, em 2010, este
valor subiu para 73,4 anos. Além disso, uma mulher em 1960 teria em média 6,3 filhos, passando
para 1,9 filhos em 2010. A diminui¢do da mortalidade e da fecundidade da populacédo, fez com
que as criancas sobrevivessem até idades mais avangadas®. O avanco tecnoldgico e cientifico, a
melhora de condicdes de salde, condi¢Bes sanitarias e higiénicas que vem ocorrendo no pais

também possivelmente contribuiram para isso?..

%
100,0

90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0
1960 1970 1980 1991 2000 2010

0 a 14 anos de idade 15 a 64 anos de idade 65 anos ou mais de idade

Fonte: IBGE, Censo Demografico®®.

Figura 1 — Participacdo dos grandes grupos de idade na populacéo total residente Brasil —
1960/2010

Em 1960 a populacdo com menos de 15 anos de idade representava 42,7% da populacao
total, indo para 24,1% em 2010. A queda no nivel de fecundidade diminui a participacdo da
populagdo com menos de 15 anos de idade, enquanto a diminui¢cdo na mortalidade proporcionou
0 aumento da participacdo da populagdo mais velha?®, conforme pode ser observado na Figura 1.

Doencas que acompanham o envelhecimento também passaram a se expressar mais no
conjunto da sociedade, levando a uma maior procura dos idosos por servicos de saude, com
internacOes hospitalares mais frequentes e tempo de ocupacéo do leito maior quando se comparado
a outras faixas etarias'®. O crescente no nimero de idosos com 80 anos ou mais (idosos longevos)
gera um aumento na frequéncia de comorbidades e declinio funcional. Doengas cronicas,
constantes nesses idosos, contribuirdo para o aparecimento de dificuldades nas atividades de vida
diaria, interferindo na independéncia e autonomia do idoso que tendem a necessitar de cuidados

mais complexos e de longa duracdo??.
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1.3 Domicilio e as Institui¢fes de Longa Permanéncia para ldosos (ILPIs)

O domicilio € um espaco onde pessoas, idosas ou ndo, portadoras de doencgas cronicas e
outras afeccdes podem viver com boa qualidade de vida e manter estabilidade da doenca. Esta é
uma realidade que tem se tornado cada vez mais frequente?3.Os idosos incapacitados, dependentes
ou com autonomia reduzida na realizagéo de suas atividades diarias, tem a familia como alternativa
de suporte sendo ela a sua principal fonte de cuidados. Entretanto existem idosos que ndo possuem
familia ou que os familiares precisam trabalhar e ndo podem assumir tais responsabilidades.
Existem também familias que ndo conseguem manter o idoso dependente em casa, pois o cuidado
se tornou dificil e desgastante. Além disso, situacdes de conflitos familiares podem resultar na

procura pela institucionalizacéo do idoso dependente?.

As InstituicOes de Longa Permanéncia para Idosos (ILPIs), chamadas de asilos no passado,
sdo modalidade de atendimento ao idoso fora de seu convivio familiar?*. Elas oferecem cuidados
para as atividades didrias como tomar banho, usar banheiro e se alimentar. Os cuidados de longa
duracdo sdo principalmente destinados a populacdo idosa, por serem mais expostos a doencas

cronicas o que pode deixa-los incapacitados de realizarem tais atividades®’.

O avango da idade gera maior chance de institucionalizacdo devido aos riscos da
incapacidade funcional, maior carga de doengas cronicas e a ocorréncia de internacGes hospitalares
que potencializam essa probabilidade®*. Fatores de risco para a institucionaliza¢do de idosos em
ILPIs incluem: o aumento no nimero de idosos incapacitados e fragilizados; a falta de
disponibilidade dos familiares; cuidado domiciliar de alto custo, moradias inadequadas ou que
oferegam riscos de quedas e a violéncia contra o idoso. Com isso as ILPI’s se tornam uma

alternativa que deverdo ajudar a assegurar a qualidade de vida?®.

Geralmente os lares de idosos admitem individuos que requerem um grau mais elevado de
cuidados médicos e que muitas vezes precisam ser hospitalizados. Isso faz com que esses
estabelecimentos possam servir como reservatorio de micro-organismos multirresistente?®. Uma
fonte de patdgenos infecciosos que pode aumentar o niumero de casos em hospitais de todo o pais
por se espalhar de estabelecimento em estabelecimento inclusive os geograficamente distantes.
Determinar a origem do surgimento de um surto pode ser um desafio, pois este pode se apresentar
como varios surtos em locais diferentes. Mesmo os hospitais com baixos niveis de MRSA correm
risco de apresentarem surto caso os lares de idosos ndo mantiverem um controle de infecgdo

eficaz?’.
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Avaliar o grau de resisténcia nos estabelecimentos para idosos se torna importante para
auxiliar no controle de infecgdo, além de poder determinar o risco que esse micro-organismo gera

para essa populacéo.
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2. Justificativa

A populacéo descrita previamente apresenta grande risco de colonizacéo e infec¢do por S.
aureus necessitando assim de uma investigacdo mais detalhada. No Brasil h4 uma caréncia de
estudos relacionados a colonizacdo e infec¢do por S. aureus na comunidade. Nossa proposta foi
contribuir para a compreensdo da epidemiologia da colonizacdo por esse micro-organismo, pois

avaliamos a prevaléncia e fatores associados a colonizacéo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Determinar a prevaléncia e fatores associados ao carreamento nasal, oral e retal de S.
aureus e MRSA em individuos acamados em domicilio ou residindo em instituicdes de longa

permanéncia para idosos no municipio de Botucatu, SP.

