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Resumo

A origem racial representa um dos principais determinantes dos riscos de colonizacdo e
infeccdo por Staphylococcus aureus. H& algum tempo, comunidades indigenas tém se
mostrado mais propensas em relacdo a tais riscos, apresentando linhagens de S. aureus com
perfis distintos dos quais normalmente se encontram em populagdes ndo-nativas.
Caracteristicas peculiares entre diferentes populacGes, tais como viver em condi¢des de
superlotacdo, assisténcia em saude prejudicada e condicbes precarias de higiene podem ser
mais relevantes na patogénese de algumas formas de infec¢Oes por S. aureus. Deste modo, 0
indigenas inegavelmente se enquadram no grupo de risco para 0 carreamento de
microrganismos resistentes, estando suscetiveis tanto a aquisicdo quanto a disseminacdo de
infeccdes. O presente estudo objetivou a identificacdo da prevaléncia e de fatores de risco
para carreamento nasal e oral de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina (Methicilin-
sensitive Staphylococcus aureus MSSA e Methicilin-resistant Staphylococcus aureus MRSA,
respectivamente) em indigenas de comunidades do Norte e Sudeste do Brasil, avaliando a
diversidade genética, disseminacdo, fatores de viruléncia e resisténcia antimicrobiana,
associados as questbes étnicas, demograficas, ambientais e comportamentais. Para tanto,
foram coletadas amostras nasais e de orofaringe de 400 indigenas (116 da regido sudeste e
284 da regido norte) através de swabs estéreis e posteriormente elas foram semeadas em meio
de cultura e identificadas pelos métodos tradicionais. Concomitantemente, foram levantados
dados demogréaficos e clinicos dos sujeitos da pesquisa. Isolados de S. aureus foram
submetidos a testes fenotipicos e genotipicos de suscetibilidade antimicrobiana e a
caracterizacdo do cassete cromossémico SCCmec. Para detecgcdo dos genes de viruléncia, foi
realizada a técnica da reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A analise do perfil clonal se
procedeu atraves da técnica Pulsed-Field Gel Electrophoresis — PFGE a fim de se identificar
os clusters endémicos na populacdo. Com o intuito de se identificar grupos de gendtipos
relacionados, foi realizada a tipagem por Multilocus sequence typing — MLST. Os resultados
evidenciaram taxa de prevaléncia geral de S. aureus de 47,6% (IC 95%: 42,64-52,64),
enquanto que na regido sudeste obteve-se um total de 43,1 % (IC 95% 33.94-52.62) e na
regido da Amazonia 49,4 % (IC 95% 43.50-55-45). Quando realizada a distribuigéo por sitios
de colonizacdo, as taxas foram 31,8% (IC 95%: 27,23 -36,82) de carreamento nasal e 25,7 (IC
95%: 21,53-30,55) oral. Em relacdo ao gene mecA de resisténcia & meticilina, 3 isolados
foram positivos, sendo todos orais. Todas as amostras mecA positivas albergaram o SCCmec
IV. Desse modo, a prevaléncia de MRSA no estudo foi de 0,7% (IC 95%: 0,19-2,37).



Nenhuma amostra resistente foi identificada na regido sudeste. Tratando-se da deteccdo dos
genes de viruléncia, pdde-se evidenciar maior percentual dos genes relacionados as
hemolisinas hla 96,3 e hld 80,6% e dos genes associados a producdo do biofilme icaA 82,2 e
icaD 72,7%. A identificacdo do perfil clonal através da analise por PFGE evidenciou presenca
de 21 clusters (>80% de similaridade) entre as populagcfes nativas de ambos os estados, nos
quais 5 clones principais agruparam amostras tanto das populagdes do sudeste quanto da
regido amazonica. Quando realizada analise pelo MSLT, identificou-se prevaléncia do
complexo clonal ST 5, o qual reuniu amostras tanto de MSSA quanto MRSA, o qué sugere
uma provavel origem comum. Os resultados epidemiol6gicos mostraram associacdo do fator
etnia com prevaléncia de S. aureus. Esse trabalho traz dados pioneiros acerca da
epidemiologia de Staphylococcus aureus e MRSA em meio aos indigenas brasileiros. A
analise do perfil clonal impulsiona a elucidacdo de questBes relacionadas ao processo de
evolucdo da bactéria estudada, sugerindo uma provavel origem comum entre as diferentes
estirpes encontradas. Por fim, os resultados epidemioldgicos permitem inferir que o fator etnia

esta relacionado a prevaléncia de S. aureus em populacdes humanas.

Palavras-chave: colonizagdo nasal/oral, epidemiologia molecular, MRSA, populacfes
indigenas.



Abstract

The racial origin is one of the main risk determinants of Staphylococcus aureus colonization
and infection. For some time now, indigenous communities have been shown to be more
prone to these risks as they present S. aureus strains different from those usually found in
non-native populations. Culturally typical characteristics among different populations, such as
overcrowded living conditions, lack of health assistance, and poor hygiene conditions can be
more relevant to the pathogenesis of some S. aureus infections. Therefore, the indigenous
people are definitively a risk group for the carriage of resistant microorganisms, and are
susceptible to both acquisition and dissemination of infections. This study aimed to identify
the prevalence and the risk factors for nasal and oral carriage of methicillin-sensitive and
methicillin-resistant S. aureus (MSSA and MRSA) in indigenous communities from the North
and Southeast regions of Brazil by evaluating the genetic diversity, dissemination, virulence
factors, and antimicrobial resistance associated to ethnic, demographic, environmental, and
behavioral issues. To this end, nasal and oropharyngeal samples of 443 indigenous people
(116 from the Southeast and 284 from the North) were collected with sterile swabs. Then,
such samples were seeded in culture medium and identified by conventional methods.
Meanwhile, clinical and demographic data from the subjects were collected. S. aureus isolates
were phenotypically and genetically tested for oxacillin/methicillin susceptibility and the
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) was characterized. The virulence genes
identification was carried out by Polymerase Chain Reaction (PCR). The characterization of
the clonal profile was performed by The Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) to identify
the endemic clusters in the population. In order to identify clusters of related genotypes,
Multilocus Sequence Typing (MLST) was performed. The results showed a general
prevalence rate of S. aureus of 47.6% (CIl 95%: 42.64-52.64), while in the Southeast region
there was a total of 43.1% (Cl 95%: 33.94-52.62) and in the Amazon region 49.4% (Cl 95%:
43.50-55-45). When the colonization sites were distributed, the rates were 31.8% (Cl 95%:
27.23-36.82) of nasal carriage and 25.7 (Cl 95%: 21.53-30.55) of oral carriage. Regarding the
mecA gene detection, 3 isolates were positive, being 3 oral isolates. All the positive mecA
samples harbored the SCCmec IV. Thus, the prevalence of MRSA in the study was 0.7% (CI
95%: 0.19-2.37). No resistant sample was identified in the Southeast region. With the
detection of virulence genes, a higher percentage of genes related to hemolysins hla 96.3 and
hld 80.6% and genes associated with the production of biofilm icaA 82.2 and icaD 72.7%

could be evidenced. The identification of the clonal profile through the characterization by



PFGE evidenced 21 clusters (>80% similarity) among the native populations of both states in
which 5 major clones clustered samples both from the Southeast and from the Amazon. When
the MSLT analysis was carried out, a prevalence of clonal complex ST 5 was identified,
which clustered samples both from MSSA and MRSA, suggesting a probable common origin.
The epidemiological results showed an association between the ethnicity factor and the
prevalence of S. aureus. This study brings pioneering data about the epidemiology of
Staphylococcus aureus and MRSA among Brazilian indigenous populations. The analysis of
the clonal profile promotes the elucidation of questions related to the evolution process of the
bacterium studied, suggesting a probable common origin among the different strains found.
Finally, the epidemiological results allow us to infer that the factor ethnicity factor is related

to the prevalence of S. aureus in human populations.

Keywords: nasal and oral colonization, molecular epidemiology, MRSA, indigenous
populations



1. INTRODUCAO

1.1  Staphylococcus aureus: epidemiologia, patogénese, resisténcia antimicrobiana e

relevancia clinica.

Staphylococcus aureus é um comensal humano versatil reconhecido como um dos
principais agentes virulentos sendo capaz de causar um amplo espectro de infec¢bes que se
caracterizam pela variedade de apresentacdes clinicas, que incluem desde quadros localizados
até doencas sistémicas de alta letalidade. @ Embora seja considerado como o patégeno mais
importante dentro do género, cerca de 15 das 52 espécies conhecidas de Staphylococcus séo
potencialmente patogénicas em humanos.® Destaca-se globalmente como um agente
etioldgico de relevantes taxas de morbidade e mortalidade tanto no ambito hospitalar quanto
no comunitério.

Dentre as principais sindromes infecciosas causadas por Staphylococcus aureus,

podemos elencar os 3 tipos descritos no quadro abaixo:

Quadro 1. Principais sindromes infecciosas causadas por Staphylococcus aureus.
Tipos Sindromes ‘
Tipo | — LesBes superficiais Infeccbes de pele e partes moles: foliculites,

erisipelas, celulites

Tipo Il — Toxinoses Intoxicacdo alimentar

Sindrome da pele escaldada

Sindrome do choque toxico

Tipo 111 — Condigdes Endocardites, osteomielites
sistémicas potencialmente fatais Abscesso cerebral
Pneumonias

Meningites e bacteremias

Infecgdes de sitio cirurgico )

Do ponto de vista morfologico, especimes de Staphylococcus spp. sdo cocos Gram-
positivos que se agrupam em cachos (do grego, staphilé = cachos de uva). S. aureus
diferencia-se dos demais membros do género pela producdo da enzima coagulase, facilmente

detectada em testes rotineiros. ® Seus reservatdrios naturais s o homem e outros animais de



sangue quente. Apesar disso, S. aureus é capaz de sobreviver em superficies inanimadas por
um longo periodo de tempo. ©

Enquanto membro persistente da microbiota humana, esse potente patégeno encontra-
se em diferentes sitios anatdbmicos, incluindo a nasofaringe. E capaz de se proliferar em
qualquer parte do corpo humano e ser transmitido a outras pessoas suscetiveis ou animais,
podendo, em certas circunstancias, causar casos de infeccdo no préprio hospedeiro. %

A nasofaringe é considerada um nicho ecologico priméario de colonizacdo desse
microrganismo. Sendo assim, entende-se por colonizacdo o processo dinamico em que a
bactéria deve se anexar as superficies do hospedeiro superando os componentes imunes e
competindo com outros microrganismos comensais. O fendbmeno da colonizagéo, ou seja, 0
carreamento desse patdgeno sem sinais clinicos ou interacdo imunoldgica, é uma propriedade
biolégica fundamental desse microrganismo, que tem sido identificada como um importante
fator de risco para o desenvolvimento de infec¢Bes por S. aureus tanto na comunidade como
nos hospitais. &

A colonizacgdo por S. aureus tem inicio pouco apds o nascimento e recorre diversas
vezes ao longo da vida. ¥ Aproximadamente um em cada trés individuos sadios carreiam S.
aureus assintomaticamente em suas narinas sem qualquer doenca associada. Logo, estima-se
que 20% dos seres humanos carreiem persistentemente essa bactéria na mucosa nasal e outros
30% o carreiam de forma intermitente. 4%

Acredita-se que carreadores de S. aureus apresentem maiores riscos de adquirir
infeccdo e presume-se que 0sS mesmos sejam uma importante fonte de disseminacdo da
bactéria entre os individuos. *? Estudos revelam que individuos colonizados com uma grande
carga bacteriana apresentam risco seis vezes maior de desenvolver infec¢do estafilococica
quando comparados a individuos ndo-carreadores ou com baixa carga bacteriana.

E necessario acrescentar que, embora a nasofaringe seja o local mais consistente de
colonizagdo por S. aureus, sendo indicado como o ambiente mais apropriado para screening
com swabs, outros sitios extra-nasais também podem ser colonizados, como garganta, axilas,
perineo e trato gastrointestinal. %2151

A patogénese do S. aureus é complexa e depende de diversos fatores associados a
doenga, os quais incluem a viruléncia do patdgeno, a resisténcia antimicrobiana e a
susceptibilidade do hospedeiro. %819 A multiplicidade de infeccées causadas pelos S.
aureus esta relacionada a um arsenal de fatores de viruléncia que Ihe garantem sucesso como
colonizantes e agentes de infeccdo, permitindo a adesdo desse microrganismo a superficie das

células e a invasdo ou evasdo do sistema imune, causando efeitos tOxicos nocivos ao



hospedeiro. Esses fatores compreendem a expressdo de inimeras toxinas distintas, proteinas
de adeséo da parede celular, enzimas extracelulares e exotoxinas. ¢?% Estudiosos afirmam
que o primeiro passo para a infeccéo por Staphylococcus é o processo de adesdo a superficies.
1) Este se inicia por meio da colonizagdo mediada por diversas adesinas. Uma das principais
classes de adesinas compreende as proteinas covalentemente ancoradas no peptideoglicano
que se ligam ao plasma ou componentes da matriz extracelular, sendo denominadas
coletivamente de componentes de superficie microbiana reconhecendo moléculas de matriz
adesiva (MSCRAMMS). ® Essas moléculas reconhecem componentes importantes do plasma
como fibrinogénio, fibronectina e coldgeno. Fazem parte dos MSCRAMMS a proteina A
(SpA), as proteinas ligadoras da fibronectina (FnbpA e FnbpB), a proteina ligadora do
colégeno e fator clumping (proteinas A e B). ¥

Junto aos fatores supracitados, a formacdo de biofilme representa um importante
fenétipo de viruléncia no estabelecimento de infeccdes cronicas.?Y Biofilmes sdo
comunidades estruturadas de células bacterianas incorporadas por uma matriz polimérica
auto-produzida capazes de se aderir tanto a superficies vivas quanto inertes. Essas estruturas
acabam dificultando o tratamento de infeccBGes por conferir a bactéria resisténcia a acdo dos
antimicrobianos e contra o sistema imune do hospedeiro. ¢

Praticamente todas as cepas de S. aureus secretam um grupo de exoproteinas, tais
como as exotoxinas e enzimas, incluindo as nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e
colagenase. A principal funcdo dessas proteinas parece estar ligada a conversdo do tecido
local do hospedeiro em nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano. Existem as
exoproteinas com atividade citolitica, dentre as quais destacamos as hemolisinas alfa, beta e
delta e a Leucocidina de Panton-Valentine (PVL). @

Esta Gltima a PVL, é classificada como um biocomponente de citolisina, capaz de
formar poros nos leucdcitos. Esta associada a quadros de extensa necrose tecidual e é
responsavel por infeccdes de pele graves e pneumonias necrotizantes. E encontrada
principalmente em isolados de S. aureus resistentes a meticilina adquiridos na comunidade.
(13.16.2329) 34 as hemolisinas apresentam atividade citotéxica para os eritrcitos e leucocitos.