3.2. Objetivos especificos

o Identificar fatores preditores do carreamento de S. aureus e MRSA nessas populacdes.
e Descrever a frequéncia de ocorréncia dos cassetes cromossomicos SCCmec em MRSA.

e Descrever a distribuicdo clonal dos patdgenos de interesse nos grupos de estudo.
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5. Apresentacao da dissertacao
Os resultados e a discussédo dos dados obtidos encontram-se apresentados na forma de

artigo cientifico.
5.1 Artigo cientifico: EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Staphylococcus aureus EM
PACIENTES ACAMADOS EM DOMICILIO OU VIVENDO EM INSTITUIQOES DE LONGA

PERMANENCIA PARA IDOSOS

Artigo escrito segundo as normas do Periddico: Future Microbiology (Fator de impacto: 3,190).
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Resumo

Objetivo: Identificar a prevaléncia e fatores associados ao carreamento nasal, oral e retal de S.
aureus e MRSA em individuos acamados ou residindo em institui¢cbes de longa permanéncia para
idosos (ILPIs). Resultados: Prevaléncia global de S. aureus de 33,6% (76) e de MRSA em 8%
(8). A prevaléncia de S. aureus nas nove ILPIs estudadas variou de 16,6% a 85,7% e de MRSA
de 13,3% a 25%. Residentes em ILPIs, sexo masculino, cirurgias, comorbidades Charlson score
foram fatores de risco associados ao carreamento de S. aureus, enquanto que 0 carreamento de
MRSA mostrou associagdo positiva com sexo masculino. Conclusdo: Foi verificada alta
prevaléncia de S. aureus em idosos de instituicdes de pequeno e médio porte e maior prevaléncia

de MRSA na orofaringe.

Palavras-chave: populacdo idosa, ILPIs, pacientes acamados, Staphylococcus aureus, MRSA,

epidemiologia molecular.
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Abstract

Objective: To determine the prevalence and factors associated with nasal, oral and rectal carriage
of S. aureus and MRSA in bedridden patients and residents of long-term care facilities (LTCF) for
the elderly. Results: The overall prevalence of S. aureus was 33.6% (n = 76) and that of MRSA
was 8% (n = 18). In the nine LTCF studied, the prevalence ranged from 16.6% to 85.7% for S.
aureus and from 13.3% to 25,0% for MRSA. Residency in LTCF, male gender, surgeries and
comorbidities (Charlson score) were risk factors associated with S. aureus carriage, while MRSA
carriage was positively associated with male gender. Conclusion: A high prevalence of S. aureus
was observed among elderly people living in small and medium-sized institutions and the

prevalence of MRSA was higher in the oropharynx.

Keywords: elderly population, LTCF, bedridden patients, Staphylococcus aureus, MRSA,
molecular epidemiology
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Introducéo

A epidemiologia de Staphylococcus aureus passou nas Ultimas décadas por uma revolugéo
conceitual’. Esse fendmeno deveu-se em parte a modificacdes relevantes do comportamento
epidemiol6gico®.No entanto, houve também uma reavaliagdo de conceitos antigos em face de

novos conhecimentos advindos de pesquisa clinica e experimental®.

Assim € que S. aureus resistentes a meticilina (methicillin-resistant S. aureus, MRSA),
tradicionalmente abordados como agentes exclusivos de infeccdes relacionadas a assisténcia a
saude (IRAS), passaram a ser reconhecidos como responsaveis por doenca grave adquirida na
comunidade (Community-associated [CA]-MRSA)*®.

A colonizacdo é um estagio precursor da doenca invasiva. Acredita-se que carreadores de
S. aureus apresentem maiores riscos de adquirir infeccdo e presume-se gue 0S mesmos sejam uma
importante fonte de disseminagdo da bactéria entre os individuos®. Estudos revelam que individuos
colonizados com uma grande carga bacteriana apresentam risco seis vezes maior de desenvolver
infeccdo estafilococica, em comparacdo a individuos nao-carreadores ou com baixa carga

bacteriana’. Esse fendmeno parece ainda mais frequente entre os carreadores de MRSA®®,

Uma faceta relevante da epidemiologia de S. aureus € o acometimento de “populagdes
especiais”. Esse termo deve ser entendido como referindo-se a estratos populacionais
diferenciados por pressdes ecoldgicas e/ou condi¢es de morbidade especificas, tais como idosos
e acamados. A emergéncia de linhagens de MRSA representa risco especial para populactes
reconhecidamente vulneraveis como os idosos. Neste ambito, duas situacGes distintas sdo de
especial interesse: os idosos institucionalizados, vivendo em “casas de repouso”, que representam
um espaco intermediario entre a comunidade e o hospital; e os idosos dependentes (acamados)

cuidados em domicilio, expostos de forma intermitente aos servigos de satde.