Adicionalmente as exotoxinas ja descritas incluem-se a toxina 1 da sindrome do
choque toéxico (TSST-1), as enterotoxinas estafilococicas descritas e designadas pelas letras
SEA, SEB, SECn, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SER, SES e SET e as toxinas esfoliativas. ***)
Dentre essas, a TSST-1 e as enterotoxinas pertencem a um grupo de toxinas conhecidas como
superantigénicas, caracterizadas especialmente por estimularem a proliferacdo de linfocitos T.

A toxina 1 da sindrome do choque toxico € um superantigeno associado a um quadro clinico



de febre alta, exantema e extravasamento de liquido em vasos capilares, resultando em
hipotensdo e edema, o que caracteriza a Sindrome do Choque Téxico. *?% As enterotoxinas
ingeridas em alimentos associam-se a quadros de intoxicacdo alimentar caracterizados por
diarreias e vomitos. ®>%%

As esfoliatinas (ETA, ETB, ETD) determinam a clivagem de camadas profundas do
epitélio, causando quadros de eritema e descamacdao disseminados, sendo possivel afirmar que
estdo diretamente envolvidas com a Sindrome da Pele Escaldada ou lesbes bolhosas (impetigo
bolhoso). ¢4

Recentemente foi identificada uma nova toxina através de protebmica de superficie
celular em cepas de USA300. Tal toxina recebeu o nome de LukGH e apresenta atividade
citolitica sobre os neutrofilos, assim como a PVL e as hemolisinas, representando
potencialmente um novo fator de viruléncia. “® Atualmente, um fato descoberto que se tem
questionado € a relacdo causal entre a presenca do gene codificador da PVL e a gravidade das
infeccles, visto que essa associacdo também estd presente em quadros leves de infeccéo,
existindo ainda, cepas de CA-MRSA invasivas que ndo sdo portadoras do gene. ¢”

Além da expressdo dos fenétipos de viruléncia, a alta patogenicidade do
Staphylococcus aureus se deve a ampla resisténcia antimicrobiana entre os isolados, fator que
tem dificultado consideravelmente o tratamento das infeccBes em ambito mundial. “® De
fato, desde o inicio da “era dos antibidticos”, essa espécie provou-se capaz de desenvolver
resisténcia a praticamente todas as classes de antimicrobianos disponiveis na pratica clinica.
%) Em meados da década de 1940, logo ap6s a introducdo da penicilina, foram relatadas
cepas de S. aureus resistentes, seguidas por uma pandemia de resisténcia a referida droga.
Prevalente inicialmente apenas nos hospitais, hoje a resisténcia a penicilina esta presente em
mais de 90% dos isolados da comunidade. Essas estirpes interrompem a acdo do anel f-
lactdmico da penicilina por meio da producdo de uma penicilinase mediada por plasmideos.
(16)

No final da década de 1950, foi introduzida a meticilina como um prototipo de uma
classe de penicilinas resistentes a inativacdo por penicilinases. A essa classe pertence também
a oxacilina.®® Embora apresentem grande poténcia antiestafilocécica, seu uso clinico foi
limitado pela emergéncia da resisténcia. Estirpes de S. aureus resistentes a meticilina
(conhecidos pela sigla MRSA, do inglés methicillin-resistant S. aureus) surgiram inicialmente
na Europa na década de 1960, apés a introducdo da meticilina na préatica clinica e emergiram
como uma séria ameaca a satde publica mundial. ©°*Y Ao longo do tempo, sofreram grande

disseminacéo em hospitais e em outros servigos de saude. Ja na década de 1990, a maioria dos



isolados de origem hospitalar eram MRSA. ©? Um fendmeno mais preocupante se observou
na década seguinte: a identificacdo de MRSA em pessoas sem historia de exposicdo a

®3 Nesse cenario, delinearam-se duas importantes classes de

ambiente hospitalar.
microrganismos problema, identificadas como HA-MRSA (Hospital-acquired [adquiridos no
hospital]-MRSA) e CA-MRSA (Community-acquired [adquiridos na comunidade]-MRSA).
(34)

A distincdo entre cepas de HA-MRSA e CA-MRSA foi possivel até o surgimento do
primeiro relato de CA-MRSA. Consideravam-se infec¢fes por CA-MRSA aquelas ocorridas
em individuos oriundos da comunidade, que ndo apresentassem fatores de risco de exposicao
ao ambiente hospitalar, exibindo um perfil de sensibilidade distinto dos HA-MRSA. Porém,
nos ultimos anos, um fato interessante € a infiltracdo do CA-MRSA no ambiente hospitalar,
ocupando lugar dos HA-MRSA, principalmente em paises em que a prevaléncia do CA-
MRSA é alta. ¢

Ainda que na atualidade seja dificil a distincdo entre essas cepas em termos de
apresentacdo clinica, sensibilidade antimicrobiana e caracterizacdo molecular, € possivel
identificar caracteristicas distintas (quadro 2) dos CA-MRSA, quando comparados aos HA-

MRSA.

Quadro 2. Diferencas entre HA-MRSA e CA-MRSA

Pacientes tipicos

HA-MRSA
Pacientes idosos muitas vezes debilitados
Pacientes com doencas crénicas (ex.

diabéticos com Ulceras de pele)

CA-MRSA
Pessoas saudaveis, frequentemente jovens.
Individuos envolvidos em atividades de
contato proximo (ex. equipes esportivas ou
servigos militares, especialmente aquelas
gue resultam em abrases de pele)

Infec¢des clinicas

Pacientes em Unidades de Terapia
Intensiva.
Pacientes com doencas renais associados a

dispositivos de longa permanéncia.

InfeccBes de ferida, doencas

respiratorias e do trato urinario.

Tendem a ser mais agressivas na pele e
tecidos moles.
Pneumonias necrotizantes, choque séptico e

bacteremia nos casos mais graves.

Fatores de risco

Dispositivos invasivos, hospitalizacdo e

uso de antibidticos prolongados.

Contato fisico proximo, baixas condicGes de
higiene, instalacOes sanitarias

compartilhadas, individuos que vivem em




locais superlotados, (ex. recrutas militares,

prisioneiros).

Transmissao Hospitalar, pouco difundida entre os Predominantemente adquirida na
contatos intradomiciliares. comunidade

Dissemina-se no seio das familias e equipes

esportivas

Susceptibilidade Geralmente resistentes & eritromicina, Geralmente mais susceptiveis aos agentes
antibiética ciprofloxacina, aminoglicosideos, ndo-betalactamicos, incluindo a

clindamicina, tetraciclina, rifampicina e ciprofloxacina.

acido fusidico.
Caracteristicas SCCmec tipos I, Il ou Il (exceto o Principalmente 0 SCCmec
moleculares EMRSA 15 da Inglaterra que tem o tipo IV ou V.
SCCmec tipo 1V)
PVL é menos comum PVL é mais comum.

Fonte: Cooke et al., ©¥

De acordo com estudos realizados nos EUA, um modelo matemético deterministico
previu que o CA-MRSA se tornard a cepa dominante em instituicBes hospitalares e
estabelecimentos de saude, mediante a expansdo dos reservatorios de CA-MRSA na
comunidade e a crescente admissdao de individuos portadores da cepa em hospitais. Além
disso, pesquisadores tém sugerido que o CA-MRSA pode estar invadindo ambientes
hospitalares, causando infeccdes com inicio até 72 horas de admissdo no hospital. ©¢*

A resisténcia a meticilina é mediada por uma alteracdo no receptor celular dos beta-
lactdmicos, a proteina ligadora de penicilina (PBP2a), a qual tem baixa afinidade a penicilina
e é codificada pelo gene mecA, conferindo resisténcia a maioria dos antibidticos pertencentes
a classe dos B-lactamicos. 4%

O gene mecA esta localizado em uma “ilha genémica” de resisténcia, conhecida como
cassete cromossdmico estafilococito mec (SCCmec, Staphylococical chromosome cassete
mec).(36) Os elementos do SCCmec séo divididos em diferentes tipos com base nas diferencas
entre os nucleotideos em dois componentes essenciais: complexo ccr (recombinase cassete
cromossdmico), representado pelos genes ccr, e complexo de genes mec. ®% Segundo o IWG-
SCC (International Working Group on the Staphylococcal Cassette Chromosome elements),
existem cerca de onze tipos de SCCmec em cepas de S. aureus descritos até 0 momento, que
diferem em tamanho e composicéo dos elementos de resisténcia antimicrobiana. ="
Geralmente, cepas HA-MRSA albergam o SCCmec tipo I, 1l ou Ill, que sdo maiores e

incluem diversos determinantes de resisténcia. Por essa razdo, isolados hospitalares de MRSA




costumam apresentar resisténcia simultanea a varias classes de antimicrobianos. Por outro
lado, as cepas de MRSA adquiridas na comunidade carreiam um SCCmec menor tipo 1V, V,
VI, apresentando menos elementos de resisténcia, ou seja, frequentemente mais susceptiveis a
macrolideos, quinolonas, tetraciclinas, trimetoprim, sulfametoxazol, e lincosamidas. No
entanto, podem estar associados a presenca de genes codificadores da PVL e de outras
exotoxinas que conferem aos CA-MRSA maior viruléncia.®® Essas cepas estdo associadas a
infeccBes graves de pele e pneumonias necrotizantes. ¢

As opcdes terapéuticas para MRSA (e em particular HA-MRSA) eram bastante
restritas. No entanto, devido aos grandes investimentos de industrias farmacéuticas,
atualmente se dispde de uma lista consideravel de op¢des para tratamento de MRSA. Além da
vancomicina, teicoplanina, linezolida, daptomicina, tigeciclina, oritavancina e dalbavancina,
existem as cefalosporinas de quinta geracdo recentemente introduzidas no mercado, como a
ceftarolina e ceftobiprole. “

Os glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) ainda sdo as drogas comumente
utilizadas contra essas cepas. No entanto, isolados com susceptibilidade intermediaria a esse
agentes foram descritos desde a década de 1990.“°*Y Fato ainda mais preocupante ¢ a
emergéncia de S. aureus com resisténcia completa a vancomicina, que se deve a aquisicao de
genes vanA a partir de enterococos resistentes a vancomicina. Felizmente, esse fenétipo tem
distribuicéo reservada, com 13 casos descritos nos Estados Unidos e 1 caso descrito no Brasil.
(42,43) Drogas como a linezolida e a daptomicina sdo comumente recomendadas para
tratamento de S. aureus resistente a meticilina.*” No entanto, resisténcia parcial ou completa
a esses agentes ja foi detectada. Lipoglicopeptideos tais como a telavancina, oritavancina,
dalbavancina e também as cefalosporinas de quinta geragdo tem se mostrado como uma boa

opcdo para tratamento de S. aureus resistente. >

1.2  Estudos sobre colonizacéo/infeccdo por Staphylococcus aureus em populactes

indigenas

CA-MRSA emergiu como uma das principais causas de infec¢bes de pele e tecidos
moles em diversas partes do mundo. Nos EUA, o clone USA300 tem sido responsavel por
aproximadamente 70% dessas infecgbes. Ja na Austrélia, onde foram realizados grandes
estudos com Staphylococcus aureus em comunidades nativas, existe uma diversidade cada

vez maior de estirpes reconhecidas em circulacdo. Grupos clonais previamente reconhecidos



foram descritos em regides geograficamente distintas. Os dados levam a crer,
hipoteticamente, que a ocorréncia dessa transmissao é facilitada em populagdes socialmente
desvantajadas, e presume-se até que essas cepas tenham surgido a partir dessas definicdes. “9

Ha algum tempo, pesquisadores clinicos afirmam que as infec¢Bes por Staphylococcus
aureus podem estar associadas a atributos raciais, sociais e fisicos do hospedeiro humano. De
acordo com uma anélise secundéria realizada pelo NHANES (National Health and Nutrition
Examination Survey) 2001-2002, a origem racial € um dos principais determinantes dos riscos
de colonizacéo e infeccdo pela bactéria. Individuos brancos ou caucasianos apresentam risco
estatisticamente maior de serem colonizados do que negros ou hispéanicos. Populagdes
indigenas também se mostram mais propensas em relacdo aos riscos para colonizagdo e
infeccdo por CA-MRSA, como se tem observado entre os nativos americanos, populacdes das
ilhas do Pacifico e os aborigenes australianos. ©

Dentre as populacGes de alto risco para ocorréncia de surtos de CA-MRSA, além das
comunidades indigenas, encontram-se as equipes de esportes coletivos, individuos
encarcerados, militares, pessoas que frequentam locais aglomerados como criangcas em
creches e homens que praticam sexo com homens. ©©

Comportamentos culturalmente tipicos entre diferentes populacGes, tais como viver
em condi¢cdes de superlotacdo, assisténcia a saude prejudicada e condi¢Bes precéarias de
higiene podem ser mais relevantes na patogénese de algumas formas de infec¢BGes por S.
aureus. Deste modo, os nativos inegavelmente se enquadram no grupo de risco para 0
carreamento de microrganismos resistentes, estando susceptiveis tanto a aquisi¢do quanto a
disseminacéo de infeccdes. “°Y

Sabe-se que as cepas de CA-MRSA nédo apresentam multirresisténcia; no entanto,
albergam um elemento genético mével SCCmec menor (normalmente tipo IV ou V) que lhes
garantem maior mobilidade. Infec¢Bes ocasionadas por essa estirpe tém sido vistas tanto no
ambiente comunitario quanto no hospitalar, com grandes surtos ocasionais, 0 qué também tem
ocorrido com as cepas HA-MRSA. Acredita-se que linhagens de MSSA sejam susceptiveis
de adquirir o gene de resisténcia (mecA) de outras fontes, tais como os Staphylococcus
coagulase-negativa. Ha evidéncias de que esse fato incida com mais frequéncia do que se
pensava, sendo mais propenso em locais caracterizados por intensa carga de colonizagdo e
infecces de pele frequentes. ¢

Em estudos retrospectivos realizados em comunidades indigenas americanas
submetidas a assisténcia em saude, a ocorréncia de infecgdes por MRSA correlacionada aos

fatores de risco foi de 74% sendo que, do total de isolados (112), 55% eram MRSA e 45%



MSSA.®¥ Ja um trabalho realizado com aborigenes australianos, a partir de amostras de
lesOes de pele e swabs de garganta, identificou durante o periodo de um ano uma taxa de 58%
de S. aureus em que 23% destes eram resistentes. Os achados foram similares aos obtidos na
comunidade, ndo havendo variacdo em nivel de sazonalidade.®® Outro estudo realizado com a
populacdo aborigene revelou presenca de MRSA em 61% dos isolados, contra 33% na
populacdo n3o-nativa. ©*