Sabe-se que pacientes idosos possuem um elevado risco de morbidade e mortalidade por
doencas infecciosas devido as comorbidades, debilidade fisica, cognitiva e imunidade em declinio
que apresentam?®. O risco é ainda maior em idosos que se encontram colonizados por S. aureus
que podem causar infeccdes graves quando ha comorbidades associadas (insuficiéncia cardiaca
congestiva, diabetes, doenca pulmonar e insuficiéncia renal)!!, algo comumente encontrado em
pacientes acamados cuidados em domicilio e vivendo em Instituicdes de Longa Permanéncia para
Idosos - ILPIs.
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Mesmo com o0s avancos da antibioticoterapia na diminui¢do da mortalidade, o prognostico
para pacientes idosos afetados por infec¢cbes com bactérias multirresistentes continua 0 mesmo.
Acreditamos que a avaliacdo de grupos diferentes de idosos (acamados e institucionalizados) pode
trazer insights sobre os fatores de risco para carreamento e disseminacao de linhagens de MRSA.
Uma melhor compreensdo da epidemiologia e fatores de risco para a colonizacdo por MRSA
nessas populagdes pode ter implicacgdes significativas para o tratamento e prevencédo de infecgdes
por MRSA.

Esse estudo se justifica pela perspectiva de que a partir dos resultados obtidos podem ser
realizadas intervengdes que possibilitem diminuir a disseminagdo de isolados resistentes de S.
aureus entre idosos, reduzindo consequentemente o risco de infecgdes e complicagfes causadas
pelo patdgeno. Assim, estabelecer os fatores de risco e conhecer a prevaléncia desses micro-
organismos nesses ambientes se torna crucial, pois fornece suporte para decisdes clinicas que

visam melhorar a qualidade de vida dessa populagéo de risco.
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Materiais e métodos

Delineamento do estudo

O estudo foi um delineamento transversal realizado no municipio de Botucatu-SP, que
segundo a Gltima estimativa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, possuia uma

populacéo estimada de 144.820 habitantes, sendo destes 17.008 idosos*?.

A Secretaria Municipal da Saude contabilizava em seu cadastro 188 residentes em Casas
de Repouso e 222 acamados. Foi realizado um calculo amostral com base nesse nimero onde
obteve-se um “n” sugerido de 173 individuos. A formula utilizada para calcular o nimero de

amostras esta disposto no Anexo |.

Estes individuos foram abordados em visitas domiciliares e em instituicdes de longa
permanéncia através de enderecos fornecidos pela propria secretaria ou pelas unidades de saude
do municipio, e convidados a participar da pesquisa, apos uma explicacdo detalhada sobre o estudo
e sua importancia. A participacdo foi confirmada apds assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecida (TCLE) pelo individuo e nos casos de déficit cognitivo, foi solicitado o

consentimento do responsavel legal ou (na auséncia deste) o da instituicéo.

Também foi aplicado questionario (Anexo 2), que incluiu dados demogréaficos (género e
idade), tempo de institucionalizacdo, dados clinicos (comorbidades), dispositivos invasivos,
internacdes recentes (Ultimos 6 meses), doencas infecciosas atuais ou recentes, e uso de
antimicrobianos (Gltimos 6 meses). Essas informacg6es foram levantadas através de entrevista com

0 proprio participante e/ou seu responsavel.

Foram incluidos todos os individuos que consentiram participar da pesquisa e nos casos
dos que se encontravam impossibilitados de compreender (ex.: deméncia), estes foram incluidos
mediante consentimento do responsavel. O critério de exclusdo foi individuos institucionalizados

ou acamados ha menos de 30 dias.
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Coleta de culturas

Amostras de vestibulo nasal, da orofaringe e do reto de 226 individuos (150 residentes de
nove casas de repouso e 76 acamados em domicilio) do municipio de Botucatu, SP, Brasil, foram
coletadas utilizando um swab estéril com meio de transporte para cada um dos sitios citados.
Devido a recusa por parte de 47 individuos, somente 179 swabs retais foram coletados. J& para os

sitios nasal e oral ndo houve nenhuma recusa entre os 226 individuos incluidos no estudo.