As populacdes indigenas apresentam altas taxas de doencas em virtude de uma
profunda desigualdade de salde em comparacao as populacdes nao-indigenas. Dessa forma, é
notdvel que individuos nativos sdo altamente negligenciados no que se diz respeito aos
servicos de atencdo publica. Neste cenario, as principais caracteristicas entre os padrbes de
morbidade e mortalidade incluem altas taxas de doencas infecciosas, altas taxas de
mortalidade materna e infantil e baixa expectativa de vida ao nascer. ®%

Vale ressaltar que a ocorréncia de infeccdes por CA-MRSA em populacgdes nativas ou
aborigenes tem sido crescente em todo mundo, sendo que os estudos realizados permitiram
inferir que individuos aborigenes carreadores da cepa foram seis vezes mais propensos a
desenvolverem infeccdo do que ndo-aborigenes. ©°

Embora a epidemiologia e caracteristicas clinicas do MRSA em comunidades nativas
como os aborigenes sejam similares as de outros paises, sabe-se que existe distin¢do entre

essas infeccdes em grupos ndo-indigenas. “%

1.2.1 Cenéario Nacional

No Brasil, residem aproximadamente 230 grupos étnicos indigenas. Desta forma, o
pais apresenta uma das mais amplas diversidades sociais do continente, ainda que a proporc¢édo
total da populacdo ainda seja uma das mais baixas. ©¢®

Embora a populagéo indigena do Brasil seja considerada pequena, mais da metade de
todas as etnias da América Latina estdo localizadas neste pais. Existem cerca de 220 povos
distintos, falando cerca de 180 linguas diferentes. Os estados de maior concentracdo indigena
sdo 0 Amazonas, Acre, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Roraima, sendo que a maioria
vive sob condicdes precérias de satde. ©”

Estudos demograficos realizados apontam que, nos ultimos anos, houve um
crescimento rapido da populagdo em alguns grupos indigenas. Todavia, os indicadores dos

povos indigenas tendem a ser piores do que para os ndo-indigenas, sendo necessario o
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aumento da frequéncia de estudos a fim de compreender os complexos determinantes sécio-
biologicos de saude desses povos. O panorama mundial revela que tais grupos apresentam
altas taxas de doencas, em virtude de uma profunda desigualdade de saude em comparacao
com as populacdes ndo-indigenas, fato que nio difere da situacdo brasileira atual. ®

Existem fortes evidéncias da ocorréncia de infec¢des por CA-MRSA nas comunidades
nativas em varios paises ao redor do mundo, principalmente por se tratarem de individuos que
vivem em condi¢des propicias para aquisicao e disseminacdo de microrganismos resistentes, o
qué se explica especialmente por conta de fatores demograficos e socioecondmicos. ©°
Porém, no Brasil ainda séo escassos os relatos de CA-MRSA em populacdes especificas.

Embora ndo existam estimativas seguras, € razoavel inferir que as infeccdes
estafilococcicas sejam bastante incidentes na populacdo brasileira como um todo. Em um
relato do programa SENTRY, S. aureus foi o agente mais frequentemente isolado em
espécimes clinicos de hospitais brasileiros. O microrganismo manteve a lideranca entre os
agentes de infeccBes de tegumento e corrente sanguinea, e ficou em segundo lugar entre os
agentes de pneumonias. ®® Dados mais recentes confirmaram esse padréo, e identificaram
resisténcia & meticilina em 31,0% dos isolados. ®® Por outro lado, o sistema de vigilancia de
infeccbes hospitalares do Centro de Vigilancia Epidemioldgica do Estado de Sdo Paulo
reportou o isolamento de S. aureus em 14% das hemoculturas colhidas em Unidades de
Terapia Intensiva (2015), sendo que, ao todo, 67% dos isolados eram de MRSA. ¢%&V

A ampla disseminacdo de MRSA em hospitais do Brasil é bem documentada. Por
outro lado, embora 0 MRSA seja endémico nos hospitais, ainda sdo poucos os relatos sobre
colonizagdo por CA-MRSA no pais.

Nascimento-Carvalho et al., relatam a identificacdo de 125 infeccbes de pele por
MRSA adquiridas na comunidade, mas ndo realizaram caracterizacdo molecular desses
isolados. 2 Por outro lado, relatos de casos isolados®® e estudos em bancos de cepas
documentaram a disseminacdo de isolados de MRSA carreando SCCmec IV em centros
urbanos do pais. Estudo recente, realizado com individuos higidos de uma populacdo do
interior do estado de S&o Paulo, evidenciou taxa de 0,9% de MRSA. ¢4

O combate ao surgimento, bem como a contencdo da disseminagdo do CA-MRSA
podem exigir o redirecionamento e criacdo de novas estratégias para o controle de infeccbes
dirigidas a grupos especificos da comunidade. Assim, se faz necessaria também uma melhor
compreensdo da epidemiologia das infec¢des estafilocdcicas nessas populagﬁes46, visando nédo

somente uma assisténcia qualitativa, como também a equidade no cuidado a saude indigena.
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2 JUSTIFICATIVA

Os povos indigenas se destacam por terem preservado suas origens com o passar dos
anos, além de ganharem protagonismo pela pratica de habitos e costumes exdéticos. No
entanto, essas peculiaridades acabam tornando o grupo suscetivel em relagdo ao surgimento e
disseminacéo de diversos tipos de doengas, incluindo as infeccGes relacionadas a linhagens de
Staphylococcus spp. O fato de serem grupos negligenciados no que se diz respeito a
assisténcia em salde somado a ampla capacidade desse microrganismo enquanto agente
causador de infecgdo impulsionou a realizacdo desse estudo. Considerando ainda a escassez
de pesquisas nessa tematica, a proposta desse trabalho foi trazer luz a questfes relacionadas a

epidemiologia molecular de S. aureus entre populacGes indigenas de regides distintas do pais.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar a prevaléncia e fatores de risco para carreamento nasal de Staphylococcus
aureus sensiveis e resistentes a meticilina (MSSA e MRSA) em indigenas de
comunidades do Norte e Sudeste do Brasil, avaliando a diversidade genética, a
disseminacdo, fatores de viruléncia e a resisténcia antimicrobiana, associados as

questdes étnicas, demograficas, ambientais e comportamentais.

Objetivos especificos

Caracterizar Staphylococcus aureus provenientes de mucosa nasal e oral de indigenas,
identificando a susceptibilidade in vitro a meticilina (oxacilina) e a vancomicina por
métodos fenotipicos e moleculares.

Identificar fatores demograficos, comportamentais, ambientais e étnicos associados ao
carreamento nasal de MRSA e MSSA.

Aplicar um protocolo rapido para deteccdo de MRSA e producdo de Leucocidina
Panton-Valentine.

Caracterizar o cassete cromossémico estafilocccico mec (SCCmec) dos isolados
colonizantes de MRSA.

Identificar a presenca de genes de viruléncia em isolados de S. aureus colonizantes
nasais/orais da populacéo estudada.

Identificacdo do perfil clonal das linhagens de S.aureus identificadas no estudo
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4, METODOLOGIA
Trata-se de um estudo transversal, de base populacional.
4.1  Local do Estudo
e Aldeias indigenas Kopenoti e Teregua situadas no municipio de Avai — S&o Paulo.

O municipio de Avai localiza-se a 22°08'48"de latitude sul e a 49°19'59” de longitude
oeste, estando a uma altitude de 481 metros. Sua populacdo é totalizada em 4.615 habitantes,
sendo 2.425 homens e 2.190 mulheres, de modo que 1.400 pessoas residem na zona rural
enquanto 3.196 vivem na zona urbana. A cidade possui um distrito (Nogueira) e a Reserva
Indigena Arariba, com dois postos (Posto Indigena Kopenoti, e o Posto Nimuendaju).

As aldeias incluidas no estudo sdo Kopenoti e Teregud, alocadas na reserva indigena
de Araribd (a 39 quilémetros da cidade de Bauru). A Aldeia Kopenoti apresenta a etnia
predominante Terena, e uma populacdo de 195 individuos. Ja a Aldeia Teregua possui como
etnias predominantes a Terena e a Guarani, somando uma populacdo de 111 nativos. Fonte:
Funasa, Polo de Bauru — SP. ®® Aldeias indigenas Kaxinawd, Ashaninka, Shanenawa e
Poyanawas, localizadas no Distrito Sanitario Especial Indigena (DSEI) do Alto do Rio Jurud,
municipio de Cruzeiro do Sul — Acre.

Cruzeiro de Sul localiza-se a 7° 39’ 54" sul, 72° 39’ 1” oeste. Definido como o
segundo maior municipio do estado do Acre, dista aproximadamente 648 km da capital do
estado Rio Branco pela rodovia BR-364, apresentando uma area de 7.781,5 Km?, o qué
equivale a 26,30% da regido do Vale do Jurua e a 5,08% da area total do Estado. Limita-se ao
norte com o estado do Amazonas, ao sul com o municipio acreano de Porto Valter, ao leste
com o municipio de Tarauaca e a oeste com 0s municipios acreanos: Mancio Lima, Rodrigues
Alves e também o com o Peru. Segundo dados do IBGE — (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica), a populagdo do municipio é totalizada em 78.444 habitantes (Censo IBGE/2010),
composta principalmente pelo elemento indigena e pelos nordestinos que vieram a regido em
grande namero no inicio do século XX para a extracdo da borracha. Estima-se que no DSEI
do Alto do Rio Jurua existam mais de 1500 nativos distribuidos por varias terras indigenas
(Quadro 3). €

Entre as comunidades indigenas situadas na regido, as aldeias Kaxinawa, Ashaninka,

Shanenawa e Poyanawas fizeram parte do estudo em questdo. A aldeia Kaxinawa pertence ao
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tronco linguistico Pano, representando o povo de maior populacdo no Acre. Os Ashaninka s&o
da lingua Aruak e habitam a regido do Jurua desde o fim do século XIX nas regides dos rios
Amoénea, Envira e Breu, um territorio onde predominam outros povos falantes da lingua Pano.
Ambas as aldeias supracitadas pertencem a comunidades nativas mais afastadas do Distrito
Sanitario Especial Indigena (DSEI) do Alto do Rio Jurua. ®” Dentre as demais populacdes, a
aldeia Shanenawa esta situada no municipio de Feijo, numa comunidade conhecida como
Morada Nova. Por fim, o povoado Poyanawas vive no Municipio de Mancio Lima, localizado
as margens direitas do Parana Japiim, area a 550.223,0445, perfazendo um campo de 5.451,1
Km? que se estende a 30 Km da foz do Rio Mda na regido Norte do Brasil, extremo oeste da
Amazobnia, e no ponto mais ocidental do Pais. Os Poyanawas comp&em uma populacdo de

403 individuos cuja lingua falada é o Pano. ©”

4.2  Populagéo do Estudo

O tamanho amostral foi estabelecido utilizando-se o célculo para proporc¢des, nivel de
5% de significancia e 5% de precisdo, proporcionalmente ao nimero de individuos de cada
aldeia, ficando entdo determinado um total de 108 indigenas na populacdo maior de Bauru e
62 na sua populacdo menor. No Acre foram 297 individuos tomados proporcionalmente ao
namero de individuos de cada aldeia (quadro 3). Foram incluidos no estudo indigenas que
tenham mais de um ano de idade, sejam residentes nas aldeias referidas e que consentirem em
participar voluntariamente da pesquisa. De acordo com esses parametros, estimaram-se para o

estudo 467 individuos.

Quadro 3. Distribuicdo da populacéo indigena estimada para o estudo

Povo Terra indigena Municipio Populacéo Amostra
Kopenoti Reserva Indigena Avai 195 108
Arariba
Teregud Reserva Indigena Avai 111 62
Arariba
Poyanawa Jaminawd/Envira Méancio Lima - 93
Kaxinawa Kaxinawé da Tarauaca 114 26

Colonia Vinte e
Sete
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Ashaninka Kampa do Igarapé Tarauaca 25 6
Primavera
Shanenawa Katukina/Kaxinawa Feijo 1.083 247

4.3  Coleta de dados demograficos e clinicos

Precedendo a realizacdo da coleta dos espécimes microbioldgicos, foi realizada uma
avaliacdo antropométrica incluindo dados de peso e altura dos sujeitos avaliados segundo
critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e houve a aplicacdo de
um questionario, com duracdo de em torno de 10 minutos, o qual (anexo 2) incluiu as
seguintes informagdes:

e Dados demograficos (género, idade, etnia, religido);

e Escolaridade;

e Renda familiar;

e Tipo de habitacéo;

e Prética de poligamia;

e Material das paredes e piso do domicilio;

e Condicdes de saneamento;

e Fonte de abastecimento de agua;

e Destino do lixo;

e NuUmero de individuos que compartilham o mesmo domicilio;

e Frequéncia e local dos banhos;

e Prética de esportes (individuais ou coletivos);

e Morbidade referida (incluindo doencas cronicas);

e Acesso/utilizacdo de servicos de salde (incluindo internacdes nos ultimos 12

meses) e praticas adicionais de cura;

e Ocorréncia de infecgdes nos ultimos 12 meses;

e Ultilizacdo de antimicrobianos nos ultimos 12 meses;

e Frequéncia em institui¢bes fechadas (creche, casa de repouso, presidio);

e Uso de alcool e drogas ilicitas (especialmente endovenosas);

e Tipo de substancia utilizada para pigmentacao da pele;

e Presenca de lesdes de pele.
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4.4  Coleta dos espécimes microbiol6gicos

Amostras das mucosas nasal e oral foram coletadas simultaneamente através de swabs
estéreis com meio de transporte. Os espécimes foram obtidos das narinas anteriores e
orofaringe, utilizando um swab para cada sitio. A técnica de coleta nasal consistiu na
umidificacdo do swab com SF 0,9% (técnica estéril) e introducdo em ambas as narinas até a
maior profundidade tolerdvel pelo sujeito da pesquisa e rotacdo da haste pressionando
gentilmente a extremidade contra a mucosa. O procedimento para coleta de orofaringe partiu
da umidificacdo do swab, comprimindo o mesmo de forma suave sobre toda superficie da
garganta, evitando o contato do coletor com a lingua. Os swabs foram transportados em meio
de Stuart para o Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias da Unesp para realizacdo de semeadura em placas
contendo Agar Baird Parker, meio seletivo para Staphylococcus. Ap6s incubagdo a 37°C por
48 horas, as amostras foram submetidas ao procedimento de identificagdo dos

microrganismos isolados.

4.5  Ildentificacdo da espécie

Os microrganismos que se desenvolveram a partir das culturas foram submetidos a
coloracdo de Gram objetivando a pureza, observacdo da morfologia e coloracdo especifica.
Apo6s a confirmacdo dessas caracteristicas, foram feitas provas de catalase e coagulase em
tubo conforme preconizado por Koneman et al. ¢®

Para a confirmacdo genotipica dos isolados de S. aureus, realizou-se a pesquisa do
gene sau apds a extracdo no DNA bacteriano (item 3.8). @ Os oligonucleotideos utilizados

para deteccdo do gene estdo descritos no quadro 4.