A técnica de coleta incluiu a umidificacdo do swab em solucgdo fisioldgica 0,9% (técnica
estéril) e introducdo em ambas as narinas, até a maior profundidade toleravel pelo participante da
pesquisa, com rotacdo da haste pressionando gentilmente a extremidade contra a mucosa. Para
coleta da orofaringe o swab foi levemente pressionado e girado sobre as tonsilas e atras da Gvula
(faringe posterior), evitando-se tocar na lingua, mucosa bucal e Uvula. Ja para a coleta retal passou-
se a ponta do swab a aproximadamente dois centimetros do esfincter anal, rotacionando
cuidadosamente para coletar amostra das criptas anais, certificando-se de que houvesse coloracao
fecal no algodao apos a retirada do swab. Apos a coleta, os swabs foram transportados em meio
de Stuart para o Laboratério de Microbiologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia

do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Identificacd@o fenotipica de Staphylococcus aureus

As amostras coletadas dos trés sitios foram semeadas em placas de petri contendo agar
Baird Parker, meio seletivo para Staphylococcus. Apos incubacdo a 37°C por 48 horas as culturas
gue se desenvolveram foram submetidas a coloracdo de Gram objetivando-se sua pureza e a
observacdo da morfologia e coloracdo especifica. Apos a confirmacao dessas caracteristicas, foram
feitas as provas de catalase e coagulase em tubo conforme preconizado por Koneman et al‘de

provas biogquimicas adicionais de fermentacdo dos acucares maltose, trealose e manitol.

Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o Kit Illustra (GE healthcare) que consistiu na
digestéo inicial das células de estafilococos com lisozima (10mg/ml) e proteinase K (20mg/ml).
Apos isso, 500ul da solucdo de extracdo foi adicionada & mistura e centrifugado a 10.000 x g por
quatro min. O sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x g por um min.
O liquido coletado foi descartado e 500ul de solucdo de extracdo foi adicionada novamente a
coluna. Apos a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, 500ul da solucdo de lavagem foi
adicionado a coluna e submetido a centrifugagdo a 20.000 x g por trés min. A seguir, a coluna foi
transferida para um tubo de 1,5ml e 200ul de agua Milli Q aquecida a 70°C foi utilizada para a

eluicéo.
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Identificacdo genotipica de Staphylococcus aureus

As amostras foram submetidas a técnica de PCR para amplificacdo do fragmento de DNA
Sa442, especifico da espécie S. aureus seguindo o protocolo descrito por Martineau et al*#, na qual
foram utilizados os primers Sa442-1 (5'-AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG-
3") e Sad42-2 (5'-CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA-3") gerando um produto
amplificado de 241pb.

Testes de suscetibilidade antimicrobiana

O teste de suscetibilidade antimicrobiana foi realizado para todos os isolados através da
técnica de difusdo da droga em &gar a partir de discos impregnados conforme critérios
recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)*. Para o preparo dos inoculos
foram utilizadas culturas em caldo BHI, previamente incubadas por 18 a 24 horas e ajustadas em
salina com a turbidez da escala 0.5 de Macfarland. As drogas utilizadas foram: Oxacilina (1ug) e
Cefoxitina (30pg). Uma vez ajustada a densidade do in6culo, a semeadura foi feita com utilizagdo
de swab estéril na superficie de Agar Mueller Hinton, onde posteriormente foram 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 didametro do halo de inibicdo através de
interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo CLSI. A linhagem padréo de S. aureus ATCC
25923 foi a utilizada como controle durante o teste.

Deteccdo molecular do gene mecA e caracterizacdo do SCCmec.

As reacOes de PCR para a deteccdo do gene mecA, gene de resisténcia a meticilina, foram
realizadas conforme os parametros descritos por Murakami et al*®, utilizando os primers mecAl e
mecA2. Em todas as reacdes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com
controle 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% corado com Saber
Safe.

A determinag&o do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se um método de reagdo PCR-

Multiplex, conforme descrito por Oliveira e de Lencastre!’e atualizado por Milheirico et al*®.
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PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

Todos os isolados de MRSA obtidos no estudo foram submetidos a tipagem molecular pela
técnica de Pulsed-Field Gel Eletroforesis (PFGE), conforme protocolo modificado de McDougal

et al®®.

Os isolados de MRSA foram colocadas em caldo BHI para o crescimento durante 24 horas.
Em um microtubo, foram adicionados 400ul da amostra e centrifugada a 12.000rpm por 50
segundos. 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 10 minutos a
37°C. Apds agitagdo em vortex, foram adicionados Sul de lisostafina (Img/ml em 20mM de

acetato de sodio [pH 4,5]) e 300ul de agarose lowmelt.

As amostras foram distribuidas nos moldes para plugues, ap6s a solidificacdo foram
colocadas em placa de 24 pocos com 2 ml de solugdo EC (6mM Tris-HCI, 1M NaCl, 100mM
EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sddio, 0,5% laurilsarcosil sodico) e incubadas a 37°C
por no minimo 4 horas. O EC foi retirado e os plugues lavados com 2 ml de TE quatro vezes a

temperatura ambiente com intervalos de meia hora.

Para a restricdio do DNA gendmico foi utilizada a enzima Smal (Fast Digest Smal,
Fermentas Life Science, Canada). A eletroforese foi executada em aparelho CHEF-DR 111 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 condicdes: 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
tampéo de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) como
marcador molecular. O gel foi corado com GelRed (10.000X em agua, Biotium, EUA) por 1 hora,

e fotografado sob transiluminacdo UV.

A andlise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics (versao 7.6;
Applied Maths, Bélgica). A criacdo do dendrograma foi realizada pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com toleréncia da posicéo das bandas e
a otimizacdo ajustada para 1,2% e 1%, respectivamente. O coeficiente de similaridade de

Dice>80% foi escolhido para determinacao dos clusters.