Quadro 4. Oligonucleotideos para a detec¢éo do gene sau

Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto amplificado (pb)*
SAU327 1 GGA CGA CAT TAG ACG AAT CA 241
SAU1645 2CGG GCACCTATTTTCTATCT 241

“Tamanho do produto amplificado em pares de bases (pb)

Fonte: Riffon., et al ¢
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4.6  Avaliagdo da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

O teste de suscetibilidade antimicrobiana foi realizado para todos os isolados obtidos
por meio da técnica de difusdo da droga em agar a partir de discos impregnados conforme
critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016). ™ Para o
preparo dos inéculos foram utilizadas culturas em caldo BHI previamente incubadas por 4 a
6 horas e ajustadas anteriormente com a turbidez da escala 0.5 de Macfarland. As drogas de
escolha foram oxacilina (1 pg) e cefoxitina (30 pg). Uma vez ajustada a densidade do
indculo, a semeadura foi feita através de swab estéril na superficie do Agar Mueller Hinton, e
a sequir, foram aplicados os discos impregnados com as drogas. As placas foram incubadas a
temperatura de 35°C por 16-18 horas, sendo a atividade do antimicrobiano avaliada pelo
diametro do halo de inibicdo através de interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo
(CLSI, 2016). A linhagem padréo de S. aureus ATCC 25923 foi usada como controle para os
experimentos. Amostras que apresentaram resisténcia a cefoxitina, foram adicionalmente
testadas para as seguintes drogas penicilina (10U), ceftarolina (30 pg), quinupristina (15 ug),
sulfametoxazol (23.7ug), clindamicina (2 ug), eritromicina (15 pug), e levofloxacina (5 pg).

4.7  Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitoéria minima das drogas oxacilina e vancomicina foi determinada
pelo método de E-test. Este procedimento € um método quantitativo em que se faz o uso de
tiras de plastico inertes e transparentes que medem 60 mm de comprimento por 5,5 mm de
largura nas quais € incorporado um gradiente de concentracdo estabilizado do antimicrobiano
a ser pesquisado. A concentracdo das diversas drogas no E-test varia de 0,002 a 256 pg/ml.
Os parametros técnicos envolvidos na realizagdo do E-test sdo: meio de cultura de Mueller-
Hinton Agar com inoculo apresentando concentracdo final semelhante a turvacédo
correspondente & escala 0,5 de McFarland, incubagéo das placas em aerobiose a 35-37° C. A
leitura é realizada pela verificacdo na escala da parte anterior da fita, do valor correspondente
a interseccdo da zona de elipse de inibicdo do crescimento bacteriano. A interpretacdo dos
resultados foi realizada de acordo com os parametros estabelecidos pelo (CLSI, 2016),

quadro 5.
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Quadro 5. Limites da concentragdo inibitoria minima (pug/mL) para categorizacdo de

Staphylococcus aureus.

Interpretagio CIM (ng/mL ) — Staphylococcus aureus

Agente antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
Oxacilina <2 - >4
Vancomicina <2 4-8 >16

Fonte: CLSI, 2016. %

4.8  Extragdo do DNA bacteriano

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

utilizada para a eluigéo.

4.9 PCR real time

A técnica de PCR em tempo real procedeu-se utilizando um protocolo rapido para

identificacdo de MRSA e amostras PVL-positivas.

4.9.1 Deteccdo do gene mecA de resisténcia a oxacilina.

O PCR em tempo real foi executado através do Sistema LightCycler (Roche). As
reacOes de PCR foram realizadas em volumes totais de 20 ul contendo 2 pl de acido nucleico,
3 mM MgCl,, 1 uM de cada iniciador (Quadro 6), 2 ul do mix 10x Light Cycler FastStart
DNA Master SYBR Green (Roche). A incubacéo foi realizada em termociclador apropriado,



19

empregando os parametros descritos por Fang et al. Y que consistem em: desnaturacéo
inicial a 95°C por 10 minutos para ativar o FastStart Tag DNA polimerase, 35 ciclos com
aquecimento a 20°C/s para 95°C, refrigeracdo a 20°C/s para 55°C com um intervalo de 5
segundos, e aquecimento a 20°C/s para 72°C com intervalo de 8 segundos. O ciclo um
consiste no aquecimento a 20°C/s para 95°C, refrigeracdo a 20°C/s para 58°C com uma
espera de 60 segundos, e de aquecimento em 0,1°C/s para 95°C. O protocolo termina com um
ciclo de resfriamento a 20°C/s para 35°C, com uma espera de 30 segundos. O canal de
fluorescéncia foi fixado em F1 (530 nm). Em todas as reacOes realizadas foram utilizadas
linhagens de referéncia internacional com o controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e
negativo (S. aureus ATCC 25923).

Quadro 6: Oligonucleotideos para a deteccdo do gene mecA

Iniciador Sequéncia (5°-3°)
mecAl GCA ATC GCT AAAGAA CTAAG
mecA2 GGG ACC AACATAACCTAATA

Fonte: Fang et al., 2003 "V

4.9.2 Deteccdo dos genes da Leucocidina Panton-Valentine

Utilizou-se o protocolo descrito por Johnsson et al., ® em que as reacdes de PCR em
tempo real apresentavam volume total de 20ul, contendo 2 pL do mix 10x LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche), 4 mM MgCl,, 0,7 uM do iniciador "forward"
e 0,5uM do iniciador reverso (quadro 7). A ciclagem térmica iniciou por 95°C por 10
minutos, seguidos por 35 ciclos de 95°C por 10 segundos, 52°C por 5 segundos e 72°C por 18
segundos. Em todas as reacOes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia
internacional como o controle positivo (S. aureus USA300) e negativo (S. aureus ATCC
29213).

Quadro 7. Oligonucleotideos para a detecgdo dos genes da Leucocidina Panton-Valentine.
Luk-PV-1 GTAAAATGT CTG GAC ATGATCCA
Luk-PV-2 CAA (C/G)TG TAT TGG ATA GCA AAA GC

Fonte: Johnsson et al., 2004 (/9
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4.10 Caracterizagdo do SCCmec

A determinacdo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se um método de reacdo
PCR-Multiplex conforme descrito por Milheirico et al. ® Foram utilizados 8 loci (A-H)
selecionados com base nas sequéncias do elemento mec descritas previamente. O locus A esta
localizado downstream ao gene pls e é especifico para 0 SCCmec tipo I; o locus B é um
fragmento interno do operon kdp que € especifico para 0 SCCmec tipo II; o locus C é um
fragmento interno do gene mecl presente nos SCCmec tipos Il e 111; o locus D € um fragmento
interno da regido dcs presente nos SCCmec tipos I, Il e 1V; o locus E esté localizado na regido
entre o plasmideo pl258 e o transposon Tn554, sendo especifico para SCCmec tipo IlI; o locus
F, também especifico para o SCCmec tipo Ill, esta localizado entre 0 Tn554 e a juncao
cromossdmica direita (orfX). Os loci G e H foram incluidos para distinguir as variantes
estruturais 1A e IlIA, respectivamente. O locus G corresponde a juncdo esquerda entre a
sequéncia de insercdo 1S431 e o plasmideo pUB110; o locus H corresponde a juncdo esquerda

entre a sequéncia de insercao 1S431 e o plasmideo pT181.

4.11 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Tipagem por PFGE foi realizada segundo o protocolo modificado de McDougal et al.,
(™ As amostras foram semeadas em caldo BHI, no qual obtiveram crescimento por 24 horas.
Em um microtubo previamente pesado, 0,5ml da amostra crescida foi centrifugada a
12.000rpm por 50s. Depois de desprezado o sobrenadante, o microtubo foi novamente
pesado e foram adicionados 300ul de solu¢do TE (10mM de Tris, ImM EDTA [pH 8,0])
mais a diferenca entre o peso final e inicial em ml. As amostras foram deixadas em banho-
maria por 10minutos a 37°C. Apos vortexar, foram adicionados 5ul de Lisostafina (1mg/ml
em 20mM de acetato de sodio [pH 4,5]) e 300ul de agarose low melt.

As amostras foram depositadas nos moldes para plugues a fim de solidificarem, e
posteriormente foram colocadas em 2ml de solu¢do EC (6mM Tris-HCI, 1M NaCl, 100mM
EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sodio, 0,5% laurilsarcosil sodico) e incubadas a
37°C por pelo menos 4h. O EC foi retirado e os plugues lavados com 2ml de TE quatro vezes
a temperatura ambiente por meia hora. Cada restricdo do DNA genémico foi feita em meio
plugue com a enzima Smal (Fast Digest Smal, Fermentas Life Science, Canada) em 50ul de

tampéo de restricéo.



21

A eletroforese foi executada em aparelho CHEF-DR 111 System (BioRad Laboratories,
EUA) em gel de agarose a 1% (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad Laboratories, EUA)
preparado com TBE 0,5X sob as seguintes condicdes de corrida: intervalos de tempo de
pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa linear; 6V/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5X TBE como
tampéo de corrida. Como marcador molecular, foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker
(New England BioLabs). Os géis foram corados com GelRed (10.000X em agua, Biotium,
EUA) por 45min., e fotografados sob transiluminacdo UV. Para a analise de similaridade, o
calculo dos coeficientes de correlacdo Dice e a criacdo do dendograma pelo método UPGMA
(unweighted pair group method using arithmetic averages), foi utilizado o software
BioNumerics (versao 7.6; Applied Maths, Bélgica).

A cepa de referéncia S. aureus NCTC 8325 foi utilizada para normatizacdo dos géis
(nimero de acesso GenBank CP000253). Para comparacdo das amostras do estudo, procedeu-
se a andlise das cepas de MRSA representantes de clones mundiais ou locais cedidas pelo
Prof. Antonio Carlos Campos Pignatari (UNIFESP), obtidas da Universidade de Juntendo,
Téquio, cedidas pelo Prof. Keiichi Hiramatsu: NCTC 10422 (SCCmec tipo 1), N315 (SCCmec
tipo 11), 85/2082 (SCCmec tipo I1), JCSC 1968 / CA05 (SCCmec tipo IVa), JCSC1978 / 8/6-
3P (SCCmec tipo IVb), MR 108 (SCCmec tipo 1Vc), JCSC 4469 (SCCmec tipo 1\Vd), JCSC
3624 /| WIS [WBG8318] (SCCmec tipo V), Al1721/HU25 (Clone Brasileiro Epidémico,
SCCmec tipo I11), WB72 (USA 300, SCCmec tipo 1V), MW2 (USA 400, SCCmec tipo 1V),
WB49 (Oceania South Pacific Clone, SCCmec 1V), HAR24 (EMRSA - 15, SCCmec tipo 1V),
HAR24 (EMRSA - 16, SCCmec tipo Il), BK2464 (New York - Japan, SCCmec Il), HDE288
(Clone Pediatrico / USA800, SCCmec IVa).

4.12 Pesquisa de genes de viruléncia (toxinas estafilococicas)

Enterotoxinas e TSST-1: As reacdes de PCR para a deteccdo dos genes das

enterotoxinas A, B, C, D, E e da TSST-1 foram realizadas conforme os parametros descritos
por Johnson et al. ™ e Cunha et al. "®. Os primers utilizados estdo descritos no quadro 8. A
eficiéncia das amplificages foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de agarose 2%
e corado com SYBR Safe.

Hemolisinas alfa, beta e delta: As reacGes de PCR para os genes das hemolisinas alfa,

beta e delta (hla, hlb, hld), assim como os primers utilizados, foram baseados segundo

descrito por Marconi et al.!""
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Toxinas Esfoliativas: As reagdes para 0s genes das toxinas esfoliativas (eta, etb e etd)

foram realizadas segundo descrito por Koning et al. ("®

Quadro 8. Oligonucleotideos utilizados nas tecnicas de PCR para a deteccdo de genes de

viruléncia.
Fator de Gene Iniciador Sequéncia (5°-3°) Produto  Controle Refe-
viruléncia réncia
Enterotoxina ~ Sea  SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA  120pb ATCC Johnson
A SEA-2 GAACCTTCCATCAAAAACA 13565 etal."™®
EnterotoxinaB  seb SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG  478pb ATCC Johnson
SEB-2 GACGGTACTCTATAAGTGCC 14458 etal ™
Enterotoxina C  Sec SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT  257pb ATCC Johnson
SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC 19095 etal. (™
SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC
Tox. 1 da Tst TSST-1 ATGGCAGCATCAGCTTGATA  350pb N315 Johnson
Sind. choque TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT etal. ™
Toxico
Toxina Eta ETA-1 CTAGTGCATTTGTTATTCAA  119pb N5 Koning
Esfoliativa A ETA2 TGCATTGACACCATAGTACT etal. (™
Toxina Etb ETB-1 ACGGCTATATACATTCAATT  200pb M Koning
Esfoliativa B ETB-2 TCCATCGATAATATACCTAA etal. ™
Toxina Etd ETD-1 AACTATCATGTATCAAGG 376pb Koning
Esfoliativa D ETD-2 CAGAATTTCCCGACTCAG etal. ™
Hemolisina o~ hla HLA-1 CTGATTACTATCCAAGAAAT  209pb N315 Marconi
TCGATTG etal. "
HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTAT
CAGT
Hemolisina hlb HLB-1 GTGCACTTACTGACAATAGT  309pb RN4420°  Marconi
GC etal. (™
HLB-2 GTTGATGAGTAGCTACCTTC
AGT
Hemolisinad  hld HLD-1 ATGGCAGCAGATATCATTTC  357pb N315 Marconi
HLD-2 CGTGAGCTTGGGAGAGAC etal. "

"Tamanho do produto amplificado em pares de bases (pb); ~ Cepas gentilmente cedidas pela Profa.
Dra. Elza Mamizuka (USP).

4.13 Deteccdo dos genes envolvidos na formacéao e adeséao do biofilme

As reacOes de PCR para a detecgdo dos genes codificadores do biofilme foram
realizadas conforme os parametros descritos por Arciola et al. ® Os primers utilizados est&o
descritos no quadro 9. A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada pela eletroforese da
reacdo em gel de agarose 2% e corado com SYBR Safe. Em todas as reagdes realizadas foram



23

utilizadas linhagens de referéncia internacional com controle positivo e negativo, S.
epidermidis ATCC 35985 (produtora de biofilme) e S. epidermidis ATCC 12228.