Os isolados de MRSA que ndo puderam ser tipados ap0s digestdo com a enzima Smal

foram tipados utilizando a enzima de restricdo Apal.
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Anadlise estatistica

O delineamento do estudo é transversal e considerou como desfecho a presenca de S.
aureus ou MRSA. Para identificacdo dos fatores de risco, foi realizada inicialmente andlise
univariada. Variaveis dicotbmicas foram analisadas pelos testes do Chi-quadrado ou Exato de
Fisher (quando pertinente). Varidveis numéricas foram analisadas pelo teste U de Mann-Whitney.
A seguir, testamos os confundimentos em modelos multivariados de Regressdo Logistica,
utilizando uma estratégia de selecdo de variaveis por avangos (stepwise forward) com critério de
p-valor menor que 0,1 para entrada e permanéncia nos modelos. Os dados foram armazenados no
software EPI INFO 7 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA) e todas as
analises foram realizadas em SPSS 20 (IBM, Armonk, NY, USA).
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Resultados

Prevaléncia da colonizagdo de S. aureus e MRSA

Amostras de 226 individuos foram coletadas e analisadas. A prevaléncia global identificou
33,6% (76) como sendo portadores de S. aureus e 8% (18) de MRSA, em pelo menos um dos sitios
coletados. Quanto a prevaléncia por sitio, foi verificado na cavidade nasal um total de 53 S. aureus
sendo 33(14.6%) exclusivos deste sitio. Ja de origem oral foi verificado um total de 34 S. aureus
sendo 17 (7,5%) exclusivos deste sitio. Na cavidade retal o total de S. aureus foi de 10 sendo cinco
(2,2%) exclusivos deste sitio. Além disso foi observado portadores simultaneamente nasal e oral
em 16 (7%), concomitantemente nasal e retal em quatro (1,7%) e simultaneamente oral e retal em
um (0,4%) dos individuos. Quanto aos 20 MRSA identificados, sete foram de origem nasal, oito
da orofaringe, um retal e quatro simultaneamente de origem nasal e oral (Figura 2). Vale ressaltar
que, em um individuo do estudo foi encontrado MSSA nasal e MRSA oral e em outro individuo
foi encontrado MRSA nasal e MSSA retal.

f 3 f N
Nasal = 33 individuos
*(S. aureus = 14,6%) '\:AS;QA;Z;;
** (MRSA = 3%)
L v “ J
f N " '
Oral = 17 individuos
*(S. aureus = 7,5%) 'l\\/l/liss,AA_: :
** (MRSA = 3,5%)
. 7 " 7
N total individuos = 226 Retal = 5 individuos [

(de 179 coletados) MSSA =4

r " *(S. aureus = 2,7%) MRSA =1
Individuos colonizados = 76 | **(MRSA=0,5%) | X )

*(S. aureus = 33,6%)

** (MRSA = 8%) f Nasal + oral = 16 [ |

. o individuos MSSA =28

[ h *(S. aureus = 7%) MRSA =4

N total de MSSA = 77 ** (MRSA = 1,7%)

Ne total de MRSA = 20 - d . o
N¢ total de S. aureus = 97 " Nasal+retal=4 | [ )

- o individuos MSSA = 8

*(S. aureus = 1,7%) MRSA =0
. **(MRSA=0) | |
r - r N

Oral +retal=1

individuo MSSA =2

*(S. aureus = 0,4%) MRSA =0
. **(MRSA=0) L )

Figura 2 — Fluxograma do numero total de individuos colonizados por S. aureus e analise do
numero de individuos colonizados por MSSA e MRSA de acordo com sitio de coleta

Nota. Numero total de individuos incluidos no estudo (226), colonizados com S. aureus (76) e por sitio de coleta.

*Prevaléncia global de S. aureus. ** Prevaléncia global de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina - MRSA.
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Dentre os 226 individuos, 150 tiveram origem de nove instituicbes de longa permanéncia

distintas. Essas unidades possuiam portes variados de residentes sendo que a maior abrigava 60

idosos e a menor seis residentes. A Tabela 2 mostra a relagéo de residentes por ILPI, as quais

foram designadas de A a .

Tabela2— Prevaléncia de S. aureus e MRSA das ILPI’s

ILPI’s
A B C D E F G H |
Prevaléncia (N=7)  (N=6) (N=12) (N=6) (N=7) (N=18) (N=60) (N=16) (N=18)
N % N % N % N % N % N % N % N % N %
S.aureus | 6 857 3 500 7 583 2 333 3 429 5 277 20 333 8 500 3 16,6
Total
MRSA 1 143 1 167 O 0 0 0 0 0 0 0 8 133 4 250 O 0
Nasal S.aureus | 4 571 1 167 1 83 2 333 0 0 2 111 12 200 3 187 2 111
MRSA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 66 2 125 0 0
Oral S.aureus | 1 143 1 167 3 250 O 0 1 143 0 0 3 50 3 187 1 55
MRSA 1 143 1 16,7 O 0 0 0 0 0 0 0 3 50 2 125 O 0
S.aureus | O 0] 0 0 0 0 0 0 1 143 2 111 O 0 0 0 0 0
Retal
MRSA 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nasal S.aureus | 1 143 1 16,7 2 16,7 O 0 0 0 1 55 3 50 2 125 O 0
+
Oral MRSA 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 16 O 0 0 0
Nasal S.aureus | O 0 0 0 1 83 0 0 0 0 0 0 2 33 0 0 0 0
+
Retal MRSA 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Oral S.aureus | 0 0 0 0 0 0 0 0 1 143 O 0 0 0 0 0 0 0
+
Retal MRSA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nota: Prevaléncia de S. aureus e MRSA das nove Institui¢fes de Longa Permanéncia para Idosos — ILPI’s envolvidas

no estudo, denominadas de A-H. Staphylococcus aureus resistentes a meticilina - MRSA.
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A prevaléncia de S. aureus de cada ILPI foi de 85,7% (A), 50,0% (B), 58,3% (C), 33,3%
(D), 42,9% (E), 27,7% (F), 33,3% (G), 50,0% (H) e 16,6% (I). Apenas quatro das nove instituicbes
apresentaram residentes colonizados por MRSA, com prevaléncia de 14,3% (A), 16,7% (B),
13,3% (G) e 25% (H). Algumas das instituicdes de pequeno porte apresentaram as prevaléncias
de S. aureus mais elevadas quando comparadas as outras ILPI’s.

Dos 76 individuos acamados coletados 20 (26,3%) estavam colonizados por S.aureus.
Desses, quatro (5,2%) eram MRSA, sendo trés habitantes de um mesmo bairro enquanto um

habitava o bairro vizinho.

Determinacdo da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

A andlise dos 97 isolados de S. aureus pelo método de disco difusdo revelou que 11 se
mostraram resistentes a oxacilina e a cefoxitina simultaneamente, cinco resistentes somente a
oxacilina e dois resistentes somente a cefoxitina, resultando em um total de 18 isolados

apresentando resisténcia fenotipica.

Importante notar que trés das amostras que foram resistentes somente a oxacilina ndo
possuiam o gene mecA. Alem disso, verificamos também que cinco amostras que se mostraram
sensiveis fenotipicamente as duas drogas possuiam o gene mecA. Houve também duas amostras
resistentes a cefoxitina e que possuiam o mecA, mas se mostraram sensiveis a oxacilina. Os
resultados foram obtidos seguindo os critérios recomendados pelo CLSI considerando como

resisténcia halo<10 (oxacilina) ¢ <21(cefoxitina) e estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3— Perfil de sensibilidade dos isolados de MSSA e MRSA frente aos

antimicrobianos

Oxacilina Cefoxitina
S. aureus Gene mecA R S R S
MSSA (77) 0 3 74 0 77
MRSA (20) 20 13 7 13 7
Total (97) 20 16 81 13 84

Nota. Isolados identificados como Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a meticilina, MSSA e MRSA
respectivamente, a partir da presenga do gene mecA. R=resistente. S=sensivel.
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Deteccdo do gene mecA e caracteriza¢do do SCCmec

O gene mecA foi identificado em S. aureus isolados de 18 individuos, mas totalizando 20
amostras visto que dois individuos apresentaram isolados resistentes em mais de um sitio de coleta.
Assim, das 20 amostras resistentes, sete foram de origem nasal, oito da orofaringe, uma retal e
quatro simultaneamente nasal e oral.

Dentre as 20 amostras positivas para 0 gene mecA, seis carreavam o SCCmec do tipo IV
(CA-MRSA), nove isolados como SCCmec do tipo Il (HA-MRSA) e um isolado como SCCmec
tipo I (HA-MRSA). Os demais ndo foram tipados pela técnica de Milheirico et al®.

E importante destacar que todos os seis SCCmec do tipo IV encontrados no estudo tiveram
origem de individuos de instituicdo de longa permanéncia. J& os nove SCCmec tipo Il foram
encontrados em trés individuos acamados e seis de instituicdo de longa permanéncia. J& o Unico

SCCmec tipo | foi encontrado em individuo acamado em domicilio.

Fatores de risco para carreamento de MRSA

Os resultados da analise univariada e multivariada (modelo de regressdo logistica)
realizada para determinacdo dos fatores de risco para carreamento de S. aureus e MRSA estdo

descritos nas Tabelas 4 e 5.

Para o carreamento de S. aureus foi verificada uma associacdo positiva ligada ao tempo
sob risco (meses de restricdo ao leito ou institucionalizacdo) somente na analise univariada com
p=0,003. Na analise multivariada houve associacdo positiva para residentes em instituicdes de
longa permanéncia (OR=2,05, 1C95%=1,07-3,91, p=0,03), histdrico de cirurgias no ultimo ano
(OR=5,99, 1C95%=1,26-28,92, p=0,02), presenca de comorbidades pelo indice de Charlson
(OR=1,35, 1C95%=1,01-1,92, p=0,047) e associacdo negativa com doenca cardiaca (OR=0,18,
1C95%=0,05-0,70, p=0,01). O sexo masculino mostrou associa¢do positiva tanto na analise
univariada (OR=2,15, 1C95%=1,22-3,79, p=0,008) quanto na multivariada (OR=2,59,
1C95%=1,41-4,76, p=0,002).