Quadro 9. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para a detec¢cdo do operon ica

Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto amplificado
Primer icaAl  ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA 103 bp
Primer icaA2  GGA AAT GCC ATA ATG AGA AC 103 bp”
Primer icaDl ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 198 bp”
Primer icaD2 CGTGTT TTCAAC ATTTAA TGC AA 198bp”
Primer icaBl  CTG ATC AAG AAT TTA AAT CAC AAA 302bp”
Primer icaB2 AAAGTCCCATAAGCCTGTTT 302bp”
Primer icaCl TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT 400bp”
Primer icaC2 TTC CAG TTA GGC TGGTAT TG 400bp”

Fonte: “Arciola et al, 2005 7

4.14 Tipagem molecular de Staphylococcus aureus por MLST

4.14.1 Extracio de DNA
O DNA foi extraido com a utilizacdo do kit comercial (HiYield Gel/PCR DNA
Extraction Kit Real — Biotech - RBC) para sangue e baseado em coluna de silica, conforme as

instrucdes do fabricante.

4.14.2 Amplificacdo dos genes conservados para o MLST

Os genes arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqgiL foram amplificados separadamente
com os primers abaixo (quadro 10), conforme descrito por Enright et al. - Os parametros da
PCR foram desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto. O ciclo foi repetido 35 vezes e uma extenséo final de 5 minutos a 72°C foi

realizada.
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4.14.3 Sequenciamento e analise do MLST

O amplificado de cada gene foi purificado com kit especifico e preparado para a
realizacdo de sequenciamento das duas fitas (senso e antisenso). A analise foi realizada a
partir da fita consenso através do software BioNumerics (versdo 7.6; Applied Maths, Bélgica).

Quadro 10. Primers utilizados na amplificacdo dos 7 genes conservados

Genes Primers Sequéncias Fragmentos
Arc arc up 5- TTG ATT CAC CAG CGC 456 pb
GTATTGTC-3'
arc dn 5- AGG TAT CTG CTT CAA
TCA GCG -3'
aroE aro up 5'- ATC GGA AAT CCT ATT 456 pb
TCACATTC-3'
aro dn 5- GGT GTT GTA TTA ATA
ACG ATATC -3'
glpF glp up 5'- CTA GGA ACT GCA ATC 465 pb
TTAATCC -3
glp dn 5- TGG TAA AAT CGC ATG
TCCAATTC-3'
gmk gmk up 5- ATC GTT TTA TCG GGA 429 pb
CCATC-3
gmk dn 5- TCA TTA ACT ACA ACG
TAATCG TA -3
Pta pta up 5- GTT AAA ATC GTA TTA 474 pb
CCT GAA GG -3
pta dn 5- GAC CCT TTT GTT GAA
AAG CTT AA -3
Tpi tpi up 5- TCG TTC ATT CTG AAC 402 pb
GTC GTG AA -3
tpi dn 5- TTT GCA CCT TCT AAC
AAT TGT AC -3'
ygiL yqi up 5'- CAG CAT ACA GGA CAC 516 pb
CTATTGGC -3
yqi dn 5- CGT TGA GGA ATC GAT
ACT GGA AC -3'

5 Analise e-BURST

Com o intuito de se identificar grupos de gendtipos relacionados, ou seja, Complexos
Clonais - CCs, prevendo o ancestral dos mesmos, foi realizada adicionalmente uma anélise
pelo algoritmo eBURST. O programa compara os alelos de cada Sequence typing - ST
independente das linhagens. Quanto maior o nimero de alelos iguais, maiores as chances dos
STs agruparem-se. O resultado é observado através de um diagrama radial, onde o gendtipo

fundador fica localizado no centro do diagrama. Os critérios utilizados pelo eBURST sdo: sete



6

25

loci por isolado, sendo pelo menos seis loci idénticos para definicdo do grupo e pelo menos
trés variacOes de loci para definicdo de subgrupo. Para verificar a relagdo dos STs encontrados
neste estudo, foi utilizado o programa eBURST v.3 S. aureus Database, disponivel em:
http://eburst.mlst.net. Y

ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para a coleta e analise dos dados foram utilizados os softwares EPI-INFO for
Windows, versdo 3.5.1 (© Centers for Disease Control and Prevention, USA) e SPSS verséao
19.0 (© SPSS, inc.). Foram aplicados os procedimentos rotineiros para analise de estudos de
delineamento transversal. A base do estudo foi formada pelos sujeitos (indigenas) que
apresentaram cultura positiva para S. aureus. Empregou-se uma analise uni e multivariada de
regressdo Poisson®®¥ para fatores de risco associados ao carreamento por Staphylococcus

aureus.

7 ANALISE QUESTOES ETICAS

O estudo proposto submetido a avaliacdo dos seguintes érgdos: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq, Fundacdo Nacional do indio - FUNAI, e
Comité de Etica Nacional — CONEP. CAAE: 08428912.3.0000.5411, parecer 674.368.


http://eburst.mlst.net/
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8 RESULTADOS
8.1 Amostragem

Foram coletadas amostras de 443 individuos, porém, pela incongruéncia no
preenchimento de alguns questionarios, foram incluidos no estudo 400 dos individuos. A
partir das amostras coletadas por meio de swabs de origem nasal e oral, obteve-se um total
de 931 espécimes, advindos de sujeitos higidos pertencentes as populagdes indigenas do
sudeste e norte do Brasil. Em diversas situacGes houve crescimento de mais um tipo de
espécime na amostra coletada, o que justifica 0 nimero de espécimes superior ao dobro de
individuos nos quais se procederam as coletas.

Do total de indigenas analisados, 116 (IC 95%: 24,71-33,84) estavam lotados nas
aldeias Kopenoti e Teregua, no municipio de Avai-SP, regido sudeste, e 284 (IC 95%:
66,16-75,29) eram vinculados as comunidades indigenas Shanenawd, Kaxinawéa, Ashaninka
e Poyanawas localizadas no estado do Acre, regido norte do pais.

8.2  Prevaléncia de carreamento de Staphylococcus aureus

A identificagdo dos especimes microbioldgicos evidenciou uma prevaléncia de
colonizagdo por S. aureus entre as populacdes indigenas de 47,6% (IC 95%: 42,64-52,64),
totalizando 190 isolados. Quando realizada a distribuicdo entre os sitios, obteve-se uma
prevaléncia de carreamento nasal de S. aureus de 31,8% (IC 95%: 27,23 -36,82), enquanto na
mucosa oral constatou-se uma prevaléncia de 25,7 % (IC 95%: 21,53-30,55). Ja na analise por
regido, identificou-se prevaléncia de 43,1 % (IC 95% 33.94-52.62) no estado de Séo Paulo, e
49,4 % (IC 95% 43.50-55-45) no estado do Acre. (figura 1)
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Figura 1. Distribuicdo das amostras por regido e prevaléncia de carreamento por S. aureus

entre sitios de colonizac&o.

8.3  Determinacéo da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

Todas as 190 amostras identificadas como S. aureus tanto pelos métodos fenotipicos
guanto moleculares foram submetidas aos testes de susceptibilidade antimicrobiana in vitro
utilizando as drogas oxacilina e cefoxitina. O método de disco-difusdo evidenciou 4 amostras
resistentes a oxacilina (halo < 10) e/ou cefoxitina (halo < 21), dentre as quais 1 pertenceu aos
isolados de origem nasal enquanto as outras 3 foram advindas da mucosa oral. Além disso, 0s
isolados foram testados para as seguintes drogas: penicilina, ceftarolina, quinupristina,
sulfametoxazol, clindamicina, eritromicina e levofloxacina.

Os espécimes nos quais se pdde constatar resisténcia a meticilina foram submetidos a
anélise pelo método E-test utilizando fitas impregnadas com oxacilina e vancomicina para
obtencdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Os resultados obtidos através dos testes

para determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Resultados obtidos na determinacdo da susceptibilidade antimicrobiana pelos

métodos de disco-difusdo e E-test (Oxacilina e Vancomicina).

Antibiéticos testados 165-O 286-O 301-O0 301-N
Penicilina 09 mm-R 23 mm-R 09 mm-R 09 mm-R
Oxacilina 09 mm 0mm 0mm 0 mm

Oxacilina - CIM 1,5 pg/ml-S 6 pg/ml-R 1,0 pg/ml-S 1,0 pg/ml-S
Cefoxitina 16 mm-R 13mm-R 14 mm-R 15 mm-R
Ceftarolina 25 mm-S 27 mm-S 25 mm-S 24 mm-S

Vancomicina 17 mm— 20 mm — 12 mm - 23 mm —
Vancomicina - CIM 1,0 pg/ml-S 0,5 pg/ml-S 1,5 pg/ml-S 1,5 pg/ml-S

Quinupristina 23 mm-S 25 mm-S 24 mm-S 24 mm-S

Sulfa 27 mm-S 18 mm-S 31 mm-S 29 mm-S
Clindamicina 29 mm-S 30 mm-S 27 mm-S 27 mm-S
Eritromicina 24 mm-S 14 mm-I| 26 mm-S 26 mm-S
Levofloxacina 27 mm-S 25 mm-S 24 mm-S 23 mm-S

CIM — Concentragdo Inibitoria Minima. S — Sensivel; R — Resistente; | — Intermediario. Breakpoints:

CLSI, 2016.

8.4  Deteccdo do gene mecA (de resisténcia a meticilina) e caracterizacdo do SCCmec

Das 190 amostras de S. aureus estudadas, 3 (orais) foram positivas para o gene mecA,

as quais foram detectadas utilizando o protocolo rapido de identificacdo por meio da técnica

de PCR em Tempo Real (figura 2). Dessa forma, ha prevaléncia de MRSA entre os isolados

de 0,7% (IC 95%: 0,19-2,37) tanto pelos métodos fenotipicos quanto genotipicos.
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8.5

Deteccgdo dos genes da Leucocidina Panton-Valentine

Em relacdo a deteccdo do gene codificador da Leucocidina de Panton-Valentine, pode-

se evidenciar através da técnica da PCR em tempo real, um total de 24 (9%) amostras de S.

aureus de origem nasal carreando 0 gene, enquanto as amostras orais continham a metade 12

(4,5%) desses.

8.6

Pesquisa dos genes de viruléncia (toxinas estafilocdcicas)

A pesquisa dos genes relacionados as toxinas estafilococicas revelou uma distribuicéo

bastante diversificada entre os isolados. A tabela 2 mostra as taxas de prevaléncia dos genes

das enterotoxinas (sea, seb e sec), esfoliatinas (eta, etb, etd), gene associado a toxina 1 da

sindrome do choque toxico TSST-1 (tst) e hemolisinas (hla, hlb, hid).
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Tabela 2. Distribuicdo dos genes de viruléncia entre os isolados de S. aureus

Genes de Viruléncia Prevaléncia (%) IC 95%
Enterotoxina A — gene sea 18 (9,4) 5,68-14,48
Enterotoxina B — gene seb 27 (14,1) 9,53-19,90
Enterotoxina C — gene sec 38 (19,9) 14,48-26,27

Toxina 1 da S. Choque Toxico — gene tsst-1 12 (6,5) 3,41-11,11
Hemolisina o — gene hla 184 (96,3) 1,49-7,41
Hemolisina B — gene hlb 39 (20,4) 14,94-26,84
Hemolisina & — gene hild 154 (80,6) 14,02-25,70
Esfoliatina A — gene eta 7 (3,6) 1,49-7,41
Esfoliatina B — gene etb 13 (6,8) 3,67-11,36

8.7  Deteccdo dos genes envolvidos na formacéao do biofilme (operon icaABCD)

A anélise dos genes envolvidos na producao do biofilme revelou uma prevaléncia dos
genes icaA e icaD entre os isolados de S. aureus (tabela 3). Apenas 2 amostras albergaram o
operon completo icaABCD, sendo uma proveniente dos indigenas do estado de S&o Paulo e

outra do Acre.

Tabela 3. Distribuicdo dos genes relacionados a producdo de biofilme entre os isolados S.

aureus
Genes relacionados a formacao do Prevaléncia IC 95%
Biofilme
Gene icaA 157 (82,2) 12,65-23,98
Gene icaB 2 (1,0) 0,13-3,73
Gene icaC 15 (7,8) 4,46-12,62
Gene icaD 139 (72,7) 21,05-34,12

8.8  Identificacdo do Perfil clonal dos isolados de S. aureus (tipagem por PFGE)

A andlise por PFGE permitiu identificar a presenca de 21 clusters (1-21) bem

definidos e distribuidos entre as populacfes (Figura 3). Precedendo as analises, considerou-se
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a definicdo de cluster previamente estabelecida (agrupamentos de 4 isolados ou mais, com
similaridade >80%). Objetivando a comparacdo dos agrupamentos com clones internacionais,
foram adicionados controles dos mesmos na confeccdo do dendrograma.

Um total de 190 amostras de S. aureus foi analisado pela técnica de PFGE, das quais
35 foram repetidamente ndo-tipadas. Dos 21 grupos encontrados, foi possivel identificar 5
clusters majoritéarios (1, 4, 6, 10 e 14) que albergaram um ndmero maior de isolados, se
destacando como mais prevalentes entre as regides estudadas. E importante ressaltar que de
uma forma inesperada, esses clones principais agruparam amostras provenientes dos
indigenas tanto sudeste quanto da regido norte do Brasil.

Outro achado importante foi evidenciado no cluster 7 que, embora ndo tenha se
mantido entre os mais prevalentes, agrupou amostras sensiveis com um dos isolados
resistentes. Os isolados resistentes CA-MRSA permaneceram em 2 clones. No primeiro, 0s
isolados agruparam-se com o clone USA800. Em contrapartida, no segundo, houve
similaridade apenas entre as 2 estirpes resistentes.
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Figura 3. Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) dos perfis
PFGE - Smal de 190 isolados de S. aureus e MRSA provenientes de individuos higidos de populacdes
indigenas no sudeste e norte do Brasil.
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8.9  Sequenciamento e andlise do MLST (Multilocus sequence typing)

Foram selecionadas 17 amostras de S. aureus (sensiveis e resistentes) pertencentes aos
clusters majoritarios (que reuniram o maior nimero de amostras) identificados pela técnica de
PFGE (figura 4). A andlise por multilocus sequence typing, realizada através do
sequenciamento dos housekeeping genes, identificou a prevaléncia do ST 5 na maioria das
amostras analisadas, totalizando 23,5% (4 isolados). Além desse, foram evidenciados o ST 1
(1), ST 25 (2), ST 15 (1), ST 97 (2), ST8 (2), ST 1635 (1), ST 188 (2), ST 6 (1) e 0 ST 707
(1).

Os resultados obtidos através do algoritmo e-BURST evidenciaram uma origem
ancestral em todos os STs encontrados entre os indigenas, ou seja, 0s STs que fazem parte do
gendtipo fundador ou sub fundador, ocupando o centro do diagrama, como pode ser visto na

figura 5.
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Figura 4. Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied Maths) dos perfis

PFGE - Smal de isolados de S. aureus e MRSA dos principais clusters identificados entre as

populagdes indigenas no sudeste e norte do Brasil.(Dice; Optimization: 0.5 %; Tolerance:1.25 %)
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STISS

* Legenda:

'STs ancentrais (grupos
= fundadores ¢ sub-grupos 4
| fundadores)

‘ STs encontrados no estudo

Figura 5. eBURST de S. aureus baseado nos STs representados pelos isolados contidos no banco de
dados on-line S. aureus MLST, incluindo os STs isolados de indigenas das populag¢fes do sudeste e
norte do Brasil submetidos a técnica de MLST (http://saureus.mist.net).

8.10 Identificacédo dos fatores de risco

O Modelo de Regressdo de Poisson para analise dos fatores de risco associados ao
carreamento de S. aureus revelou na andlise univariada uma associagdo positiva com 0s
fatores Idade e NUumero de banhos. Quando observada a variavel Etnia, na qual se utilizou
como referéncia o grupo Shanenawa (maior grupo dentre os indigenas estudados) pode-se
identificar uma associagdo negativa entre etnias Teregud e Kaxinawa relacionadas ao
desfecho (tabela 4). A etnia Shanenawa mostrou associagao positiva com o carreamento por S.
aureus quando analisada como variavel dicotdmica. Dessa forma, foi utilizada como
referéncia em relagdo as demais.

Em contrapartida, na analise multivariada, o Unico fator independente associado com o

desfecho foi Etnia. Ja a varidvel ldade apresentou um p valor marginalmente significante
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(p=0,08). Embora os fatores Idade e Nimero de Banhos ndo tenham se mantido no modelo
multivariado, tratam-se de caracteristicas que parecem contribuir com o desfecho estudado
(tabela 4).

Levando-se em consideracdo o poder de associacdo da variavel Etnia com o desfecho,
foram realizadas analises univariadas comparando a prevaléncia dos fatores de viruléncia
associada aos tipos de Etnias no intuito de conhecer as diferengas de patogenicidade entre os
espécimes de S. aureus que colonizam os grupos indigenas do estudo. Nessa mesma
perspectiva, foram analisados os fatores de risco (habitos e costumes), e as variaveis
demogréficas (renda e nimero de moradores na residéncia) associados ao carreamento de S.
aureus distribuidos por Etnias. Os resultados mostram que a etnia Shanenawa se destaca em
relacdo a prevaléncia dos genes de viruléncia como também relacdo a préatica das variaveis
relacionadas aos habitos, costumes e demogréaficas que foram pontuadas (tabela 5 e 6).

Foram considerados como estatisticamente significantes os dados com p valor < 0,05.



Tabela 4. Modelo de Regressao de Poisson para analise dos fatores de risco associados ao carreamento de S. aureus.
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Anélise Univariada

Anélise multivariada

Preditores S. aureus Negativo RP (1C 95%) P VALOR RP (1C 95%) P VALOR
Var Demograéficas

Sexo Feminino 113 (59,5) 112 (53,6) 1,12 (0,93-1,35) 0,24

Idade, Mediana(Quartis) 21 (11,5 -34) 27 (14-43) 0,003* 0,99 (0,98-1,00) 0,08
Etnia

Shanenawa (referéncia)” 78 (41,1) 57 (27,3)

Puyanawas | 22 (11,1) 30 (14,4) 0,73 (0,52-1,04) 0,06 0,74 (0,46-1,20) 0,22
Kaxinawa 16 (8,4) 34 (16,3) 0,55 (0,36 - 0,85) 0,002* 0,55 (0,32-0,94) 0,03*
Kopenoti 31(16,3) 33(15,8) 0,84 (0,63 - 1,12) 0,22 0,87 (0,57-1,32) 0,52
Teregua 19 (10,0) 33(15,8) 0,63 (0,43-0,93) 0,009* 0,67 (0,40-1,11) 0,11
Ashaninka 4(2,1) 1(10,5) 1,34 (0,87 - 2,20) 0,32 1,32 (0,48-3,62) 0,58
Puyanawas Il 21 (11,1) 21 (10,1) 0,87 (0,62 - 1,21) 0,38 0,91 (0,56-1,38) 0,7
Grupo (Séo Paulo x Acre) 50 (26,3) 66 (31,6) 0,89 (0,73-1,08) 0,25

Renda em R$, mediana (quartis) 688 (430-800) 700 (422-815) 0,97

Escolaridade

Analfabeto (referéncia) 13 (6,8) 23 (11,0)

Fund. Incompleto 77 (40,5) 91 (43,5) 1,27 (0,80 - 2,002) 0,29

Fund. Completo 56 (29,5) 46 (22,0) 1,52 (0,45 - 2,43) 0,052

Med. Completo 39 (20,5) 41(19,6) 1,35 (0,83 - 2,20) 0,21

Sup. Completo 5(2,6) 8(3,8) 1,07 (0,47 -2,40) 1,0

Habitacdo de alvenaria 60 (31,6) 71 (33,9) 0,95 (0,78-1,16) 0,61

Rede de esgoto 85 (44,7) 83 (39,7) 1,10 (0,91 -1,51) 0,31
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Continuagao

Andlise
Andlise Univariada Andlise multivariada Andlise Univariada Analise multivariada Univariada Andlise multivariada Andlise Univariada
P VALOR RP (IC 95%) P VALOR RP (1C 95%) P VALOR RP (IC 95%) P VALOR
Residentes na habitacéo,
mediana (quartis) 5,5 (4,5-7) 5,0 (3,0-7,5)
Distancia de unidade de salde,
mediana (quartis) 2,5 (2,5-5,0) 2,0 (2,0-5,5) 0,52
Habitos e costumes
Tatuagem 18 (9,4) 24 (11,4) 0,90 (0,68-1,20) 0,62
Esportes Coletivos 87 (45,7) 93 (44,5) 1,02 (0,84-1,23) 0,80
Brincos 45 (32,3) 23 (44,2) 0,69 (0,44-1,10) 0,17
Pigmentacao pele 70 (36,8) 76 (36,3) 1,00 (0,83-1,22) 0,92
Urucum 55 (29,0) 68 (32,5) 0,92 (0,75-1,12) 0,50
Genipapo 67 (35,2) 38 (59,3) 0,85 (0,68-1,08) 0,22
Numero de banhos diérios,
mediana (quartis) 3,5 (2,5-4,0) 3,0 (2,0-4,0) 0,04*
Banhos Igarape 61 (43,7) 79 (37,8) 0,88 (0,73-1,07) 0,27
Banhos Chuveiro 131 (68,9) 135 (64,5) 1,09 (0,90-1,32) 0,35
Consumo de beberragens 33 (17) 40 (19,1) 0,94 (0,74-1,19) 0,64
Consumo de aywaska 1(0,53) 6 (2,87) 0,60 (0,44-0,82) 0,07
Uso de substancias topicas
medicinais 26 (40,6) 38(59,3) 0,85 (0,68-1,08) 0,22
Etilismo 29 (15,2) 32 (15,3) 0,99 (0,77-1,29) 0,98




Continuagao
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Andlise
Andlise Univariada Andlise multivariada Andlise Univariada Analise multivariada Univariada Andlise multivariada Andlise Univariada
P VALOR RP (IC 95%) P VALOR RP (I1C 95%) P VALOR RP (I1C 95%) P VALOR

Tabagismo 34 (17,8) 42 (20,1) 0,93 (0,74-1,17) 0,57
Variaveis clinicas

Diabetes 8(4,2) 11 (5,2) 0,90 (0,60-1,33) 0,62
Infeccoes Pele A 3(1,58) 2 (0,96) 1,31 (0,44-3,85) 0,57
Infeccoes Pele R 6 (3,16) 8 (3,83) 0,91 (0,57-1,45) 0,71
Antibioticos 22 (11,5) 19 (9,0) 1,14 (0,81-1,61) 0,41
Consultas ambulatoriais recentes 32 (16,8) 26 (12,4) 1,19 (0,88-1,61) 0,21
Cirurgia 17 (8,95) 11 (5,26) 1,35 (0,84-2,17) 0,15
Internacédo 27 (14,2) 34 (16,2) 0,92 (0,72-1,18) 0,56
Pneumonia 1(0,53) 1(0,48) 1,04 (0,26 - 4,20) 0,94

Dados em nimero (%). RR, Rate Ratio (Razdo de Prevaléncias); IC Intervalo de Confianga.*Dados estatisticamente significantes



Tabela 5. Resultados de analise univariada dos fatores de viruléncia (prevaléncia de genes) associada aos tipos de Etnias.
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Shanenawa (%o)

Poyanawa | (%)

Andlise Univariada - ETNIAS — Acre & Sao Paulo

Kaxinawa (%)

Ashaninka (%)

Poyanawas Il (%)

Kopenoti - Sp (%)

Teregua — Sp (%)

P
Genes | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | VALOR
S. aureus
(sau) 78 (41,1) 57 (27,3) | 21(11,1) 30(14,4) | 16(8,4) 34(16,3) | 4(2,1) 1(0,5) |21(11,1) 21(10,0) 31 (16,3) 33(15,8) | 19(10,0) 33(15,8) | 0,01*
Sea 7(38,9) 72(41,6)| 1(56) 20(11,6) - 16 (9,2) | 1(5,6) 3(1,7) 1 (5,6) 20 (11,6) 6(33,3) 25(14,5) | 2(11,1) 17(9,8) 0,27
Seb 10 (37,0) 69 (42,1) | 1(3,7) 20(12,2)| 3(11,1) 13(7,9 - 4 (2,4) 2 (7.4) 19 (11,6) 7(25,9) 24(146)| 4(14,8) 15(9,1) 0,47
Sec 18 (47,4) 61(39,9) | 5(13,2) 16(10,5) | 3(7,9) 13(85) | 3(7,9 1(0,7) | 4(10,5) 17 (11,1) 5(13,2) 26 (17,0) - 19 (12,4) | 0,03*
Hla 75(40,8) 4(57,1) | 20(10,9) 1(14,3) | 15(8,2) 1(143) | 4(22) - 20 (10,9) 1(14,3) 31 (16,8) - 19 (10,3) - 0,81
Hld 66 (42,9) 13(351) | 13(84) 8(21,6) | 11(7,1) 5(135 | 3(1,9 1(2,7) | 14(9,2) 7(18,9) 29 (18,8) 2(54) |18(11,7) 1(2,7) 0,02*
PVL 14 (38,9) 65(41,7) | 3(83) 18(115)| 2(56) 14(9,0) | 1(28) 3(1,9 | 5(13,9) 16 (10,3) 9(25,0) 22(14,1)| 2(56) 18(115) 0,62
Eta 5(71,4) 74 (40,2) - 21(11,4) | 1(143) 15(82) - 4(2,2) - 21 (11,4) 1(14,3) 30(16,3) - 19 (10,3) 0,62
Etd 5(38,5) 74(41,6) - 21(11,8) | 2(154) 14(7,9 - 4(2,2) - 21 (11,8) 6 (46,2) 25(14,0) - 19 (10,7) 0,03
TSST-1 1(8,3) 75 (43,6) - 21 (12,2) - 15 (8,7) - 3(1,7) - 20 (11,6) 4(33,3) 26(151) | 7(58,3) 12(7,0) | <0,01*
icaA 65 (41,4) 14(41,2) | 20(12,7) 1(29) | 15(9.6) 1(2)9) - 4(11,8) | 20 (12,7) 1(2,9) 22 (14,00 9(26,5) | 15(9,6) 4(11,8) | <0,01*
icaD 53 (38,1) 26 (50,0) | 17 (12,2) 4(7,7) | 13(94) 3(58) 1(0,7) 3(58) | 20(14,4) 1(1,9) 21 (15,1) 10(19,2) | 14 (10,1) 10 (19,2 0,04*

Dados em nimero (%). Positivo: S. aureus. *Dados estatisticamente significantes.




Tabela 6. Resultados da analise univariada dos fatores de risco associados ao carreamento de S. aureus distribuidos por Etnias.
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ETNIAS - Sdo Paulo & Acre

Shanenawa (%6) Poyanawa | (%0) Kaxinawa (%) Kopenoti (%0) Teregua (%) Ashaninka (%) Poyanawas Il (%) P VALOR
Habitos e Costumes | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo
Pigmentacao Pele |76 (52,1) 59 (23,3) |22 (15,1) 29 (11,5) |26 (17,8) 24 (9,5) - 64 25,6) - 52 (20,6) | 5(3,4) - 17 (11,6) 25(9,9) | <0,01*
Beberragens™ 39 (53,4) 96 (29,4) |19 (26,0) 32(9,8) | 7(9,6) 43(13,2) - 64 (19,6) | 1(1,4) 51(156)| 2(2,7) 3(09) | 5(6,8) 37(11,3)| <0,01*
Banho Igarape 68 (48,6) 67 (25,9) |15 (10,7) 36(13,9) |43(30,7) 7 (2,7) - 64 (24,7) - 52 (20,1) | 5(3,6) - 9(6,4) 33(12,7)| <0,01*
N° de Banhos
mediana (Quartis) 3.2 (1-4) 3,1(1-4) 3,2 (1-4) 1,7 (1-4) 2,1 (1-4) 3,0 (2-4) 3,5 (2-4)
Renda R$, mediana
(Quartis) 696 (50-4000) 781 (70-3550) 505 (60-2000) 810 (134-4000) 1013 (300-2500) 710 (250-1400) 837 (649-4000) <0,01*
Residentes na
habitacdo, mediana
4,0 (1-9) 6,0 (2-11) 4,6 (1-9) 3,9 (1-6) 8,0 (8-8) 5,2 (2-11) <0,01*

(quartis)

6,3 (1-20)

Dados em nimero (%). Positivo: S. aureus. *Dados estatisticamente significantes.