Para o carreamento de MRSA a andlise univariada (OR=2,96, 1C95%=1,103-7,98, p=0,03)
e multivariada (OR=3,29, 1C95%=1,18-9,17, p=0,02) revelaram associagéo positiva como sexo

masculino.
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Tabela 4- Analise uni e multivariada (modelo de regressdo logistica) para preditores de

carreamento de S. aureus.

Andlise Univariada Andlise Multivariada

S. aureus Negativos
Fatores de Risco (76) (150) OR (1C95%) p OR (1C95%) P
Dados demogrdficos
Sexo masculino 37 (48,7) 48 (30,7) 2,15(1,22-3,79) 0,008 2,59 (1,41-4,76) 0,002
Idade[anos], mediana (quartis) 77,5 (70-84) 80 (70-85) 0,41
Instituicdo de longa permanéncia 56 (73,7) 94 (62,7) 1,6 (0,908-3,065) 0,98 2,05(1,07-3,91) 0,03
Tempo sob risco*[meses], mediana
(quartis) 36 (12-66) 66 (24-66) 0,003
Comorbidades
Doenga Cardiaca 3(3,9) 17 (11,3) 0,32 (0,01-1,13) 0,07 0,18(0,05-0,70) 0,01
Doenga Pulmonar 5(6,6) 8(5,3) 1,25 (0,40-3,96) 0,77
Doenga Renal 4(5,3) 3(2,0) 2,72 (0,59-12,48) 0,22
Doenga Hepatica 0(0,0) 2(1,3) 0,00 (... -...) 0,55
Diabetes Mellitus 19 (25,0) 29 (19,3) 1,39 (0,72-2,68) 0,32
Doenga do Sistema Nervoso Central 20 (26,3) 33 (22,0) 1,26 (0,66-2,40) 0,46
Neoplasia 6(7,9) 6 (4,0) 2,057 (0,64-6,60) 0,21
Aids 0(0,0) 1(0,7) 0,00 (...-...) 1,00
Ulceras de pressdo 6(7,9) 9(6,0) 1,34 (0,46-3,92) 0,58
indice de Chalrson, mediana (quartis) 1(1-1) 1(0-1) 0,25 1,35(1,01-1,92) 0,047
Procedimentos
Internagdo em hospital** 14 (18,4) 19 (12,7) 1,55 (0,73-3,30) 0,24
Cirurgia** 6(7,9) 3(2,0) 4,20 (1,020-17,28) 0,064 5,99 (1,26-28,92) 0,02
Outros procedimentos invasivos** 4(5,3) 7 (4,7) 1,13 (0,32-4,004) 1,00
Uso de antimicrobianos** 10 (13,2) 9 (6,0) 2,37 (0,92-6,11) 0,67

Nota: Os dados estdo em porcentagem exceto quando especificado. Resultados significantes sdo mostrados em

negrito. OR= Odds ratio. IC=Intervalo de confianga. * Tempo de interna¢do em institui¢do de longa permanéncia ou

restricdo ao leito. ** Nos Gltimos 6 meses.
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Tabela 5- Analise uni e multivariada (modelo de regressao logistica) para preditores de

carreamento de MRSA.

Fatores de Risco

Analise Univariada

MRSA (18) Negativos (208) OR (1C95%)

Analise Multivariada

] OR (1C95%) P

Dados demogrdficos
Sexo masculino
Idade[anos], mediana (quartis)

Instituicdo de longa permanéncia

11 (61,1) 72(34,6) 2,96 (1,103-7,98)
76 (69,5-83) 77 (60-85)
14 (77,8) 136 (65,4) 1,85 (0,58-5,83)

Tempo sob risco*[meses], mediana (quartis) 36 (18-67,5) 60 (18-66)

Comorbidades

Doenga Cardiaca

Doenga Pulmonar

Doenga Renal

Doenga Hepatica

Diabetes Mellitus

Doenga do Sistema Nervoso Central
Neoplasia

Aids

Ulceras de pressdo

indice de Chalrson, mediana (quartis)
Procedimentos

Internagdo em hospital**
Cirurgia**

Outros procedimentos invasivos**

Uso de antimicrobianos**

2(11,1) 18 (8,7) 1,31 (0,28-6,20)
2(11,1) 11(5,3) 2,39 (0,45-10,98)
1(5,6) 6(2,9) 1,98 (0,22-17,41)
0(0,0) 2(1,0) 0,00 (...-...)

1(5,6) 47 (22,6) 0,20 (0,26-1,55)

5(27,8) 48 (23,1) 1,28 (0,43-3,77)
1(5,6) 11(5,3) 1,053 (0,12-8,65)
0(0,0) 1(0,5) 0,00 (...-...)