**Mistura de ervas medicinais tipicamente utilizadas pelos indigenas para tratamento empirico de doencas.
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9. DISCUSSAO

Em dias atuais, a resisténcia bacteriana é destacada pela OMS como uma grande
ameaca global. Sabidamente, um dos protagonistas desse cenario tem sido Staphylococcus
aureus por ser capaz de causar uma ampla gama de infec¢des que se estendem desde quadros
superficiais até infeccbes generalizadas de alta letalidade. No passado, cepas de S. aureus e
MRSA estavam confinadas a configuracdes hospitalares. ¥ No entanto, impulsionados pelos
grandes avancos tecnoldgicos, junto aos esforcos para melhoria das medidas de controle de
infecgdo, hoje se vivencia uma realidade distinta. De um lado, no &mbito hospitalar, é possivel
se deparar com menores taxas desses agentes, e de outro, no ambiente comunitario, se
enfrenta uma constante emergéncia desse patdgeno, que por sua vez sO agrava a magnitude
desse grande problema de satde publica. ©®

Acredita-se que as infeccBes estafilococicas sejam precedidas pelo processo de
colonizagdo. Estudos revelam que aproximadamente um terco de adultos higidos colonizados
apresentam risco significativo de infeccdes invasivas subsequentes. ¢ Qutros fatores que
prometem exercer impacto sobre a ocorréncia de doencas infecciosas sdo o tipo de raca, a
etnia e o nivel socioecondmico de cada individuo. Em comparacdo aos caucasianos, os afro-
americanos e americanos nativos sdo mais propensos a desenvolver quadros de bacteremia.
1% O mesmo foi observado entre indigenas australianos que apresentaram taxas de infeccéo
significativamente maiores do que populagdes ndo-indigenas. ‘®

Embora o Brasil seja um pais com grande nimero de populacdes indigenas (817.963
individuos)®”, pouco se sabe sobre a dindmica das infecces nesse panorama, em especial em
relacdo a colonizacao e infecgdo por Staphylococcus aureus. Dados apresentados por Coimbra
Junior ha pouco mais de 30 anos atras, evidenciaram através de estudo com piodermite e
portatores de S. aureus (nasais e orais) em populac@es indigenas em Ronddnia taxas de 23,3
e 36,2% S. aureus entre as aldeias estudadas. ®

No entanto, registros do estudo em questdo revelaram taxas de carreamento nasal e
oral por S. aureus de 47,6%, de modo que, quando realizada a analise por regido, obteve-se
entre os isolados provenientes dos indigenas da populacdo sudeste um total de 43,1% de S.
aureus, e em relacdo a populacdo do norte, um percentual de 49,4 %, totalizando 190 estirpes.
Frente ao percentual de amostras resistentes a meticilina (CA-MRSA), evidenciou-se uma
prevaléncia de 0,7%, a qual se restringiu entre os isolados de indigenas pertencentes a regido

amazonica do Brasil, todos albergando SCCmec IV.
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Outro estudo recente realizado entre a populacdo de amerindios de Wayampi na aldeia
de Trois-Sauts, regido isolada na Floresta amazonica da Guiana Francesa, avaliou as taxas de
carreamento nasal de S. aureus e colonizacdo persistente entre os anos de 2006 e 2008. Os
achados revelaram no ano de 2006 uma prevaléncia de carreamento da bactéria de 41,7%,
enquanto em 2008 as taxas subiram para 57,8%, sendo que 26% dos individuos eram
colonizados de forma persistente. Nesse estudo, nenhum dos isolados se mostrou resistente a
Meticilina. ©

Nota-se que a prevaléncia de S.aureus entre os indigenas brasileiros chega a ser quase
10% menor do que as taxas evidenciadas entre os Wayampis e aborigenes australianos, o0s
quais apresentaram percentual de 58% a partir de amostras de swabs de garganta e lesdes de
pele. Nesse estudo com os aborigenes, pdde-se detectar 23% de isolados resistentes.®? Ja
outro trabalho também com a populagédo aborigene revelou presenca de MRSA em 61% das
amostras contra 33% da populacdo nao-indigena.®® Em inquérito de base populacional
realizado no estado de Sdo Paulo em populacdo ndo-indigena, as taxas de carreamento nasal
de S. aureus e CA-MRSA foram de 32,7% e 0,9%, respectivamente. Nesse trabalho todos os
isolados resistentes também albergaram o SCCmec V. 9

Levando-se em consideracdo os dados entre populacdes indigenas e ndo indigenas do
Brasil, entende-se que as taxas de colonizagéo tanto por S. aureus quanto MRSA parecem ser
similares, porém, dentre os indios estudados a taxa de colonizacdo por S. aureus foi superior
por volta de 15% se comparadas & populagdo ndo-indigena previamente estudada. %

Conforme citado, o presente trabalho evidenciou uma timida taxa de resisténcia entre
as cepas de S. aureus isoladas de indigenas brasileiros, sendo trés isolados (orais) totalizando
0,7%. Esse achado contrapde dados previamente descritos entre indigenas americanos e
aborigenes australianos, nos quais as taxas foram consideravelmente superiores. “°9

Os isolados de CA-MRSA foram identificados tanto por métodos fenotipicos através
da técnica de disco-difusdo quanto por métodos genotipicos pela deteccdo do gene mecA
através da PCR em Tempo Real (Real Time PCR). Vale destacar que o CLSI® tem
recomendado o disco de Cefoxitina para deteccdo de resisténcia a meticilina. Além de ser um
potente indutor do sistema regulatério do gene mecA, a droga apresenta maior sensibilidade
como teste de screening para identificar amostras carreadoras do gene de resisténcia. ® Os
resultados apresentados pela técnica de disco-difusdo mostraram-se em consonancia com a
afirmativa. Ao submeter isolados de MRSA a avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana
com outras drogas como Penicilina, Ceftarolina, Quinupristina, Sulfametoxazol,

Clindamicina, Eritromicina e Levofloxacina, pdde-se notar resisténcia apenas a Penicilina,
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sendo que os isolados se mostraram sensiveis aos demais antimicrobianos testados. Segundo
Sader et al., as taxas de sensibilidade de cepas CA-MRSA s&o geralmente maiores se
comparadas ao HA-MRSA, especialmente para Clindamicina e Levofloxacina, o qué também
tem se observado com a Ceftarolina, droga recentemente introduzida no mercado como opg¢éo
para tratamento de infec¢8es causadas por MRSA. ©?

Assim como realizado por Pereira-Franchi.,®® foi possivel aplicar um protocolo
rapido de identificacdo de amostras MRSA pela técnica da PCR em tempo real. Em virtude
da dificuldade muitas vezes encontrada para o tratamento de infec¢cdes por MRSA, sabe-se da
necessidade de ferramentas para diagnostico rapido e preciso que s&o cruciais para a escolha
direcionada dos antibiéticos, a fim de se garantir o tratamento adequado das infecgdes. ¢

Em relacdo a andlise dos fatores de risco para carreamento de S. aureus realizada no
presente estudo, pdde-se constatar que etnia foi a Unica varidvel independente que
permaneceu no modelo multivariado pelo teste de regressdao de Poisson. Ruimy et al., ndo
encontraram nenhuma associagdo com fatores epidemiolégicos, porém, identificaram que
fatores genéticos podem estar associados com a colonizacéo por S. aureus.® Como ja citado,
a origem racial também se encontra dentre os fatores predisponentes para colonizacdo pelo
agente estudado.®®

Ao proceder as andlises univariadas, comparando a prevaléncia dos genes de
viruléncia associada aos tipos de etnias e analisando os fatores de risco (habitos, costumes e
demogréaficos) associados ao carreamento de S. aureus, também distribuidos por etnias,
obtiveram-se resultados significantes com os genes sec, hld, tst, icaA e icaD. Em relacdo aos
fatores habitos, costumes e demografia, todas as variaveis testadas foram estatisticamente
significantes: pigmentacéo da pele, nimero de banhos, beberragens, banhos no igarapé, renda
mensal e numero de moradores na casa.

Vale ressaltar que a etnia Shanenawa, utilizada como referéncia para as demais, além
de mostrar associagcdo positiva com o carreamento por S. aureus (quando testada como
variavel dicotdbmica), foi 0 grupo que carreou cepas de S. aureus mais virulentas e resistentes
(4). Comumente, essa etnia apresenta de forma mais frequente habitos, costumes e fatores
demograficos que podem estar associados com maior prevaléncia de colonizacdo pelo
microrganismo em quest&o.

Em relacdo as variaveis pigmentacdo da pele, nUmero de banhos, beberragens e
banhos no igarapé, mais estudos sdo necessarios para elucidar essa associacao.

No presente trabalho, ndo foram encontrados fatores de risco tradicionais para

colonizacdo como idade, sexo masculino, comorbidades, tabagismo e hospitalizagéo recente,
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exceto 0 nimero de habitantes na residéncia. ® Embora o fator idade tenha apresentado
resultado marginalmente significante (p=0,08), sabe-se que a colonizagdo por S. aureus
apresenta-se de forma mais frequente em individuos jovens, como descrito em estudos
anteriores. 0%

Segundo Hewagama et al., condi¢cbes de superlotacdo, habitacdo, infra-estrutura,
higiene e saneamento precérios favorecem a disseminagdo de S. aureus virulentos entre as
populacgdes, podendo contribuir para 0 aumento futuro das taxas de infecgdes nesses cenarios.
(23,96,97)

Quando comparado o fator média de renda mensal em relacdo a colonizacdo por S.
aureus, os resultados foram estatisticamente significativos. Em comparagdo com as demais
populacdes indigenas estudadas, a etnia Shanenawa também esteve entre 0s grupos com
menor renda mensal. Um estudo recente realizado por Uria et al., evidenciou forte associacao
negativa entre renda per capta e a prevaléncia de MRSA, indicando que o processo de
colonizacéo seja mais frequente em populacdes socialmente desvantajadas. ©”

A alta patogenicidade de S. aureus esta intimamente relacionada a uma ampla gama de
fatores de viruléncia, que vao garantir a bactéria sucesso como colonizantes e agentes de
infeccdo. Tais fatores permitem a adesdo da bactéria, favorecem o escape do sistema imune e
causam efeitos nocivos as células do hospedeiro.™®

Em relacdo a distribuicdo geral dos fatores de viruléncia, obteve-se maior prevaléncia
dos genes relacionados as hemolisinas alfa e delta com percentuais mais elevados 96,3 e
80,3%, respectivamente, seguidos pela hemolisina beta com 20,4%. As hemolisinas
constituem um dos principais fatores de viruléncia na patogénese de S. aureus, facilitam a
disseminacdo do microrganismo e séo responsaveis por causar a lise de hemécias, leucocitos e
fibroblastos através da formagdo de poros nas membranas das células alvo. &°® Uma pesquisa
comparando amostras isoladas a partir de quadros infecciosos entre os paises Austria, Hungria
e Macedonia revelou taxas das hemolisinas alfa, beta e gama de 86%, 40% e 74%,
respectivamente, dados que se assemelham aos achados do presente estudo. )

Sabe-se que a maior parte dos isolados de S. aureus é capaz de formar o biofilme, que
por sua vez aumenta a gravidade das infeccdes por dificultar a acdo dos agentes antibidticos
favorecendo o aumento da resisténcia bacteriana.®***® A identificacdo dos genes relacionados
a formacgéo de biofilme nesse trabalho, revelou predominancia dos genes icaA (82,2%) e
icaD (72,7%). Esses genes constituem-se como fatores necessarios para o0 processo de adesdo
intracelular, e sendo assim, exercem papel importante na formacdo multicamada do biofilme.

Em estudo realizado com amostras clinicas tanto sensiveis quanto resistentes, as taxas
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encontradas em MSSA também foram maiores para os genes icaA (71%) e icaD (54,0%),
assim como outras pesquisas tem evidenciado. Nesse trabalho de Ghasemian et al., houve
relacdo entre a formacéao fenotipica do biofilme e a prevaléncia dos genes icaA e icaD, fato
que corrobora o potencial patogénico de isolados de S. aureus carreadores desses genes. %V
(102)

Os achados obtidos nesse estudo evidenciaram 36 (13,5%) amostras PVL positivas,
nenhuma associada com CA-MRSA. A prevaléncia desse gene se deu em especial entre 0s
indigenas situados no Acre. Em estudo previamente realizado com populacdo ndo-indigena,
identificaram-se apenas 5 amostras albergando o gene que codifica a Leucocidina de Panton-
Valentine, totalizando 2,2%. (103) Considerando as condi¢des peculiares de vida das
populacdes indigenas supracitadas, é possivel inferir que tais fatores podem contribuir para
carreamento de S. aureus e a ocorréncia de infeccdes de pele associadas ao gene da PVL
(IukS-PV). @ Segundo Boan et al., as infeccdes por cepas de S. aureus PVL positivas afetam
desproporcionalmente individuos jovens, indigenas, ou sujeitos com menos fatores de risco
relacionados 2 assisténcia em satde. *¥

Os genes codificadores das toxinas esfoliativas foram detectados em percentual menor
3,6 € 6,8%. Segundo Koosha et al.,"% a frequéncia destes fatores de viruléncia podem diferir
de acordo com a regido estudada.’® Em amostras comunitarias de S. aureus advindas de
populacdo nio indigenas, o percentual de toxinas esfoliativas foi de 1,3%.1%?

Um dado interessante, foi que a prevaléncia do gene codificador da toxina 1 da
sindrome do choque toxico se concentrou entre os indigenas das aldeias do estado de Sao
Paulo. O gene da TSST-1 tem sido frequentemente associado com isolados MSSA, no
entanto, nos Ultimos anos pode-se observar um aumento dos casos em cepas resistentes.
Dentre os indigenas da regido sudeste, foram identificados apenas estirpes sensiveis de S.
aureus, que apesar do maior percentual de genes relacionados a toxina 1 da sindrome do
choque toxico, foram amostras que se mostraram menos virulentas em relacdo as isoladas
dentre os indigenas da regido amazonica.

Em conjunto com os genes codificadores das hemolisinas, os genes envolvidos com a
producdo do biofilme e demais toxinas mostram uma diversidade no perfil de viruléncia
identificado em S. aureus isolados de populacdes indigenas, resultados similares aos ja
identificados em populagdo ndo-indigena.'®” Esses dados reafirmam a importancia
epidemioldgica direcionada aos individuos sabidamente colonizados por S. aureus.

Quanto a clonalidade dos isolados, a analise por PFGE permitiu identificar 21 clusters

bem definidos circulantes entre as populagdes indigenas no sudeste e norte brasileiro. Desses,
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5 clusters majoritéarios (1, 4, 6, 10 e 14) albergaram um numero maior de isolados que se
destacaram como mais prevalentes entre as regides estudadas. Um achado digno de nota foi
observado entre esses clusters, onde amostras de indigenas do sudeste se agruparam (com
mais de 80% de similaridade) com isolados identificados na regido amazénica. Tratando-se da
distancia entre ambas regides, estimada em torno de 3.961 km, ¢ dificil associar fatores em
comum entre as populagdes estudadas. No entanto, curiosamente houve o deslocamento de
um profissional de saude do interior de Sdo Paulo para regido amazodnica, local onde se
manteve por 7 anos prestando assisténcia as aldeias localizadas no Alto do Rio Jurud, que
compdem parte da populagio desse estudo. E notério que o carreamento e a disseminacéo de
cepas de S. aureus e MRSA através do processo de colonizacdo € passivel de acontecer,
sendo, nesse caso, um evento a ser explorado. Outra hipdtese seria a possibilidade desses
isolados partilharem de uma origem comum.