3(16,7) 12 (5,8) 3,26 (0,83-12,85)

1(1-1,5) 1(0-1)

4(22,2) 29 (13,9) 1,76 (0,54-5,73)
1(5,6) 8(3,8) 1,47 (0,17-12,46)
1(5,6) 10 (4,8) 1,16 (0,14-9,65)

2(11,1) 17 (8,2) 1,40 (0,29-6,62)

0,03 3,29 (1,18-9,17) 0,02
0,51
0,28
0,61

0,66
0,27
0,44
1,00
0,13
0,77
1,00
1,00
0,10
0,91

0,30
0,53
1,00
0,65

Nota: Os dados estdo em porcentagem exceto quando especificado. Resultados significantes sdo mostrados em

negrito. OR= Odds ratio. IC=Intervalo de confianga. * Tempo de interna¢do em instituicdo de longa permanéncia ou

restricdo ao leito. ** Nos Gltimos 6 meses.
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Determinacdo do perfil clonal dos isolados de MRSA por PFGE (Pulsed Field Gel

Electrophoresis)

Os 20 isolados positivos para o gene mecA foram analisados pela técnica de PFGE. Atraves
da andlise do dendrograma foi possivel identificar a presenca de clusters com similaridade >80%
(Figuras 3 e 4).

Na Figura 3 ¢ possivel verificar a presenca de trés clusters tipados apos digestdo com a
enzima Smal. O cluster A agrupou dois isolados de individuos diferentes (96N e 97N), mas
provenientes da mesma ILPI. O cluster B apresentou trés isolados de individuos diferentes (1130,
176N e 1880) sendo um deles residente em ILPI diferente. Ja o cluster C também agrupou trés
isolados de individuos diferentes (580, 84N e 86N) todos provenientes da mesma ILP1. Um dos

isolados (187N) de ILPI apresentou 70,8% de similaridade com um clone internacional de MRSA.

Os seis MRSA gue nédo foram digeridos com a enzima Smal foram submetidos a tipagem
por PFGE com a enzima de restricdo Apal (Figura 4). A analise do dendrograma revela a formacéo
de dois clusters tipados com Apal. O cluster D agrupou isolados de 2 individuos (1740 e 1360),
sendo um MRSA isolado de residente de ILPI e outro isolado de individuo acamado em domicilio.
Ja o cluster E agrupou dois isolados (106N e 1060) de sitios diferentes de um mesmo individuo
institucionalizado. E importante destacar que na ILPI G foram encontrados quatro dos cinco

clusters identificados no estudo.
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Figura 3: Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) dos
perfis PFGE + Smal de isolados de MRSA provenientes de individuos acamados em domicilio

ou de Instituicdo de Longa Permanéncia.

Nota: N=mucosa nasal. O=mucosa orofaringea. NT=n&o tipado. Oxa=oxacilina. Cefo=cefoxetina. S=sensivel.

R=resistente. ILPI=institui¢cdo de longa permanéncia para idoso.
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2 Isoladoc mecA SCCmec Oxa Cefo Origem
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Figura 4: Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) dos
perfis PFGE + Apal de isolados de MRSA provenientes de individuos acamados em domicilio
ou de Instituicdo de Longa Permanéncia.

Nota: N=mucosa nasal. O=mucosa orofaringea. NT=ndo tipado. Oxa=o0xacilina. Cefo=cefoxetina. S=sensivel.
R=resistente. ILPI=instituicdo de longa permanéncia para idoso.
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Discussao

O patdgeno bacteriano mais comum isolado em humanos € o Staphylococcus aureussendo
responsavel por infeccdes leves, como de pele e tecidos moles e também doencas graves e
invasivas, como pneumonia, endocardite e sepse. Sua prevaléncia geral no mundo esta estimada
entre 20 a 40% sendo a colonizagdo prévia um fator de risco para a posterior infeccdo por esse

micro-organismo?.

Um estudo multicéntrico que investigou idosos residentes em casa de repouso na Franca
encontrou prevaléncia de S. aureus de 27,6% e MRSA de 8,7%?%. Outro estudo multicéntrico,
também realizado com individuos residentes em casas de repouso na Alemanha identificou S.
aureus como agente patogénico mais prevalente, com taxas de 29,5% de S. aureus e 1,1% de
MRSA %,

O presente estudo encontrou em individuos acamados em domicilio e residentes de
instituicBes de longa permanéncia, uma prevaléncia de S. aureus de 33,6% e MRSA de 8%, valores
préximos aos encontrados na literatura internacional. Porém, quando comparado a dados nacionais
a prevaléncia obtida se mostra maior. Em um estudo realizado no municipio vizinho, com 94 km
de distancia, que utilizou a mesma metodologia, Silveira et al?® verificaram taxas de colonizagio

por S. aureus e MRSA de 17,7% e 3,7%, respectivamente, em idosos vivendo em casas de repouso.

Os resultados de prevaléncia obtidos no estudo para a colonizacdo por S. aureus foram
similares aos encontrados em estudo de base populacional realizado por Pires et al®*em individuos
de varias faixas etarias do mesmo municipio (prevaléncia de S. aureus de 32,7%), porém com

prevaléncia superior a de MRSA (0,9%).

As prevaléncias de S. aure