Em estudos com populacGes humanas é frequente a diversidade clonal entre cepas S.
aureus, especialmente tratando-se de isolados sensiveis & meticilina. ©¢3%®)

Outro achado que merece atencdo foi evidenciado entre o agrupamento 7, que embora
ndo tenha se mantido entre os mais prevalentes reuniu amostras sensiveis com um dos
isolados resistentes pertencente ao ST5. De acordo com Robinson e Enright, a disseminacéo
de genotipos ndo se da apenas entre individuos, mas também pela capacidade de disseminacao
do elemento genético moével SCCmec IV através de estripes de S. aureus sensiveis a
meticilina (MSSA).®® As demais amostras de CA-MRSA agruparam-se com o clone
USAB800. O clone USA800 é um HA-MRSA dominante no mundo inteiro, conhecido como
Clone Pediatrico. %%

Os STs identificados entre as populacdes indigenas estudadas assemelham-se aos
sequence typings comumente disseminados em diversos outros tipos de populacdes. 10112
Quando realizada anéalise pelo MSLT, identificou-se prevaléncia do complexo clonal ST 5 na
maioria das amostras analisadas (4 isolados). O ST5 é conhecido como um dos complexos
clonais mais prevalentes tanto em ambiente hospitalar quanto comunitario. Associa-se com
diferentes tipos de SCCmec (I, 1l e IV) e representa o ancestral do clone descrito como clone
Cordobés/Chileno e do clone epidémico pediatrico MRSA detectado desde 1999, €113

Além desse, foram evidenciados o ST 1, ST 25, ST 15, ST 97, ST8, ST 1635, ST 188,
ST 6 eo0SLV 707. O ST8 esta associado com o clone USA300, o principal clone comunitario
relacionado a infecges de pele e tecidos moles no Norte da América. 4%

Desde o final da década de 1960, cinco principais clones epidémicos de MRSA tém se

disseminado e causado infeccOes em diferentes regides do mundo; dentre eles, estdo ST5,
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ST8, ST22, ST36 e ST45. “) No entanto, alguns clones mais distintos, como o clone ST152
de Bamako (Mali), ou o complexo clonal CC75, tém sido encontrados entre aborigenes de
regides remotas do norte da Australia.®® Tong et al.,®” revela em estudo que analisou a
disseminacdo de CA-MRSA entre indigenas a prevaléncia do ST22 e ST772. Por outro lado,
na pesquisa realizada com amerindios da regido amazo6nica de Guiana Francesa, 78,5% dos
portadores de S. aureus, albergavam STs mais comuns, incluindo o ST1, ST5, ST15, ST97,
ST188, ST1293 e ST1292, enquanto que apenas 2 (3%), incluiam o ST30 e ST398. 9

Um dos isolados identificados no presente estudo apresentou o ST97. Esse complexo
estd relacionado com ruminantes, em especial bovinos. Além de estar associado com a
maioria dos casos de mastite bovina, recentemente foi descrito entre suinos. “'® OQutro
sequence typing pouco prevalente foi o ST 707, identificado em amostras hospitalares e
comunitéarias de S. aureus isoladas em Burkina Faso, um pais de baixa renda da Africa
Ocidental. 17

A anélise pelo algoritmo eBURST evidenciou uma origem ancestral em todos os STs
encontrados entre os indigenas, ou seja, STs constituindo o genotipo fundador ou sub
fundador. De acordo com Gutierrez e Linz, populacdes que vivem sob condicdes isoladas e
clones de S. aureus altamente divergentes podem refletir antigas migragdes humanas e/ou em
processo de evolucdo entre bactérias e o hospedeiro como ja descrito para outros

microrganismos. %118
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10. CONCLUSAO

O presente trabalho traz dados pioneiros acerca da epidemiologia de Staphylococcus
aureus e MRSA em meio aos indigenas brasileiros. As taxas distintas de prevaléncia de
carreamento tanto de S. aureus quanto de MRSA, bem como da disseminagcdo de
determinados genes de viruléncia em isolados de S. aureus, parecem evidenciar uma dindmica
peculiar do microrganismo entre os indigenas brasileiros. Estes sdo achados que, no entanto,
ndo contrastam de forma importante dos dados descritos previamente em populacdo ndo-
indigena. A analise do perfil clonal impulsiona a elucidacdo de questBes relacionadas ao
processo de evolugdo da bactéria estudada, sugerindo uma provavel origem comum. Por fim,
os resultados epidemioldgicos nos permitem inferir que o fator etnia esta relacionado a
prevaléncia de S. aureus em populacdes especiais (no qual se destacou o grupo Shanenawa),
e que, associados os habitos e costumes peculiares, condi¢des precarias de habitacdo, higiene
e saneamento, podem exercer influéncia sobre o carreamento e disseminacdo de

Staphylococcus aureus em popula¢Ges humanas.
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12. Anexos

Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) a ser assinado em duas vias: uma

para o sujeito e outra para o pesquisador.

| — TCLE para adultos

Vocé estd sendo convidado a colaborar com o projeto de pesquisa chamado “Carreamento nasal de
Staphylococcus aureus em populagfes indigenas do Norte e Sudeste do Brasil: Resisténcia
Antimicrobiana, Viruléncia, Fatores de Risco e Epidemiologia Molecular”. Leia atentamente o texto

abaixo e faca qualquer pergunta que achar necessaria.

Texto:

Vaérias pessoas carregam no nariz uma bactéria chamada “estafilococo”. Normalmente essa bactéria
ndo causa nenhum mal, mas algumas tém um “estafilococo” diferente, que € resistente a varios
antibioticos. Essas pessoas tém maior risco de adquirir infeccdes de pele, pneumonias e outras. O
objetivo da nossa pesquisa ¢ identificar as pessoas que carregam o “estafilococo”, principalmente em
sua forma resistente. Para isso, precisamos colher secrecdo das suas narinas e realizar exames. A
coleta da secrecdo se faz introduzindo uma espécie de “cotonete” em cada narina. Isso ¢ feito de forma
suave e ndo causa dor, podendo causar apenas um desconforto.

Na secre¢do colhida, serdo feitos exames para identificar se o “estafilococo” esta presente ¢ se ele ¢ da
forma resistente. Também serdo realizados exames para identificar a tendéncia dessa bactéria em
causar doenca. VVocé ficara sabendo do resultado através dos pesquisadores, que entrardo em contato
com o cacique ou chefe da aldeia. Caso vocé tenha o “estafilococo” resistente ou venha apresentando
varias infec¢Oes de pele, sera fornecida uma “pomada” nasal ou um sabdo liquido com antisséptico
para eliminagdo do “estafilococo”, se assim vocé desejar. Além disso, participando da pesquisa, vocé
ird colaborar com o conhecimento sobre essa bactéria, e sua distribuicdo em meio a populagdo

indigena, possibilitando medidas de prevencéo e tratamento de infeccdes.

Precisaremos também que vocé responda a um questionario com informacdes pessoais que sera
aplicado pelo pesquisador. VVocé levara cerca de 10 minutos para responder esse questionario. E
importante vocé saber que em nenhum momento sera divulgado seu nome ou qualquer informacao que
permita sua identificacdo. Além disso, vocé podera retirar sua participacdo da pesquisa quando quiser,
bastando para isso entrar em contato com um dos pesquisadores, €, se ndo se sentir atendido, com o

Chefe do Departamento de Doengas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu. Quaisquer
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outras ddvidas podem ser esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu (Fone: (14)3880-1608 ou 3880-1609).

Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficard com vocé e a outra com 0s

pesquisadores do projeto.

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

ASS.: Nome:

Assinatura dos Pesquisadores:

Ligia Maria Abrado e/ou:

Rodrigo Medeiros de Souza:

Il — TCLE para menores de 18 anos.

Estamos convidando seu[sua] filho[a] (ou dependente legal) a participar do projeto de pesquisa
chamado “Carreamento nasal de Staphylococcus aureus em populagdes indigenas do Norte e Sudeste
do Brasil: Resisténcia Antimicrobiana, Viruléncia, Fatores de Risco E Epidemiologia Molecular” Leia

atentamente o texto abaixo e faga qualquer pergunta que achar necessaria.

Texto:

Vaérias pessoas carregam no nariz uma bactéria chamada “estafilococo”. Normalmente essa bactéria
ndo causa nenhum mal, mas algumas tém um “estafilococo” diferente que é resistente a varios
antibioticos. Essas pessoas tém maior risco de adquirir infeccbes de pele, pneumonias e outras. O
objetivo da nossa pesquisa ¢ identificar as pessoas que carregam o “estafilococo”, principalmente em
sua forma resistente. Para isso, precisamos colher secre¢do das narinas do[a] seu[sua] filho[a] (ou
dependente) e realizar exames. A coleta da secre¢do se faz introduzindo uma espécie de “cotonete” em

cada narina. Isso é feito de forma suave e ndo causa dor, podendo causar apenas um desconforto.

Na secrecao colhida, serdo feitos exames para identificar se o “estafilococo” esta presente e se ele € da
forma resistente. Também serdo realizados exames para identificar a tendéncia dessa bactéria de
causar doenca. Vocé ficara sabendo do resultado através dos pesquisadores, que passardo o resultado
para o Cacique ou chefe da aldeia. Caso seu[sua] filho[a] (ou dependente) tenha o “estafilococo”
resistente ou venha apresentando varias infecgdes de pele, serd fornecida uma “pomada” nasal e um
sabdo liquido com antisséptico para eliminagdo do “estafilococo”, se assim vocé desejar. Além disso,

participando da pesquisa, vocé ira colaborar com o conhecimento sobre essa bactéria, e sua
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distribuicdo em meio & populacéo indigena, possibilitando medidas de prevencdo e tratamento de
infecgdes.

Precisaremos também que vocé responda a um questionario de informagdes sobre seu[sua] filho[a] ou
dependente, que serd aplicado pelo pesquisador. VVocé levara cerca de 10 minutos para responder o
questionario. E importante vocé saber que em nenhum momento sera divulgado seu nome ou de seu
filho (ou dependente), e nem qualquer informacdo que permita sua identificacdo. Além disso, vocé
poderd retirar a participacdo do[a] seu[sua] filho[a] (ou dependente) da pesquisa quando quiser,
bastando para isso entrar em contato com um dos pesquisadores, €, se ndo se sentir atendido, com o
Chefe do Departamento de Doengas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu. Quaisquer
outras duvidas podem ser esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu (Fone: (14)3880-1608 ou 3880-1609).

Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficard com vocé e a outra com 0s

pesquisadores do projeto.

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

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

ASS.: Nome:

Assinatura dos Pesquisadores — Ligia Maria Abrado e/ou:

Rodrigo Medeiros de Souza:

Anexo 2 — Questionario a ser aplicado aos sujeitos da pesquisa (indigenas) no momento da coleta

dos swabs.

Dados gerais:

Nome: Data Nascimento: _/ / Idade:
Género:___ Profisséo: Etnia: Escolaridade:
Renda familiar aproximada: Data da entrevista: _ / [

Se estudante (inclusive universitario):
Escola: Turno: Publica? ( )S ()N

Se trabalha:



67

Local de trabalho:

Cargo ou Funcéo: Regime (h/semana): Turno:

Tipo de Habitacé&o:
() alvenaria ( )Taipa ( ) madeira/palha ( )outros. Especificar:

Piso: () cimento ( ) terra batida
Saneamento basico: () sim ( )nédo

Proximidade a servicos de atendimento a saude: ( ) sim ( ) ndo. Distancia em km:

Numero de individuos que residem na casa?

Destino do lixo:

Préticas poligamicas? ( ) sim ( )ndo. Quantas (0s) esposas (0s)?

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

Com que frequéncia?:

Uso de adornos:
() Brincos. H& quanto tempo?:

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

Tem alguma dessas doengas:

) Doenga cardiaca. Qual?

) Doenga pulmonar. Qual?

) Doenga renal. Qual?

) Doenga hepatica. Qual?

) Doenga neuroldgica. Qual?
) Diabetes mellitus. Usa insulina? ( ) S ( ) N.
) Neoplasia. Qual?
) Aids.

) Ulceras cronicas. Onde?

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

) Outra(s) doenca(s) cronica(s):

No ultimo ano, apresentou:



() InfecgBes de pele. H& quanto tempo?

() Pneumonia. H& quanto tempo?

(' ) Outra infeccdo. Qual? . H& quanto tempo?

Uso de medicag&o no altimo ano:
(' ) Antibidtico(s). Qual(is)? . Quando?

(' ) Outra(s) medicacdo(6es). Qual(is)?:

(' ) Uso de préticas adicionais de cura. Qual(is)?

. Quando?

Internacé&o e outros procedimentos no altimo ano:
() Internagdo. ( ) S ( ) N. Quando?
() Cirurgia. Qual? . Quando?

() Hemodialise. Desde quando?

(' ) Outro procedimento. Qual? . Quando?

() Consulta ambulatorial. Quando?

Por que?

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

Desde Quando? Bebida, doses/semana:

() Tabagismo. ( ) atual ( ) passado.

Desde quando? Cigarros/dia:

() Droga(s) inalatéria(s). Qual(is)?:

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

InstituicGes fechadas que frequentou no Gltimo ano:
(' ) Creche. Qual?

() Servico militar

() Cadeia ou Presidio. Onde?

() Casa de repouso. Qual?

() Outra. Qual?

Peculiaridades culturais
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Local destinado a higienizagdo diaria: ( )banheiro convencional ( )Rio de agua corrente.
Frequéncia dos banhos: ( )1x/dia ( )2x/dia ( )3x/dia ( )4x ou mais
Uso de substancia para pigmentacéo da pele. ( )sim ( )ndo. Especificar:

Alimentacdo predominante:

Outras observagdes do sujeito:

Anexo 3 —Instrumento observacional a ser utilizado para coleta de dados em nativos que
apresentem dialeto préprio

Data da observacdo: _ /[

Aldeia observada: Etnia: Lingua:
Género dominante: ( )M ( )F NUmero aproximado de adultos e
criangas:

Tipo de Habitacéo:
() alvenaria ( )Taipa ( ) madeira/palha ( )outros. Especificar:

Piso: () cimento ( ) terra batida
Saneamento basico: () sim ( )ndo

NUmero de individuos que residem na casa?

Condigdes de higiene
Frequéncia dos banhos: ( )1x/dia ( )2x/dia ( )3x/dia ( )4x ou mais. Local:

Fonte de abastecimento de agua:

Despejo do lixo e dejetos:

Atividades/costumes predominantes
Homem:

Mulheres e criancas:



Rituais realizados.

Descrever

Tipo de substancia utilizada para pigmentacdo da pele:

Uso de adornos. Quais tipos:

Tipo de alimentacdo:

Origem dos alimentos:

Uso de praticas/rituais de cura:

Emprego de plantas medicinais:

Anélise fisica
Presenca de individuos com lesdes, abrasdes de pele:
Aparéncia nutricional dos sujeitos:

Individuos aparentemente adoecidos:

Condic¢bes ambientais:

Distancia de centro urbano:

Acesso a assisténcia em salde:




