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RESUMO

O género Staphylococcus estd envolvido em infec¢des adquiridas tanto na comunidade
como em hospitais, sobressaindo-se atualmente como um dos maiores problemas
clinicos e epidemiolégicos em infec¢des nosocomiais. Diante da importancia do
S.aureus como um dos microrganismos mais freqiientemente isolados de infec¢des de
pele e tecidos moles e a crescente disseminacdo dos S. aureus resistentes a oxacilina
(MRSA), este estudo objetiva identificar a presenca de MRSA em feridas de pacientes
atendidos em unidades basicas de saude da cidade de Botucatu, caracterizar o cassete
cromossdmico mec e identificar fatores de risco para aquisicdo de S aureus e MRSA.
Foram incluidas no estudo 126 amostras isoladas de 107 pacientes atendidos no periodo
de margo de 2010 a fevereiro de 2011. As amostras foram submetidas a identificacdo e
deteccao de resisténcia a oxacilina pelo método de difusdo com disco de oxacilina e
cefoxitina, penicilina, levofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina,
sulfametazol/Trimetropim, tigeciclina, 4cido fusidico, quinupristina/dalfopristina,
linezolida e vancomicina. Foi realizada a caracterizacdo do SCCmec por PCR multiplex
nas amostras de S. aureus com gene mecA. Foi investigada a presenca dos genes
codificadores da Leucocidina Panton-Valentine (PVL). As amostras de Staphylococcus
spp. também foram submetidas detec¢ao de produgdo de B-lactamase. Das 126 amostras
estudadas, 73(58%) foram identificadas como genero Staphylococcus spp., sendo
49/73(67,1%) isolados S. aureus e 24/73(32,9%) estafilococos coagulase-negativa
(ECN). A producdo de [-lactamase foi positiva em 65/73(89%) das amostras de
Staphylococcus spp. Foi encontrado 7/49(14,2%) isolados de S. aureus e 13/24(54,1%)
isolados de ECN com presenca do gene mec A. Dentre os MRSA, 4/7(57,2%) isolados

foram de SCCmec tipo II e 3/7(42,8%) isolados SCCmec tipo IV e nos ECN resistentes
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(MRCoNS), foram 7/13(53,8%) isolados SCCmec tipo III, 3/13(23%) isolados tipo IV
e 3/13(23%) nao foram tipadas pelo protocolo utilizado. Os genes codificadores da
leucocidina Panton-Valentine ndo foram encontrados nas amostras do estudo. O uso de
Benzilpenicilina foi um fator de risco para aquisi¢ao de S. aureus [OR: 2,88 (1,25-6,64)

p=0,01].
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ABSTRACT

The genus Staphylococcus is involved in both community and hospital-acquired
infections, currently standing out as major clinical and epidemiological problems in
nosocomial infections. Given the importance of S. aureus as one of the most frequently
microorganism isolated from skin and soft tissue infections and the increasing spread of
methicillin-resistant S. aureus (MRSA), the aims of this study were to identify the
presence of MRSA in wounds of patients treated at basic health units in Botucatu,
characterize the cassette chromosome mec (SCCmec) and identify risk factors for
acquisition of S aureus and MRSA. The study included 126 isolates from 107 patients
treated from March 2010 to February 2011. The samples were identified and the disk
diffusion method with cefoxitin and oxacillin disks was carried out in order to detect the
resistance to oxacillin. The disk diffusion method was also carried out to set the
susceptibility profile for the following antibiotics: penicillin, levofloxacin, clindamycin,
erythromycin, gentamicin, sulfamethoxazole/trimethoprim, tigecycline, fusidic acid,
quinupristin/dalfopristin, linezolid and vancomycin. mecA positive samples were
submitted to SCCmec characterization using multiplex PCR. We also investigated the
presence of genes encoding Panton-Valentine Leukocidin (PVL) as far as the -
lactamase production. From the 126 samples studied, 73 (58%) were identified as genus
Staphylococcus spp., and 49/73 (67.1%) isolates were identified as S.aureus and 24/73
(32.9%) as coagulase-negative Staphylococcus (CoNS). The B-lactamase production
was positive in 65/73 (89%) samples of Staphylococcus spp. The mecA gene was
detected in 7/49 (14.2%) isolates of S. aureus and 13/24 (54.1%) isolates of
CoNS. Among MRSA, 4/7 (57.2%) isolates were SCCmec type II and 3/7 (42.8%) were
SCCmec type IV. In methicillin-resistant coagulase-negative Staphylococcus

(MRCoNS) 7/13 (53.8%) isolates were SCCmec type IlI, 3/13 (23%) type 1V and 3/13
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(23%) were not characterized by the protocol used. The genes encoding Panton-
Valentine Leukocidin were not detected in the samples of the study. The use of
benzylpenicillin was considered a risk factor for acquisition of S. aureus [OR: 2.88

(1.25 t0 6.64) p=0.01].
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1. INTRODUCAO
1.1 Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus estd amplamente distribuido na natureza, sendo
principalmente encontrado na pele e mucosas de mamiferos e aves.' Foi Rosenbach em
1884 que propds o género, inserido-o na familia Micrococcaceae. Recentemente,
estudos avaliando perfis de 4cidos graxos, composicdo da parede bacteriana, e
principalmente, biologia molecular, utilizando o RNA ribossdomico 16S, incluiu o
género Staphylococcus em uma nova familia, a Staphylococcaceae.’

Os estafilococos sdo cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos, imoéveis,
ndo fotossintéticos, ndo esporulados, catalase positivos e capazes de crescer em meios
contendo 10% de cloreto de sédio. Sao mesoéfilos, desenvolvendo em temperaturas de 7
a 48°C, com temperatura 6tima a 37°C e pH de 4 a 10.!

Sao responsaveis por um grande nimero de infec¢des bacterianas no homem,
sendo dividido em dois grandes grupos com base na produgdo da enzima coagulase. O
primeiro grupo, conhecido como Staphylococcus coagulase-positiva, € representado,
principalmente, pelo Staphylococcus aureus, € em animais também ha o S. schleiferi
subespécie coagulans, S intermedius, S hyicus, S. lutrae e S. delphini.’

O segundo grupo, chamado estafilococos coagulase-negativa (ECN), ¢é
compreendido por vérias espécies: S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S.
lugdunensis, S. simulans, S. hominis, S. warneri, S. capitis, S. xylosus, entre outros.* No
momento estdo descritas 45 espécies e 24 subespécies dentro do género.’

O Staphylococcus aureus tem destaque dentro do género, estando envolvido em
infeccdes adquiridas tanto na comunidade como em hospitais, sobressaindo-se
atualmente como um dos maiores problemas clinicos e epidemioldgicos em infeccoes

nosocomiais. Evidencia-se por sua patogenicidade e alta freqii€éncia, permitindo que este




Sntrodugio 2

agente seja capaz de produzir doencas tanto em individuos imunocomprometidos
quanto em sadios, por sua fécil disseminagdo, enorme capacidade de adaptacdo ao
ambiente e resisténcia a antibiéticos.’

Staphylococcus spp. sao usualmente comensais das fossas nasais, pele e até
intestinos de individuos sdos.® Desses sitios anatdmicos, as narinas possuem o maior
indice de colonizacdo por S. aureus, cuja prevaléncia é de cerca de 40% na populagao
adulta, podendo ser ainda maior dentro de hospitais.”® Por isso, as infeccdes
freqiientemente resultam da introducdo dessas cepas em locais previamente estéreis
ap6s um trauma, abrasdes de pele e mucosas ou durante procedimentos cirdrgicos.”'

Quando um individuo carrega a bactéria potencialmente infectante em sua
microbiota, este pode ter dois desfechos: desenvolver o quadro clinico de infec¢do com
0s sinais e sintomas caracteristicos, ou continuarem assintomaticos, sendo conhecidos
como portadores sdos, colonizados e sem sinais e sintomas. !

Essa colonizacdo assintomdtica tem grande importancia clinica, uma vez que,
com as narinas colonizadas, o individuo contamina as proprias maos e passa a ser
veiculo de transferéncia da bactéria no mecanismo de infec¢des por contato. Assim,
principalmente em hospitais, o hospedeiro assintomdtico pode ser um paciente, um
visitante, ou mesmo um profissional de satde. !

Os ECN por muito tempo foram considerados apenas como comensais de pele,
inofensivos e descartados como colonizantes ou contaminantes quando encontrados em
culturas de amostras clinicas. Entretanto o seu papel como patégeno e sua incidéncia
cada vez maior tem sido reconhecida e estudado nos dltimos anos. Eles sdo a causa mais
comum de bacteremia relacionada com dispositivos de longa permanéncia.'> A maioria
destas infec¢des sao adquiridas no hospital, freqiientemente causadas por cepas que sao

transmitidas entre os pacientes hospitalizados. Outras infec¢des importantes devido aos
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ECN incluem infec¢des do sistema nervoso central, endocardite na valva nativa ou
prétese, infeccdes do trato urindrio, e endoftalmite. Tratamento intravenoso de infeccoes
sist€émicas geralmente é necessario porque os ECN tornaram-se cada vez mais resistente
a multiplos antibiéticos."

A crescente incidéncia de infeccdes causadas pelos ECN pode ser atribuida a sua
capacidade de produzir biofilme. O crescente uso de préteses, cateteres intravasculares,
e outras tecnologias invasivas em pacientes, graves, imunossuprimidos, € nos extremos
da vida coloca os ECN como um dos principais patégenos hospitalares, resultando em

consideravel morbidade e excesso de despesas médicas."

1.2 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)

A descoberta dos antimicrobianos no passado produziu uma acentuada reducao
na mortalidade por inimeras doencas infecciosas. A administracdo dos antibidticos a
populacdo humana e seu uso com outras finalidades favoreceram e ainda favorecem a
selecdo de microrganismos resistentes, assim muitos antibidticos tem perdido sua
eficdcia.

A introdu¢do da meticilina, B-lactdmico sintético resistente a a¢do das beta-
lactamases, foi logo seguida pelo aparecimento de cepas de Staphylococcus aureus
meticilina- resistentes (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus - MRSA) ja na
década de 60. O primeiro relato de MRSA foi descrito por Jevons et al.'* em 1961.
Contudo, a maior freqiiéncia de relatos de MRSA como patégeno em infeccdes
hospitalares deu-se a partir do inicio dos anos 80, sendo responsdvel atualmente por
niveis endémicos significativos em muitas institui¢des, quando nao epidémicos.15

Os estafilococos resistentes a meticilina, andlogo da oxacilina, sdo resistentes a

toda a classe de antibidticos B-lactdmicos disponiveis, dificultando o tratamento de
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infeccdes causadas por estes microrganismos.'® A vancomicina é considerada a droga
de escolha para o tratamento de infec¢Oes estafilocdccicas graves, especialmente as
causadas por MRSA. Entretanto em 1997 foi descrito pelo Professor Keich Hiramatsu,
da Universidade de Jutendo, Japdo, uma cepa com resisténcia intermedidria a
vancomicina (vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus - VISA) isolada de uma
ferida cirdrgica de um garoto de 4 meses.!” Em 2002 foi encontrado, nos EUA, o
primeiro isolado clinico de cepa VRSA (vancomycin-resistant Staphylococcus aureus),
com concentracdo inibitéria minima (CIM) de 8 pg/ml'® Outras cepas resistentes
continuam surgindo como as relatadas no Japao, Franga, Reino Unido e Alemanha. A
maioria desses isolados parece ter se desenvolvido a partir de infeccdes por MRSA pré-
existentes.'”>°

A marcante capacidade dos MRSA em adquirir genes de resisténcia a
antimicrobianos dificulta cada dia mais o tratamento das infec¢des causadas por esse
patégeno. A alta mortalidade e morbidade ocasionada por esse agente associada aos
altos custos financeiros, a falta de investimentos e a falta de sucesso na producdo de
novas drogas antimicrobianas pela indudstria farmacéutica, junto a obsolescéncia
intrinseca por resisténcia sdo fatores importantes que impedem o tratamento.”'

As infecgdes causadas por MRSA resultam em maior duragdo de internacdo,
maior cuidado para nao infectar pacientes sdos, maior morbidade e mortalidade
comparado com as causadas por MSSA (Methicillin-sensitive Staphylococcus
aureus).zz'25
Os estafilococos exibem sensibilidade varidvel a muitos agentes

antimicrobianos. A resisténcia pode ser dividida em varias categorias: (1) a produgdo de

B-lactamase, codificada por genes plasmidiais, ¢ comum e torna os microrganismos
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resistentes a muitas penicilinas (penicilina G, ampicilina, ticarcilina e farmacos
semelhantes). Os plasmidios sdo transmitidos por transducdo e provavel conjugacio.?
(2) A resisténcia a meticilina em Staphylococcus spp € primariamente mediada pelo
gene mecA, que codifica uma proteina que apresenta afinidade reduzida por antibiéticos
B- lactdmicos (penicillin- binding protein 2a — PBP2a).”’

O alvo de atuacdo dos antibidticos P-lactimicos sdo as chamadas proteinas
ligadoras de penicilina (penicillin binding protein - PBP), proteinas de membrana
diretamente envolvidas na biossintese da parede celular bacteriana. Os [B-lactamicos,
que interagem com as PBP’s, impedem a formagdo completa da camada de
peptideoglicano da parede celular, desencadeando a morte bacteriana. Porém, na
presenca do gene mecA, ocorrem alteracdes das proteinas de ligacdo através da
codificacio de uma nova proteina alvo, denominada PBP2a que apresenta baixa
afinidade aos P-lactdmicos. Portanto, no mutante resistente a meticilina (MRSA) nao
ocorrerd inibi¢ao da sintese da parede bacteriana, uma vez que a PBP2a funciona como
uma PBP substituta.”**

Nos ultimos anos, surgiu o S. aureus resistente a meticilina associado a
comunidade (Community-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus - CA-
MRSA). O CA-MRSA ¢ um patégeno potencialmente emergente que vem apresentando
freqliéncia crescente de isolados.**! Os pacientes acometidos pelo CA-MRSA ndo
tiveram internagdo em hospitais no ano anterior a infec¢do, nem foram submetidos a
procedimentos médicos como didlise, cirurgia ou cateter, fatos muito comuns em
infeccdo por MRSA. 3

Embora as infecgdes por CA-MRSA sejam geralmente cutdneas, doencas

invasivas como bacteremias, endocardites, osteomelites e pneumonias jad foram




Qulrodugio 6

descritas. Surtos de infeccdes hospitalares por cepas comunitdrias também ja foram
relatados.”°

Enquanto o MRSA hospitalar (Healthcare-Acquired Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus - HA-MRSA) se caracteriza por uma ampla resisténcia a
diversos antibidticos, as cepas CA-MRSA mostram uma sensibilidade (entre 85% e
100%) a drogas, como clindamicina, gentamicina, ciprofloxacina,
sulfametaxazol/trimetoprim e vancomicina, mostrando-se resistente apenas a oxacilina e
a outros beta-lactimicos.”>*

Os CA-MRSA, sido facilmente transmitidos nio somente entre familiares, mas
também em grande escala na comunidade, como prisdes, escolas e times de esportes. O
contato pele-pele envolvendo abrasdes e contato indireto com objetos contaminados
como toalhas, lencéis, equipamentos de esportes parecem representar um modo de
transmissdo. Tem se isolado cepas de CA-MRSA, principalmente de pacientes
admitidos em hospitais, esses certamente representam a ponta do iceberg da populagao
inteira de portadores de CA-MRSA.”

O gene mecA € carreado em um elemento genético mével chamado cassete
cromossdmico estafiloccico mec (SCCmec). Esse cassete possui dois componentes
genéticos em sua estrutura. O primeiro € o complexo mec, composto pela IS431, o gene
mecA e seus reguladores: um operon com um repressor (mecl) e um transdutor de sinal
(mecR1), assim o complexo mec, atualmente, é formado por seis classes: classe A, B,
Cl, C2, D e E. O segundo é o complexo ccr, com trés genes ccr filogeneticamente
distintos classificados como: ccrA, ccrB e ccrC, responsaveis pela transposi¢cdo do
SCCmec.*

Atualmente hd descritos na literatura, 11 tipos de SCCmec, classificados como

SCCmec tipo 1 (complexo gene mec classe B e ccrAIBI), SCCmec tipo II (complexo
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gene mec classe A e ccrA2B2), SCCmec tipo III (complexo gene mec classe A e
ccrA3B3), SCCmec tipo IV (complexo gene mec classe B e ccrA2B2), SCCmec tipo V
(complexo gene mec classe C2 e ccrC), SCCmec tipo VI (complexo gene mec classe B e
ccrA4B4), SCCmec tipo VII (complexo gene mec classe CI e ccrC), SCCmec tipo VIII
(complexo gene mec classe A e ccrA4B4), SCCmec tipo IX (complexo gene mec classe
C2 e ccrAIBI), SCCmec tipo X (complexo gene mec classe CI e ccrAIB6), SCCmec
tipo XI (complexo gene mec classe E e ccrAIB3) (IWG-SCC). A regido restante do
SCCmec ¢é chamada de regido J (Joining region), que possui componentes nao
essenciais ao cassete e que podem carrear determinantes de resisténcia antimicrobiana
adicionais.™

A diferenca entre os perfis de resisténcia das cepas de HA-MRSA e CA-MRSA
parece ser explicado pelo tamanho e distribuicdo dos SCCmec. Entre os cinco tipos
mais comuns de SCCmec (I, 11, III, IV e V), somente os tipos I, II e III sdo encontrados
em cepas HA-MRSA, enquanto que os tipos IV e V podem ser observados em cepas
CA-MRSA, nas quais o tipo IV € menor e, provavelmente, facilita a perda dos genes de

resisténcia a diversos antibiGticos, conservando- a para B-lactimicos.*>™*

1.3 Leucocidina Panton-Valentine

A Leucocidina Panton-Valentine (PVL) € uma leucocidina bi-componente,
composta por duas proteinas distintas secretadas independentemente e de acdes
sinérgicas. E uma toxina citolitica do S. aureus, que atua formando poros em células
fagociticas, assim interferindo nas defesas imunoldgicas e causando grande dano
tecidual.*

As duas proteinas que compdem a PVL sao denominadas como subunidades de

classe S (31-32 kDa) e de classe F (36-38 kDa). Um componente da classe S reconhece
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um receptor celular, o que ndo produz resposta da célula, mas permite que membros da
classe F, junto com componentes da classe S, associam-se em complexos octaméricos
que acionam atividades bioldgicas. A consecutiva associacdo com a membrana da célula
alvo € rapidamente seguida pela ativacdo de canais de cdlcio e pela formagao de poros
transmembrénicos que s3o permedveis a cdtions monovalentes.***!

Ap6s o primeiro relato de S. aureus produtores de PVL, outros casos foram
descritos na Holanda, Franca, Suica e Inglaterra, associados a cepas de CA-MRSA.** A
presenca dos genes lukF-PV e lukS-PV, que codificam a PVL € considerado um fator de
viruléncia associado a infec¢gdes de pele primadrias severas € pneumonias necrotizantes, €
um marcador genético do CA-MRSA.»

Acredita-se que o fato do CA-MRSA expressar toxinas Leucocidina Panton
Valentine torna as infeccdes mais graves, o que em ambientes hospitalares, em

pacientes com vdrias comorbidades, teria um efeito indesejdvel.*’

1.4 Feridas e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

No Brasil, as feridas acometem a populagao de forma geral, independente de
sexo, idade ou etnia, determinando um alto indice de pessoas com alteracdes na
integridade da pele, constituindo assim, um sério problema de satide publica. Estima-se
que em paises desenvolvidos, 1 a 2% da populacdo tiveram alguma experi€éncia com
ferida cronica durante sua vida.** Nos Estados Unidos, calcula-se que o custo anual no
tratamento de ulceras venosa seja de $1.9-2.5 bilhdes,” e o custo global permaneca
entre $13 a 15 bilhdes.*® Assim, o surgimento de feridas onera os gastos publicos e

prejudica a qualidade de vida da populagdo.”’
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Podemos classificar as feridas como agudas ou cronicas. As feridas agudas sao
resultantes de cirurgias e traumas, e geralmente cicatrizam dentro de um prazo
previsivel.*®

Ainda ndo ha concordancia na defini¢ao de ferida cronica. Alguns autores definem
ferida cronica quando ndo cicatrizam no periodo de 4 a 6 semanas.”" Também pode
ser definida como a ndo cura em até 3 meses. Independente do tempo levado para cura
da ferida é considerada ferida cronica quando h4 falha no processo de cicatrizagio.”'

O processo de cicatrizagdo normal da ferida € um evento fisiolégico complexo que
depende de interacdes entre os queratindcitos epidérmicos, fibroblastos dérmicos,
células de Langerhans, células endoteliais e fibroblastos, coordenados por interacdes
entre via celular complexa / célula e célula / matriz. Esse processo € alterado nas feridas
crOnicas, que apresentam-se com inflamacdo prolongada, com uma matriz defeituosa, e
insuficiéncia de reepitelizacdo.”” A etiologia das feridas cronicas ndo estd clara,
acredita-se ser multifatorial.

A ferida cronica é colonizada por vdrias espécies de bactérias que depois de
estabelecida, muitos destes microrganismos persistem na ferida.” Em geral, sdo
colonizadas por bactérias da pele ao redor da ferida, do ambiente local ou fontes
enddgenas do proprio pacientes ou de outros individuos.”

As feridas cronicas podem apresentam-se em um desses estados: colonizagio,
colonizagdo critica e infeccdo. A colonizacdo € definida como a presenca de
proliferacdo bacteriana sem uma perceptivel resposta do hospedeiro. Uma carga
bacteriana maior que 10° UFC/g no tecido pode impedir a cicatrizacio da ferida,
entretanto, este limiar pode ser alterado dependendo do poder de resposta imune do
hospedeiro, do numero e espécies de bactérias presentes no leito.”” Relata-se que a

colonizagdo possa ter seu lado benéfico, apressando a cicatrizagdo. Tem se proposto que
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a inflamac¢ao possa aumentar a perfusdo do leito da ferida, ocasionando a cura mais
rdpida.’®

A defini¢do de colonizagdo critica é controversa, nao havendo consenso entre 0s
pesquisadores. A colonizagdo critica é caracterizada pelo aumento da carga bacteriana,
sem os sinais da infeccdo, podendo a ferida ndo cicatrizar, persistindo com uma
inflamacdo cronica.” Os sinais de colonizacdo critica sdo atrofia, deteriorizagdo e
descolorag¢do do tecido de granulacdo para vermelho escuro ou cinza, tecido fridvel,
aumento do exsudato.”’

A transicdo para infec¢do ocorre quando a proliferacdo bacteriana supera a resposta
imune do hospedeiro.”® Virios fatores determinam a transicio de colonizacdo para
infec¢do, como a carga bacteriana do individuo, a viruléncia dos microrganismos, a
acdo sinérgica de diferentes espécies bacterianas, e a habilidade do hospedeiro em
montar uma resposta imune eficaz.”

Algumas condi¢des podem alterar a eficdcia do sistema imune e aumentar o risco de
transi¢do para infeccdo, como o diabetes melittus, a desnutri¢do, uso prolongado de
esterdides, obesidade e idade avancgada e caracteristicas da ferida como baixa perfusio,
e presenca de necrose, corpo estranho e exsudato.®’

A presenca de bactérias na ferida atraem leucdcitos, aumentando a concentracao
de proteases e causando alta oxida¢do do ambiente. As enzimas antioxidantes
produzidas, tais como mieloperoxidase, junto a leucdcitos polimorfonucleares, sao
essenciais para matar as bactérias, e t€m uma atividade proporcional ao oxigénio dentro
do ambiente da ferida. A pressdo parcial de oxigénio (PO;) em nivel de 25 mmHg gera
super6xidos eficazes na morte de bactérias.®’ Estudos experimentais em humanos tém
documentado que mesmo as redugdes moderadas nos niveis de oxigénio nos tecidos,

como resultado de isquemia tempordria (tal como em hipotermia durante a cirurgia),
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aumenta o risco de infeccdo.®”® Assim durante os periodos de isquemia em feridas
cronicas, a capacidade de matar bactérias diminui e a carga bacteriana aumenta.
Associado a importancia dos estafilococos resistentes a oxacilina estd o fato de um
dos principais locais de colonizacdo e infeccdo dessas bactérias ser a pele e tecidos
moles.*”® Caso as barreiras naturais, isto é, pele e mucosas, estejam comprometidas por

trauma ou cirurgia, o S. aureus pode se alojar no tecido e provocar uma lesdo local.*>%

1.7 no periodo de um ano avaliaram 16 casos de abscessos piogénicos

Egido et a
multiplos, e destes 10(62,5%) doentes possuiam como agente causal o S. aureus
adquirido na comunidade. Aizen et al.’® avaliaram os fatores de riscos associados a
colonizagdo por MRSA em pacientes geridtricos de um hospital de reabilitacdo. Dos
337 pacientes admitidos em um periodo de seis meses, 24(7,1%) foram isolados MRSA,
desses 23(95,8%) foram recentemente (hospitalizacdo anterior) identificados como
portadores de MRSA. Os fatores de riscos associados a colonizacdo por MRSA foram
presenca de traqueostomia, insuficiéncia renal, uso prévio de quinolonas a
hospitalizagao.

1.%° com o propésito de avaliarem os fatores de riscos intrinsecos e

Braga et a
extrinsecos que favorecem a colonizacdo/infec¢ao de ulceras de pressdo (UP) por
bactérias multirresistentes, realizaram um estudo de coorte com 85 pacientes internados
em um hospital, encontrando 67% desses pacientes colonizados e destes 80% por S.
aureus. Como fatores de riscos foram encontrados uso de >2 antibidticos, >2
procedimentos invasivos, traqueostomia, > 30 dias de internacdo e > 60 anos. O estudo
concluiu que a freqiiéncia elevada de patégenos multirresistentes a antibidticos em
ulceras de pressdo estd associada ao uso de antibidticos entre outros fatores de risco.

Além da associac@o com infec¢do local, observou-se a possibilidade da UP representar a

fonte de sepse por S. aureus.
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S. aureus sdo um dos patégenos mais freqiientemente encontrados em pacientes
diabéticos com tlceras infectadas nos pés, em estudo realizado por Carvalho et al.”’ Os
autores encontraram 43% de S. aureus € 11,6% eram MRSA. Goldstein et al.”! em
estudo também com pacientes diabéticos ndo hospitalizados com ulceras infectadas,
isolaram predominantemente, S. aureus em 76% dos pacientes, e destes 20% eram
cepas de MRSA.

As feridas cronicas representam um problema de saide publica, mas infelizmente, é
negligenciado, resultando em sofrimento e incapacidade para os pacientes, perda
potencial de capacidade de trabalho, reduzindo a qualidade de vida e sobrecarregando o
servico publico de saide.”

Este estudo se justifica mediante a importancia do S aureus como um dos

microrganismos mais freqiientemente isolados em feridas,* """

associado ao grande
numero de pessoas acometidas por essas alteracdes de pele e a crescente disseminagao

dos S. aureus resistentes 4 oxacilina (MRSA), o que dificulta o tratamento, aumenta

custos e causa grande preocupagao.
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2. OBJETIVO GERAL
Determinar a prevaléncia de Staphylococcus spp., MRSA e os fatores de risco
para aquisi¢ao destes, em feridas de pacientes atendidos pelas unidades basicas de saide
do municipio de Botucatu.
2.1 Objetivos Especificos
e Isolar e identificar amostras de Staphylococcus spp. em feridas de pacientes
atendidos nas unidades bdsicas de saude da cidade de Botucatu.
® Detectar a producdo de B-lactamase nas amostras isoladas de S. aureus e
estafilococos coagulase-negativa.
¢ Determinar a sensibilidade as drogas pelo método de disco difusio.
e Detectar a presenca do gene mecA de resisténcia a oxacilina.
e Identificar a presenca dos genes [ukS-PV — [ukF-PV da leucocidina Panton-
Valentine nas amostras isoladas de Staphylococcus spp.
e (Caracterizar o SCCmec das amostras de MRSA e MRCoNS (Methicillin
resistant coagulase negative staphylococci), positivas para o gene mecA.

e Determinar os fatores de risco para aquisicdio de S. aureus e MRSA.
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3. MATERIAL E METODO
3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de delineamento observacional e transversal com o
objetivo de observar a prevaléncia de MRSA em amostras coletadas de feridas de
pacientes atendidos em unidades basicas de saide do municipio de Botucatu.

3.2 Amostragem

O estudo foi realizado com pacientes portadores de feridas atendidos em 17
Unidades Basicas de Saide (UBS) da cidade de Botucatu/SP.

Critério de inclusao: foram incluidos no estudo todos os casos existentes e
novos de feridas, colonizadas ou infectadas, cronicas ou agudas, de todas as etiologias,
atendidos no periodo de um ano.

Critério de exclusdo: foram excluidos do estudo aqueles pacientes que
relataram hospitalizacdo e/ou cirurgia durante os 12 meses anteriores a coleta; que
tiveram relato de cateteres percutaneos, proteses, ou de outros artigos e procedimentos
invasivos no momento da coleta ou nos ultimos 12 meses que a antecederam. Portanto
foram excluidas as feridas de etiologia cirtrgica, no qual o procedimento cirirgico
ocorreu no periodo de até um ano antes da coleta.

Foram consideradas feridas cronicas aquelas com tempo de inicio maior que 4
semanas e o inverso como feridas agudas.49’74

Para a diferenciacio entre ferida colonizada e ferida infectada, foi utilizada a
observacdo dos sinais e sintomas clinicos de infec¢@o. Sendo caracterizado como ferida
infectada aquela que apresenta ao menos dois desses sinais: febre, eritema (rubor),

< 54 A
edema (tumor), dor, calor local e aumento de secrecao purulenta.”” A auséncia desses

sinais foi caracterizado como colonizagao.
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3.3 Local de estudo

As coletas das amostras ocorreram nas 17 unidades bdsicas de satde da cidade
de Botucatu (Figura 1). De acordo com o ultimo censo, o municipio de Botucatu
apresenta 122.659 habitantes.”
Unidades bésicas de satde:

- Centro de Sadde Cohab I

- Centro de Sadde Sdo Lucio

- Centro de Sadde Vila Jardim

- Policlinica CECAP

- Policlinica CSI

- Policlinica Jardim Cristina

- Unidade Satide da Familia Rubido Junior (rural e urbana)

- Unidade Saidde da Familia Jardim Iolanda

- Unidade Satude da Familia Marajoara

- Unidade Sadde da Familia Vitoriana

- Unidade Satdde da Familia Peabirt

- Unidade Satde da Familia Aeroporto

- Unidade Sadde da Familia César Neto

- Unidade Satude da Familia Santa Elisa

- Unidade Satude da Familia Real Park

- Centro de Satde Escola — Vila dos Lavradores

- Centro de Saude Escola — Vila Ferroviaria
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CSE-UVF

SAOLUCIO

USF SANTAELISA

Figura 1: Areas de abrangéncias das unidades de satide do municipio de Botucatu.
Fonte: Secretaria Municipal de Saiude de Botucatu.
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3.4 Perfil dos Participantes

Foi preenchido um questionario (Anexo 1) para cada paciente estudado que foi
previamente explicado ao participante, ficando o pesquisador disponivel para
esclarecimento das ddvidas. Esse questiondrio contém questdes referentes aos dados
pessoais: sexo, idade, escolaridade, ocupagao; referentes as condi¢des socioecondmicas:
renda familiar, moradia, saneamento basico, admissdo em institui¢des publicas, pratica
esportiva, uso de drogas ilicitas e licitas e animal de estimacdo; referentes ao histérico
de saide e da (s) ferida(s): infec¢des prévias, origem da lesdo, tempo e evolucdo da
ferida, comorbidades, uso de antibidticos, diagndstico microbioldgico, internacdes
hospitalares (admissdo para ocupar um leito hospitalar por um periodo igual ou maior
que 24 horas’®). O questiondrio também inclui uma parte que foi preenchida pelo
pesquisador, através da observacdo da lesdo do paciente, que abrange questdes como
tipo da lesdo, sitio anatdmico, tamanho e aspecto/descricao da ferida e sinais/sintomas
caracteristicos de infeccdo. Para maiores esclarecimentos, também foi realizada
consulta ao prontudrio do paciente participante, com o propdsito de buscar as
informacdes, que nao fossem conseguidas através do questiondrio, e diagndstico da
ferida e comorbidades. Para maior ilustracdo, também foi pedido a autorizagdo do

participante para fotografar a lesao.

3.5 Coleta e Processamento do Material Clinico

Primeiramente, todos os pacientes que preencheram os critérios de inclusao
foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo, procedimentos de coleta, e
concordando participar, somente apds a assinatura do termo de consentimento
informado (Anexo 2) e preenchimento do questiondrio (Anexol), é que foi iniciada a

coleta.
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Anterior a coleta do material, o curativo foi removido e realizado a limpeza da
ferida com soro fisiolégico morno (+37.5°C) através da técnica de irrigacdo sobre
pressdao com uma seringa de 20 ml e agulha de calibre 25x8 — 21G, gerando uma
pressdo de 13,5 psi (libras/polegadas®) de acordo com resultados obtidos por Martins.”’

Ap6s a completa limpeza da ferida, foi utilizado um “swab” com alginato de
calcio estéril e umedecido em sua extremidade com soro fisiolégico a 0.9%, para
pressionar lcm?” da drea da ferida por 5 segundos para que haja expressdo do fluido do
tecido.”® Em seguida, o “swab” foi depositado no interior de um recipiente, que o
acompanha, contendo meio de transporte “‘stuart”, que tem como objetivo preservar as
bactérias.

Ap6s a coleta, os materiais foram imediatamente encaminhados ao Laboratorio
de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias da Unesp, para realizacio de semeadura em placas contendo Agar Baird-
Parker, meio seletivo para Staphylococcus. Apds incubagdo a 37°C por 24 a 48 horas as
amostras foram submetidas ao procedimento de identificagdo dos microrganismos

isolados.

3.6 Identificacao de Staphylococcus spp.

Obedecendo as etapas de identificagdo microbioldgica as colOnias foram
submetidas a coloracdo de Gram objetivando determinar sua pureza € observar sua
morfologia e coloragdo especifica. Apds a confirmacgdo das caracteristicas das coldnias,

. . N 7
os isolados foram submetidas as provas de catalase e coagulase. ?
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3.7 Avaliacao da atividade de drogas antimicrobianas ‘in vifro”’- Técnica da
difusdo da droga em agar ( Método Kirby- Bauer)

O teste de sensibilidade as drogas antimicrobianas foi realizado pela técnica de
difusdo da droga em 4gar a partir de discos impregnados conforme critérios
recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI.* Para o
preparo dos indculos foram utilizadas culturas em caldo BHI, previamente incubadas
por 4 a 6 horas e ajustadas anteriormente com a turbidez da escala 0.5 de Mac Farland.
Os discos utilizados foram de oxacilina (1pg), cefoxitina (30 pg), eritromicina (30ug),
vancomicina (30ug), clindamicina (2ug), levofloxacina(Sug), penicilina G(10un),
gentamicina  (10ug), sulfametazol/Trimetropim  (25ug), linezolida  (30ug),
quinupristina/dalfopristina (15ug), tigeciclina (15ug) e acido Fusidico (10ug).

Foi realizado o teste da clindamicina, pois o S. aureus pode apresentar
resisténcia induzida a essa droga. O teste consiste em aproximar o disco de clindamicina
(2ug) 15 a 26mm do disco de eritromicina (15ug). Apés o periodo de incubacdo, o
organismo que nio apresentou achatamento do halo de inibi¢do da clindamicina foi
considerado sensivel a clindamicina. Organismos que mostraram achatamento do halo
da clindamicina adjacente ao disco de eritromicina indicaram resisténcia induzivel a
clindamicina e o resultado foi reportado como resisténcia a clindamicina.**®'

Uma vez ajustada a densidade do indculo, a semeadura foi realizada através de
swab estéril na superficie de Agar Mueller Hinton, e a seguir aplicados os discos
impregnados com as drogas. As placas foram incubadas a temperatura de 35°C por 24
horas sendo a atividade do antimicrobiano avaliada pelo didmetro do halo de inibi¢dao
através de interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo CLSL¥ A cepa padrdo

de S. aureus ATCC 25923 foi usada como controle em todos os experimentos.
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3.8 Determinacio da producao de p-lactamase

A produgdo de B-lactamases em amostras de S. aureus foi detectada através do
uso de discos impregnados com Nitrocefina (Cefalosporina cromogenica-cefinase
BBL). Os isolados estudados foram semeadas em &4gar sangue de forma a se obter
coldnias isoladas e apds incubagdo a 37°C/24hs, uma pequena massa de crescimento
bacteriano, foi coletada e depositada sobre os discos impregnados com Nitrocefina.
Como a reacao requer umidade, foram adicionadas previamente de uma a duas gotas de
adgua destilada estéril sobre os discos. A reacdo positiva foi evidenciada pelo
desenvolvimento de uma coloragdo vermelha e a negativa pela ndo alteracdo de cor.
Para os isolados [B-lactamases negativas, a reacdo foi reexaminada apdés uma hora,
conforme recomendag¢des do fabricante. Para a correta andlise dos resultados, os discos
testados foram sempre comparados com as linhagens padroes de S. aureus ATCC 29213
(controle positivo) e S. xylosus ATCC 25923 (controle negativo). Para a correta andlise

dos resultados, os discos em testes foram sempre comparados com o disco ndo usado.

3.9 Hiperproducao de B-lactamase

As amostras que apresentaram resultado negativo na detec¢do do gene mecA e
apresentaram resisténcia a oxacilina pelos métodos fenotipicos foram testadas para
verificar se s@o hiperprodutoras de -lactamase. Essas amostras foram testadas com um
disco de amoxicilina (20ug) e dcido clavulanico (10ug). O breakpoint para
sensibilidade foi a formacao de um halo de inibi¢do de > 20 mm apds 24h de incubagdo

a3seC.®
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3.10 Deteccio do gene mecA de resisténcia a meticilina
3.10.1 Extracao do acido nucléico

O 4cido nucléico total foi extraido a partir de linhagens de Staphylococcus
aureus cultivadas em &agar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusao de
Cérebro e Coracio (BHI) e incubadas a 37°C por 24 h.

A extracdo foi realizada com o Kit Illustra Blood genomicPrep mini spin (GE
Health Care) que consiste na digestao inicial das células de estafilococos com lisozima
(10 mg/ml) e proteinase K (20 mg/ml). A seguir 500 ul da solugcdo de extracdo foi
adicionada a mistura e esta foi centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Em seguida o
sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O
liquido coletado foi descartado e 500 pl de solugdo de extracdo foi adicionado
novamente a coluna. Apos a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, 500 ul da
solugdo de lavagem foi adicionada a coluna e esta submetida a centrifugacio a 11.000 x
g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 ul de dgua
Milli Q aquecida a 70 °C , utilizada para a eluicdo. As amostras foram centrifugadas a
5000 x g por 1 minuto, e a coluna de desprezada. O DNA extraido foi guardado sob

refrigeracdo a 4°C.

3.10.2 Amplificacao do acido nucléico (PCR)

As reacoes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml em
volumes totais de 25 ul contendo 10 pmol de cada primer (Tabela 1), 2,0 U de Taq
polimerase, 100 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 0,75ul de MgCl, (50mM)
e 3ul do DNA da amostra. A incubagdo foi realizada em termociclador apropriado,
empregando os parAmetros descritos por Murakami et al.** que consistem de: 40 ciclos

de desnaturac@o a 94°C por trinta segundos, anelamento dos primers a 55,5°C por trinta
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segundos e extensdo a 72°C por um minuto. Apés completar os 40 ciclos, os tubos
foram incubados a 72°C por cinco minutos antes de resfriar 2 4°C. Em todas as reacdes
realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional com controle positivo

(S. aureus ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

Tabela 1: Oligonucleotideos para a detec¢do do gene mec A

Funcdo Nome Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto amplificado

Primer mecAl AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG

533b
Primer mecA2 AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG P

Fonte: Murakami et al.®*

3.11 Deteccao dos genes lukS-PV - lukF-PV da leucocidina Panton-Valentine
3.11.1 Extracao do acido nucléico

A extracdo seguird o protocolo do item 3.10.1.
3.11.2 Amplificacao do acido nucléico (PCR)

As reacoes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml em
volumes totais de 25 ul contendo 10 pmol de cada primer (Tabela 2), 2,0 U de Taq
polimerase, 100 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 0,75ul de MgCl, (50mM)
e 3ul do DNA da amostra. A incubacdo foi realizada em termociclador apropriado, de
acordo com Lina et al.** ou seja, 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por trinta segundos,
anelamento dos primers a 55°C por trinta segundos e extensdo a 72°C por um minuto.
Apés completar os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por cinco minutos antes
de resfriar a 4°C. Em todas as reagdes realizadas foram utilizadas linhagens de
referéncia internacional com controle positivo (S. aureus ATCC 49775) e negativo (S.

aureus ATCC 29213).
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Tabela 2: Oligonucleotideos para a detec¢cdo dos genes [ukS-PV, lukF-PV

Funcdo Nome Seqiiéncia de nucleotideos 5’a 3’ TPA®

Primer Luk-PV-1 ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCCA

433 pb
Primer Luk-PV-2 GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA AGC P

* Tamanho do produto amplificado
Fonte: Lina et al.*

3.12 Visualizacao dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reagao em gel
de agarose 2% preparado em tampao TBE 1,0 X e corado com Sybr Safe. O tamanho
dos produtos a amplificados foi comparado com o padrao de 100 bp e posteriormente

fotografados sob transiluminagao UV.

3.13 Determinacao do tipo de SCCmec
A determinagdo do tipo de SCCmec foi realizado pela técnica de PCR-Multiplex
com o primers descritos na Tabela 3, conforme descrito por Oliveira e de Lencastre * e

modificado por Milheirico et al.*®
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Tabela 3: Oligonucleotideos usados na caracterizacdo do SCCmec em S. aureus.

Primer Sequéncia de nucleotideos 5’°a 3’ SCCmec/R® TPA®
des R1 5’ -~ CTAAATCATAGCCATGACCG -3’ regido J3
mecA P4 5" —TCCAGATTACAACTTCACCAGG -3’ Controle
mecA P7 5 — CCACTTCATATCTTGTAACG — 3’ interno 162
positivo
Cif2 F2 5" —= TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG - 3’
. , , I, regido J1 495
Cif2 R2 5" — ATTTACCACAAGGACTACCAGC -3
mecl P2 5" — ATCAAGACTTGCATTCAGGC - 3’
IT and II1, 209
mecl P3 5" — GCGGTTTCAATTCACTTGTC - 3’ complexo mec
Rif5 F10 5" - TTCTTAAGTACACGCTGAATCG -3’ )
. I1I, regido J3 414
Rif5 R13 5’ — GTCACAGTAATTCCATCAATGC - 3’
ccrC F2 5" - GTACTCGTTACAATGTTTGG - 3’ V, complexo 449
ccrC R2 5" — ATAATGGCTTCATGCTTACC - 3’ cer
kdp F1 5" — AATCATCTGCCATTGGTGATGC -3’ )
IT, regido J1 284
kdp R1 5" — CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG - 3’

SCCmec VIIF 5 - TTCTCCATTCTTGTTCATCC — 3’

SCCmec VIIR  5° - AGAGACTACTGACTTAAGTGG - 3’

ccrB2 F2 5 -~ AGTTTCTCAGAATTCGAACG - 3’ Mand IV,
ccrB2 R2 5’ - CCGATATAGAAWGGGTTAGC - 3’ complexo cer
SCCmecMJ1F 5 — CATTTGTGAAACACAGTACG -3’

SCCmecMJIR 5 — GTTATTGAGACTCCTAAAGC — 3’

V, regido J1 377

311

III, regido J1 243

Fonte: Milheirico et al.* e Oliveira e Lencastre >

* Tipo de SCCmec/Regido amplificada.
" Tamanho do produto amplificado.

Foram utilizados 8 loci (A-H), selecionados com base nas seqiiéncias do
elemento mec descritas previamente.87'88 Como controle para a tipagem do SCCmec
foram utilizadas as cepas COL para SCCmec tipo I; N315 para SCCmec tipo 1I; PER34
para o SCCmec tipo II; AN546 para o SCCmec tipo III; HU25 para o SCCmec tipo
IITA; MW2 para o SCCmec tipo IV e JCSC4469 para o SCCmec tipo 1V e JCSC 3624
para SCCmec tipo V.

Para a classificacdo do SCCmec em ECN foram utilizados os primers (Tabela
4) para o locus especificos de cada tipo. As reacdes foram realizadas em termociclador

apropriado empregando os parametros descritos por Machado et al.® que consistem em:
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92°C por 3 minutos seguidos por 30 ciclos de 92° C por 1 minuto, 56° C por 1 minuto e

72° C por 1 minuto e 30 segundos.

Tabela 4. Oligonucleotideos para a detec¢do do SCCmec em ECN.

Primer Sequéncia de nucleotideos 5’°a 3’ SCCmec/R* TPA”

CIF2F2 5 - TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG -3’
CIF2R2 5 - ATTTACCACAAGGACTACCAGC -3’

KDPF1 5 — AATCATCTGCCATTGGTGATGC -3’

KDPR1 5 - CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG -3’

DCS F2 5 — CATCCTATGATAGCTTGGTC - 3’ LILIV
DCS R1 5" — CTAAATCATAGCCATGACCG - 3’ regido J3
RIF4 F3 5 - GTGATTGTTCGAGATATGTGG - 3’

RIF4 R9 5’ — CGCTTTATCTGTATCTATCGC - 3’

I, regidao J1 495

I, regido J1 284

342

I regido J3 414

Fonte: Milheirico et al.*® , Oliveira e Lencastre et al.” e Machado et al.*
*Tipo de SCCmec/ Regido amplificada.
®Tamanho do produto amplificado.

3.14 Analise Estatistica
Para a andlise dos dados obtidos nos questiondrios, foram utilizados os softwares
EPI-INFO for windows, versdo 3.2 (© Centers for Disease Control and Prevention,
USA) e SPSS versdo 15.0 (© SPSS, inc.). Para comparagdo entre as varidveis
categoricas foram realizados testes ndo-paramétricos para proporcao: X’ e Teste Exato
de Fischer (quando recomendavel). Varidveis continuas foram comparadas através do
Teste T de Student. O teste U de Mann-Whitney foi usado para analisar dados
numéricos. Foi utilizado nivel de significancia final de 0,05.
Foram calculadas as sensibilidade e especificidade do método de disco-difusao
com discos de oxacilina e cefoxitina comparando com a deteccdo do gene mecA (padrao

ouro) para a deteccdo da resisténcia a meticilina.
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3.15 Analise de Fatores de Risco do Hospedeiro para aquisicao de S. aureus

As andlises levaram em conta dois desfechos: (a) o isolamento de S. aureus em
geral; e (b) o isolamento de MRSA, definido pela positividade do PCR para mecA.
Foram avaliados dados demogréficos, renda mensal, caracteristicas de moradia,
comorbidades e uso prévio de antimicrobianos. Todas as andlises foram feitas para os
dois desfechos de interesse. Em uma primeira fase, os dados foram submetidos a anélise
univariada. Varidveis dicotomicas foram analisadas pelos testes do Chi-quadrado e
Exato de Fisher. Varidveis numéricas foram analisadas pelo Teste U de Mann-Whitney.
A seguir, todas as varidveis foram introduzidas em modelos multivariados de regressao
logistica. Para introducao de varidveis, foi utilizado um processo de selecao por avangos
(forward). Para inclusdo e exclusdo de varidveis, foram utilizados parametros de
significancia (p-valor) de 0,05 e 0,10, respectivamente. Um p-valor de 0,05 foi

empregado como valor final de significancia.”
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4. RESULTADOS
4.1 Amostragem

Participaram do estudo 107 pacientes atendidos nas unidades bdsicas de satide da
cidade de Botucatu, no periodo de marco de 2010 a fevereiro de 2011. Foram coletados
126 swabs desses pacientes, em decorréncia do nimero de lesdes apresentadas por cada
participante, destas 73 amostras foram do género Staphylococcus spp. A cultura
bacteriolégica demonstrou resultado positivo para o género Staphylococcus spp. em
71/107 (66,4%) pacientes e resultado negativo para 36/107 (33,6%) pacientes (Figura

2).

80

71(66.4%)

70 -

36(33,6%)

40 -

30 -

numero de amostras

Staphylococcus spp. Negativas

Figura 2: Numero de pacientes com culturas positivas para o género
Staphylococcus spp.
4.2 Identificacao das espécies de Staphylococcus spp.

Dentro do género Staphylococcus foi identificado 49/73(67,1%) amostras da
espécie Staphylococcus aureus e 24/73 (32,9%) amostras de ECN (Figura 3). As
espécies de ECN identificadas foram: 13/24(54,2%) amostras de S. epidermidis,

3/24(12,5%) amostras de S. capitis, 2/24(8,3%) amostras de S. haemolyticus,
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2/24(8,3%) amostras de S. warneri, 2/24(8,3%) de S. saprophyticus, 1/24(4,2%)

amostra de S. hominis e 1/24(4,2%) amostra de S. simulans (Figura 4).

BS. qureus BECN

Figura 3: Distribuicdo de S. aureus e ECN isolados de feridas de pacientes
atendidos nas UBSs do municipio de Botucatu.

S hominis

S sinilans

S. saproplitictis
S warneri

S. haemolvticus

S capitis

S. epidermidis

(=
]

4 6 8 10 12 14
numero de amostras

Figura 4: Distribuicdo das espécies de ECN isoladas de feridas de pacientes
atendidos nas UBSs do municipio de Botucatu.
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4.3 Perfil dos Participantes

Os 107 participantes deste estudo apresentaram mediana de idade de 68 anos e
média de 67,5 anos, variando de 38 a 95 anos, caracterizando uma populacdo idosa,
sendo que 68/107(63,6%) dos pacientes foram do sexo feminino e 39/107(36,4%) do
sexo masculino.

Quanto a escolaridade, 60/107(56%) participantes referiram nao ter completado
o ensino fundamental, 29/107(27,1%) referiram-se como analfabetos, 12/107(11,2%)
relataram ensino fundamental completo, apenas 4/107(3,7%) com ensino médio
completo e 2/107(1,8%) com ensino superior incompleto.

Quando perguntado sobre a ocupag¢do de cada participante, 74/107(69,1%)
referiram-se aposentados, 17/107(15,8%) donas de casa, 3/107(2,8%) pensionistas,
comerciantes e pedreiros, e 1/107(0,9%) balconista, caseiro, criador de gado, treinador
de cavalos, garconete e vigilante.

A comorbidade mais freqiiente foi a hipertensdao arterial acometendo
73/107(68,2%) participantes, seguida pelo diabetes mellitus com 36/107(33,6%) e a
dislipidemia com 26/107(24,2%) casos.

De acordo com o diagnéstico médico, 71/107(66,3%) pacientes apresentavam
ulcera venosa, 10/107(9,3%) pé diabético, 8/107(7,5%) ulcera de pressao, 3/107(2,8%)
ulcera mista (arterial e venosa), 3/107(2,8%) mal perfurante e 12/107(11,2%) nao foram
definidas (Figura 5, 6 e 7). De acordo com a classificacao utilizada, 97/107(90,6%)
pacientes apresentavam feridas classificadas como cronicas e 10/107(9,4%) pacientes
como agudas. Durante a realizacdo do estudo, em nenhuma ferida foi verificado sinais
ou sintomas de infec¢do, portanto classificadas como colonizadas. A mediana do tempo

de duracgdo da ferida foi de 20 anos, variando de 1 a 600 meses.
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Eulcera venosa Eulcera de pressio
Bulcera arterial e venosa Opé diabético
Emal perfurante Bindefinida

Figura 5: Distribuicdo dos diagnésticos de feridas apresentados pelos pacientes
atendidos pelas UBSs de Botucatu.

Figura 6: Ulcera venosa de perna de paciente atendido pela USF Marajoara, da
qual foi isolado MRSA SCCmec tipo IV.
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Figura 7: Ulcera venosa de perna de paciente atendido pela UBS Cohab I, da
qual foi isolado MRSA com SCCmec tipo Il
4.4 Avaliacao da atividade de drogas antimicrobianas ‘‘in vitro”- Técnica da
difusdo da droga em agar (Método Kirby- Bauer).

A avaliagdo da resisténcia a meticilina pelo método de disco-difusdo revelou
18/73(24,6%) amostras resistentes ao disco de oxacilina e 16/73(21,9%) resistentes a
cefoxitina. Das 49 amostras de S. aureus, 7(14,2%) foram resistentes a oxacilina e
cefoxitina; 11/24(45,8%) amostras de ECN mostraram-se resistentes a oxacilina e 9/24

(37,5%) resistentes a cefoxitina (Figura 8 e 9).
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Figura 8: Distribuicdo de S. aureus e Estafilococos coagulase-negativa (ECN)
resistentes a oxacilina pelo método de disco difusdo em dgar com disco de oxacilina.
OXA R= oxacilina resistente.
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Figura 9: Distribuicdo de S. aureus e Estafilococos coagulase-negativa (ECN)
resistentes a cefoxitina pelo método de difusdo em agar com disco de cefoxitina. CFO
R= cefoxitina resistente.

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo
revelou maior resisténcia a Penicilina (83,5%) seguido por Eritromicina (45,2%),
Gentamicina (24,6%) e Clindamicina (23,2%), sendo que uma amostra foi detectada

resisténcia pelo teste D. Segue com Levofloxacino (20,5%), Trimetoprim-
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sulfametoxazol (9,5%), acido fusidico (2,7%), e nenhuma amostra resistente para

Quinupristina/Dalfopristina, Linezolida, Tigeciclina e Vancomicina (Tabela 5).

Tabela 5: Resisténcia a drogas em amostras de S. aureus e Estafilococos coagulase-
negativa.

Resisténcia
Antimicrobiano Total (73) S. aureus (49) MRSA? (7) ECN" (24) MRSCN°
N % N % N % N %

Penicilina 61 83,5 39 79,5 7 100 22 91,6 13 100
Eritromicina 33 452 17 34,6 6 85,7 16 66,6 11 84,6
Gentamicina 18 24,6 10 20,4 1 14,2 8 33,3 8 61,5
Clindamicina 16 21,9 5 10,2 4 57,1 11 45,8 9 69,2
Teste D 1 1,3 0 0 0 0 1 4,1 1 7,6
Levofloxacino 15 20,5 4 8,1 4 57,1 11 45,8 9 69,2
TMP-Sulfa 7 9,5 0 0 0 0 7 29,1 6 46,1
Acido Fusidico 2 2,7 0 0 0 0 2 8.3 1 7,6
Quinup JDalf.? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Linezolida 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tigeciclina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vancomicina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

PECN: Estafilococos coagulase-negativa.

“MRSCN: Estafilococos coagulase-negativa resistentes a meticilina.
¢ Quinup./Dalf.: Quinupristina/Dalfopristina.

Os resultados demonstram uma maior resisténcia antimicrobiana nos isolados de
ECN, principalmente, relacionado as seguintes drogas: Eritromicina, Levofloxacino,
Clindamicina, Trimetoprim-sulfametazol e Acido fusidico. Os dois isolados de ECN

resistentes ao dcido fusidico foram da espécie S. haemolyticus.

4.5 Determinacao da producao de p-lactamase

Do total de 73 amostras de Staphylococcus spp. incluidas neste estudo,
65/73(89%) se apresentaram produtoras de -lactamase (Figura 10). Uma amostra foi
negativa para o gene mecA e resistente ao disco de oxacilina e cefoxitina, contudo foi

produtora de -lactamase.
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B B-lactamase+

O B-lactamase-

Figura 10: Producdo de p-lactamase em amostras de Staphylococcus spp.
provenientes de amostras coletadas de feridas.

Do total de S. aureus e ECN, 41/49(83,6%) e 24(100%) dos isolados foram

produtores de B-lactamase, respectivamente (Figura 11).
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numero de amostras
T
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B Total de amostras B [-lactamasz +

ECN

Figura 11: Producio de [-lactamase em amostras de S. aureus e ECN
provenientes de amostras coletadas de feridas.

4.6 Hiperproducao de B-lactamase

Das 73 amostras de Staphylococcus spp., 1/73(1,3%) amostra de S. simulans foi

negativa para o gene mecA e apresentou resisténcia a oxacilina e cefoxitina pelo método

de disco difusdao. Contudo, essa amostra foi positiva para produgdo de P-lactamase e
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sensivel ao disco de amoxacilina-dcido clavulanico, indicando uma possivel resisténcia

a oxacilina mediada pela hiperprodu¢do de B-lactamase

4.7 Deteccao do gene mecA de resisténcia a meticilina

De 73 amostras de Staphylococcus spp. isoladas de feridas de pacientes
atendidos pelas UBSs do municipio de Botucatu, a presenca do gene mecA foi
identificada em 20/73(27,4%) amostras. Destas, 13/20(65%) amostras foram espécies
de ECN e 7/20(35%) amostras da espécie S. aureus.

Assim, de um total de 49 isolados de S. aureus, 7/49(14,2%) isolados positivos
para o gene mecA e de 24 isolados de ECN, 13/24(54,1%) isolados mecA positivos

(Figura 12 e 13).

60 -
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13(54,1%)

7(14,2%)

S aurens ECN

Figura 12: Amostras de Staphylococcus spp. positivas para presenga do gene
mecA de resisténcia.

A prevaléncia de MRSA e MRCoNS dentre os pacientes incluidos no estudo foi

de 7/107(6,5%) e 13/107(12,2%), respectivamente.
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do gene mecA(533pb)
pela técnica de PCR. Linhas 1-2; 5; 7-9; 11-13;16-17: amostras positivas para o gene
mecA. Linhas 3;4;6;10;14-15: amostras negativas para o gene mecA. Linha 18: controle
negativo (ATCC 25923). Linha 19: controle positivo (ATCC 33591). Linha 20: Ladder
100pb.

O gene de resisténcia foi detectado em 7/49(14,2%) das amostras isoladas de S.
aureus, sendo todas estas resistentes a oxacilina e cefoxitina. Nao houve amostras de S.

aureus negativa para presenca do gene mecA e resistentes a essas drogas (Tabela 6).

Tabela 6: Determinacdo da sensibilidade a oxacilina e cefoxitina em amostras de S.
aureus por métodos genotipicos e fenotipicos.

Teste de disco difusdo para S. aureus

PCR? Oxacilina Cefoxitina
Resistente Sensivel Resistente Sensivel

N %o N %o N %0 N 2
mecA+ " 7 100 0 0 7 100 0 0
n=7
mecA- ¢ 0 0 42 100 0 0 42 100
n=42
Total 7 100 42 100 7 100 42 100
n=49

*PCR: Reagdio em cadeia da polimerase.
®mecA+: Amostras positivas para o gene mecA.
“mecA-: Amostras negativas para o gene mecA.

Quanto aos ECN, das 13 amostras mecA positivas, 8/13(61,5%) foram S.
epidermidis, 1/13(7,6%) S. capitis, 1/13(7,6%) S. warneri, 1/13(7,6%) S. haemolyticus,

1/13 (7,6%) S. saprophyticus e 1/13 (7,6%) S. hominis (Figura 14).
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Figura 14: Distribuicdo do gene mecA nas espécies de Estafilococos coagulase-
negativa isoladas de feridas de pacientes atendidos nas UBSs de Botucatu.

Os resultados demonstraram que dentre os isolados de ECN resistentes (mecA+),
10/13(76,9%) isolados apresentaram resisténcia a oxacilina e 8/13(61,5%) a cefoxitina.
1/13(7,6%) isolado de S. haemolyticus nao apresentou resisténcia aos discos de
oxacilina e cefoxitina, sendo mecA positivo, caracterizando uma possivel
heteroresisténcia. Um isolado de S. simulans apresentou resisténcia fenotipica aos
discos, mas ndo teve detectado a presenca do gene de resisténcia, sendo posteriormente,

comprovado a hiperproducdo de B-lactamase (Tabela 7).
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Tabela 7: Determinacdo da sensibilidade a oxacilina e cefoxitina em amostras de
Estafilococos coagulase-negativa por métodos fenotipicos e genotipicos.

Teste de disco difusdo para S. aureus

PCR" Oxacilina Cefoxitina
Espécie Resistente Sensivel Resistente Sensivel
N % N % N % N %
S. epidermidis(8) 7 87,5 1 12,5 6 100 2 0
S. capitis(1) 1 100 0 0 1 100 0 0
S. warneri (1) 1 100 0 0 0 0 1 100
mecA+S S. haemolyticus (1) 0 0 1 100 0 0 1 100
n=13  S. saprophyticus (1) 1 100 0 0 0 0 1 100
S. hominis(1) 0 0 1 100 1 100 0 0
ECN? Total 10 76,9 3 23 8 61,5 5 38,5
S. epidermidis(5) 0 0 5 100 0 0 5 100
S. capitis (2) 0 0 2 100 0 0 2 100
S. warneri (1) 0 0 1 100 0 0 1 100
mecA S. haemolyticus (1) 0 0 1 100 0 0 1 100
n=11 S saprophyticus (1) 0 0 1 100 0 0 1 100
S. simulans (1) 1 100 0 0 1 100 0 0
ECN? Total 1 9,1 10 90,9 1 9,1 10 90,9

*ECN: Estafilococos coagulase-negativa.
PPCR: Reagio em cadeia da polimerase.
“mecA+: Amostras positivas para o gene mecA.
YmecA-: Amostras negativas para o gene mecA.

4.8 Deteccao dos genes [ukS-PV — lukF-PV da leucocidina Panton-Valentine.
De 49 isolados de S. aureus utilizados para a pesquisa dos genes produtores da
leucocidina Panton-Valentine pela técnica de PCR, em nenhum isolado foi detectado a

presenca dos genes da PVL.

4.9 Determinacao do tipo de SCCmec
Das 7/49(14,2%) amostras de S. aureus que apresentaram o gene mecA, 4/7
(57,2%) apresentaram o SCCmec do tipo Il e 3/7 (42,8%) do tipo IV (Tabela 8 e

Figura 15).
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Tabela 8. Frequéncia de cassetes cromossdmicos encontrados em S. aureus relacionado
com a UBS de origem.

MRSA SCCmec Drogas resistentes UBS®
1 II oxa, cfo, lvx, cli, eri e pen CSE-UVF
2 II oxa, cfo, lvx, cli, eri e pen CSE-Lav
3 II oxa, cfo, lvx, cli, eri e pen Cohab
4 II oxa, cfo, Ivx, gen, cli, eri e pen Aeroporto
5 v oxa, cfo, gen, eri e pen Cohab
6 v oxa, cfo, eri e pen Marajoara
7 v oxa, cfo e pen Iolanda

oxa: oxacilina; cfo: cefoxitina; lvx: levofloxacino; cli: clindamicina; eri: eritromicina; pen: penicilina;
gen: gentamicina.
“UBS: Unidade basica de sadde.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1L 12 13 14 15 16 1°
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Figura 15: Linhas 1, 5 e 7: amostras SCCmec tipo IV; Linhas: 2, 3, 4 e 6: amostras
SCCmec tipo II; Linha 8: controle tipo II (PER34); Linhas 10 e 11 controles tipo III e
IlTa (AN546, HU25); Linhas 12-15: controles IVa, IVb, IVc, IVd (JCSC 1968,
JCSCI978, MR 108, JCSC 4469); Linha 16: dgua; Linha 17: marcador de 100pb.
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Figura 16: Resisténcia a antimicrobianos de acordo com os tipos de SCCmec
em MRSA.

O perfil de resisténcia dos isolados de MRSA demonstraram semelhante
resisténcia a oxacilina, cefoxitina e penicilina (100%) para isolados SCCmec tipo 1II e
IV. Apenas os isolados de MRSA tipo II, apresentaram resisténcia aos discos de
levofloxacino (100%) e clindamicina (75%) e também consideravel resisténcia a
eritromicina (100%). Entretando, os isolados SCCmec tipo IV apresentaram importante
resisténcia a gentamicina (33,3%) e eritromicina (66,6%) (Figura 16).

Os isolados de MRSA SCCmec tipo Il (nimero: 1, 2 e 3 — Tabela 8), coletados
nas UBSs: CSE-UVF, CSE-Lavradores e Cohab, apresentaram perfil idéntico de
resistencia antimicrobiana.

Dentre as 13 amostras de ECN positivas para o gene mecA, 7/13(53,8%)
amostras foram SCCmec tipo IIl, 3/13(23%) tipo IV e 3/13(23%) ndo foram tipadas
pelo protocolo utilizado. 3/13(23%) isolados de MRCOoNS, espécie S. epidermidis e
SCCmec tipo III (nimero: 5, 6 e 7), apresentaram perfil idéntico de resisténcia as drogas

antimicrobianas, sendo duas amostras coletadas na mesma UBS (Tabela 9).
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Tabela 9: Freqiiéncia de cassetes cromossdmicos encontrados em ECN relacionado
com a UBS de origem.

MRCoNS  SCCmec Espécie Drogas resistentes UBS*®
1 111 S. epidermidis cli, eri e pen Marajoara
2 I S. capitis oxa, cfo, Ivx, gen e pen CSI
3 1 S. epidermidis oxa, lvx, cli, eri e pen CSE-UVF
4 I S. epidermidis oxa, cfo, lvx, gen, sxt e pen Marajoara
5 1 S. epidermidis oxa, cfo, 1vx, gen, sxt, cli, eri e pen CSE-lav
6 III S. epidermidis oxa, cfo, Ivx, gen, sxt, cli, eri, e pen ~ Marajoara
7 1 S. epidermidis oxa, cfo, 1vx, gen, sxt, cli, eri e pen Marajoara
8 -- S. epidermidis oxa, cfo, Ivx, gen, cli, eri e pen Cohab
9 v S. epidermidis oxa, cfo, Ivx, gen, sxt, cli, eri e pen CSE-UVF
10 v S. saprophyticus oo Cli eri, e pen V. Jardim
11 v S. warneri oxa, lvx, gen, sxt, cli, eri, e pen CSI
12 - S. haemolyticus fd, eri e pen Cohab
13 -- S. hominis cfo, eri e pen Rubido Jr.

--: ndo tipado pelo protocolo utilizado.

oxa: oxacilina; cfo: cefoxitina; lvx: levofloxacino; cli: clindamicina; eri: eritromicina; pen: penicilina;
gen: gentamicina; fd: dcido fusidico; sxt: sulfametazol/trimetoprim.

“UBS: Unidade bésica de sadde.

E 40% - B SCCmec IIT
; 30% - ESCCmec IV
ENio Tipado

Figura 17: Resisténcia a antimicrobianos de acordo com os tipos de SCCmec
em MRCoNS.

Os MRCOoNS tipo IV apresentaram resisténcia ao Trimetoprim-sulfametazol

(66,6%), clindamicina (100%) e eritromicina (100%), entretanto, apresentou baixa
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resisténcia ao disco de cefoxitina (33,3%). Os isolados SCCmec tipo III apresentaram
resisténcia, além dos discos de antibidticos [B-lactamicos, também aos discos de
levofloxacina (85,7%), gentamicina (71,4%), eritromicina (71,4%), clindamicina
(71,4%), trimetoprim-sulfametazol (57,1%) e teste D (14,2%) . Os isolados ndo tipados
pela técnica apresentaram 100% de resisténcia a penicilina e eritromicina, 33,3% de
resistencia ao 4cido fusidico e uma baixa resistencia as outras drogas comparado aos
tipos SCCmec IV e IIl. (Figura 17).

Quando relacionamos a freqiiéncia de isolados de S. aureus e ECN com a UBS
de origem, verifica-se um maior nimero de coleta de amostras nas unidades de sauide:
CSE-Ferroviaria, CSE-Lavradores, CSI, Peabirti e Marajoara, devido a maior demanda
em cuidados com feridas. As maiores freqiiéncias de MRSA foram isolados de
pacientes atendidos nas unidades de satide Cohab I e Jardim Iolanda com 2/10(20%) e
1/5(20%) 1isolados, respectivamente, seguidas pela unidade do Aeroporto com
1/8(12,5%) isolado, Marajoara com 1/12(8,3) isolado, CSE-Lavradores com 1/14(7,1%)
isolado e CSE-Ferroviaria com 1/21(4,7%) isolado (Tabela 10). Nenhuma coleta foi

realizada na USF-Real Park, pois encontrava-se em processo de implantacao.
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Tabela 10: Isolados de ECN e S. aureus relacionados com a UBS de origem.

UBS Total amostras ECN S. aureus MRSA®  Negativo®
coletadas N (%) N (%) N (%) N (%)
CSE-Lavradores 14 2(14,2) 4(28,5) 1(7,1) 8(57,1)
CSE-Ferroviaria 21 5(23,8) 5(23,8) 1(4,7) 11(52,3)
Sao Liicio 5 0 3(60) 0 2(40)
Vila Jardim 4 1(25) 1(25) 0 2(50)
Cecap 6 1(16,6) 4(66,6) 0 1(16,6)
CSI 14 3(21,4) 7(50) 0 4(28,6)
Jardim Cristina 3 1(33,3) 1(33,3) 0 1(33,3)
Rubido Junior 7 3(42,8) 0 0 4(57,2)
Jardim JIolanda 5 0 5(100) 1(20) 0
Aeroporto 8 1(12,5) 4(50) 1(12,5) 3(37,5)
Vitoriana 2 0 1(50) 0 1(50)
Peabira 12 0 7(58,3) 0 5(41,7)
Real Park 0 0 0 0 0
César Neto 1 0 1(100) 0 0
Marajoara 12 4(33,3) 2(16,6) 1(8,3) 6(50)
Santa Elisa 2 0 0 0 2(100)
Cohab 10 3(30) 4(40) 2(20) 3(30)
Total 126 24 49 7 53

* porcentagem calculada sobre o nimero de S. aureus.
b . A
negativo para o género Staphylococcus.

De acordo com os resultados, houve predominancia das ulceras venosas como
diagndstico de ferida, destes 5/71(7%) isolados foram MRSA, e ainda com 1/8(12,5%)
isolado de MRSA em tlcera de pressiao e 1/3(33,3%) em ulcera arterial e venosa

(Tabela 11).

Tabela 11: Freqiiéncia das espécies de Staphylococcus spp. isoladas de acordo com o
tipo de ferida.

Negativa para

Classificacio S. aureus MRSA? ECN® Staphylococeus spp.
N ) N % N % N )
Ulcera venosa (71) 37 53,2 5 13,5 9 12,6 25 35,2
Ulcera de pressio (8) 2 25 1 50 5 62,5 1 12,5
Pé diabético (10) 5 50 0 0 3 30 2 20
Mal perfurante (3) 0 0 0 0 2 66,6 1 33,3
Ulcera arterial e 1 333 1 100 0 0 ) 66.6
venosa (3)
Indefinida (12) 4 30,7 0 0 5 38,4 4 30,7
Total 49 7 24 36 33,6

*MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
PECN: Estafilococos coagulase-negativa
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126 amostras coletadas de feridas

N=107

l

l

73(58%) amostras recuperaram 53 (42%) amostras negativas para o
Staplvlococcus spp. *

(N=71 [66.4%])
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*ECN: Estafilococos coagulase-negativa.
"MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

‘MSSA: Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina.

YMRCONS: Estafilococos coagulase-negativa resistentes a meticilina.

*Houve 2 pacientes que recuperaram das culturas um isolado de S. aureus e um de ECN.

13 MRCoNS¢
N=13

7 MRCoNS tipo III
3MRCOoNS tipo IV
3 MRCoNS nao tipados

Figura 18: Fluxograma dos resultados em relacdo a espécie, resistencia a oxacilina,
mecA e SCCmec de amostras isoladas de feridas de pacientes atendidos por unidades
basicas de saide do municipio de Botucatu.

4.10 Analise Estatistica

A avaliagdo da sensibilidade e da especificidade dos métodos fenotipicos de

deteccao da resisténcia a oxacilina comparado com a deteccdo do gene mecA (padrdao

ouro), mostrou uma sensibilidade de 61,5% e especificidade de 90,9% para o disco de
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cefoxitina, e para o disco de oxacilina, a sensibilidade foi de 76,9% e especificidade de
90,9% para as espécies de ECN. Para as amostras de S. aureus, a sensibilidade para o
disco de cefoxitina e oxacilina foi de 100%, o mesmo ocorreu com a especificidade a

ambas as drogas (Tabela 12).

Tabela 12: Comparacdo da presenca do gene mecA com métodos fenotipicos de
deteccao da resisténcia a oxacilina e cefoxitina por difusao de disco.

Meétodos ECN S. aureus
Fenotipicos  Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade
% Y %o Y
Cefoxitina 61,5 90,9 100 100
Oxacilina 76,9 90,9 100 100

4.11 Analise de Fatores de Risco do Hospedeiro para aquisicao de S. aureus.

A andlise univariada revelou como fator de risco para aquisi¢do de S. aureus o
uso de Benzilpenicilina [OR: 2,32 (1,05-5,10). p= 0,04], resultado que permanece na
andlise multivariada [OR: 2,88 (1,25-6,64) p=0,01] (Tabela 13). Devido ao pequeno
nimero de amostras de MRSA isoladas e a populacdo estudada ter apresentado

caracteristicas homogéneas, ndo foi encontrado fator de risco para aquisi¢do de MRSA.
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Tabela 13: Andlise univariada e multivariada dos fatores de risco para aquisicdo de S.

aureus.
Fatores de Risco Univariada Multivariada
S. aureus Outros OR* (IC°95%) p OR(IC95%) P
(49) (58)
Dados sociodemogrdficos
Sexo masculino 18(36,7) 21(36,2) 1,02(0,46-2,25) 0,95
Idade, mediana 70(44- 64(38-92) - 0,08
95)
Casa prépria 43(87,8) 47(81) 1,67(0,57-4,92) 0,34
Menos que fundamental 39(79,6) 50(86,2) 0,62(0,22-1,73) 0,36
Agua tratada 47(95,9) 55(94,8) 1,28(0,20-7,99) 1,00
Esgoto tratado 45(91,8) 55(94,8) 0,61(0,13-2,88) 0,70
Rua asfaltada 44(89,8) 53(91,4) 0,83(0,22-3,05) 1,00
Renda familiar < 12(24,5) 22(37,5) 0,53(0,22-1,22) 0,13
R$1000,00
Zona urbana 47(95,9) 55(94,8) 1,28(0,20-7,99) 1,00
Etilismo 5(10,2) 4(6,9) 1,53(0,38-6,06) 0,72
Tabagismo 6(12,6) 6(10,3) 1,20(0,36-4,02) 0,75
Prética de esportes 1(2) 4(6,9) 0,28(0,03-2,60) 0,37
Aposentado 30(61,2) 44(75.9) 0,50(0,21-1,15) 0,10
Animal estimacdo 30(61,2) 28(48,3) 1,69(0,78-3,66) 0,18
n° de pessoas casa 3(1-7) 2(1-20) - 0,26
Antibioticoterapia prévia
Cefalexina 39(79,6) 44(75,9) 1,24(0,49-3,11) 0,64
Benzilpenicilina 25(51) 18(31) 2,32(1,05-5,10) 0,04 2,88 (1,25-6,64) 0,01
Bactrin 5(10,2) 7(12,1) 0,82(0,24-2,79) 0,76
Eritromicina 5(10,2) 1(1,7) 6,47(0,73-57,45) 0,91
Clindamicina 10(20,4) 18(31) 0,57(0,23-1,38) 0,21
Ciprofloxacino 4(8,2) 12(20,7) 0,34(0,10-1,13) 0,07
Azitromicina 2(4,1) 0 - 0,20
Gentamicina 1(2) 1(1,7) 1,18(0,72-19,49) 1,0
Cloranfenicol 1(2) 2(3,4) 0,58(0,05-6,63) 1,0
Amoxacilina 6(37,5) 10(17,2) 0,67(0,22-1,99) 0,47
Norfloxacino 6(12,2) 8(13,8) 0,87(0,28-2,71) 0,81
Metronidazol 2(4,1) 1(1,7) 2,42(0,21-27,58) 0,59
Ampicilina 2(4,1) 4(6,9) 0,57(0,10-3,27) 0,68
Levofloxacina 0 3(5,2) - 0,24
Historico de saiide
Diabetes 18(36,4) 18(31) 1,29(0,57-2,88) 0,53
Hipertensdo arterial 36(73,5) 37(63,8) 1,57(0,68-3,60) 0,28
Dislipidemia 13(26,5) 13(22,4) 1,25(0,51-3,02) 0,65
Internagao 37(75,5) 45(77,6) 0,89(0,36-2,18) 0,80
Ultima internagdo
Tempo de ferida, 48(1- 8(1-600) 0,22
Mediana 576)
Ferida de repeti¢do 26(53,1) 23(46,9) 1,72(0,79-3,71) 0,16
Tipo de ferida
Uso de antibidtico 49(100) 57(98,3) - 1,00
?*0dds Ratio.

®Intervalo de Confianca.
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5. DISCUSSAO

A incidéncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) tem
aumentado continuamente dentro dos hospitais e, nos dltimos anos, na comunidade.
Nossos dados demonstram o atual espectro de colonizag@o bacteriana em pacientes com
feridas atendidos em unidades bdsicas de satide do municipio de Botucatu. De acordo
com o critério utilizado, todas as feridas apresentavam-se colonizadas, e a grande
maioria (90,6%) caracterizada como cronicas. As culturas recuperaram em maior
freqiiéncia Staphylococcus spp. em 73/126(58%) das amostras coletadas (n=71[66,4%]),
e destas, 49/73(67,1%) isolados foram S. aureus e 24/73(32,9%) estafilococos
coagulase-negativa. O género Staphylococcus é o mais comum isolado em lesdes de
pele, sendo a espécie S. aureus a bactéria mais isolada de feridas cronicas colonizadas
ou infectadas.”’ >

Gjodsbol et al.”® verificaram o perfil bacteriano de tlceras venosas cronicas,
todas colonizadas, por um periodo de 8 semanas, em que amostras foram coletadas a
cada duas semanas e as espécies bacterianas presentes foram identificadas. Mais de uma
espécie bacteriana foi detectada em todas as ulceras. As bactérias mais comuns foram o
S.aureus (93,5%), E. faecalis (71,7%), Pseudomonas aeruginosa (52,2%), estatilococos
coagulase-negativos (45,7%), Proteus spp. (41,3%) e bactérias anaerdbias (39,1%).

Diferentes espécies de bactérias podem ser detectadas em feridas cronicas.”’
Essa microbiota pode ser proveniente do hospedeiro, do ambiente, ou ambas as fontes.
No entanto, a presenca de tais microrganismos ndo € obrigatériamente associada a uma
cicatrizagdo retardada,”® pois a cura de uma ferida cronica dependem de multiplos

fatores. Existem vdrios fatores sist€émicos e pessoais que afetam o processo de

cicatrizacdo da ferida. Como o comportamento do portador de ferida, ndo aderindo ao
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tratamento, o tabagismo, abuso de dlcool, as condi¢des socioecondmicas que pode
impedir a compra de regimes de tratamento adequados ou dispositivos, tendo que
trabalhar em profissdes de grande desgaste fisico. E as comorbidades que afetam as
funcdes metabdlicas, nutricionais e imunes como o diabetes melittus e a hipertensao
arterial.”*

A resposta imunoldgica do hospedeiro € o determinante mais importante de
infeccdo de ferida cronica. Fatores que afetam essa resposta incluem: 1) o tamanho e a
localizacdo da ferida, pois as grandes feridas e a localizacdo em regides dificeis de
permanecerem limpas, tais como dreas plantar e perineal, t€m um maior risco de
infeccdo. 2) A idade das feridas, quando com mais de 6 semanas é associado a
microbiota polimicrobiana e sdo mais propensas a desenvolver infec¢do de estruturas de
tecidos profundos e ossos. 3) A perfusdo do leito da ferida, sendo que a oxigenacao
inadequada favorece a proliferacdo microbiana, aumenta o risco de infec¢io e diminui a
probabilidade de cura. 4) A presenca de tecido desvitalizado que serve de fonte de
nutrientes para as bactérias ou corpos estranhos de qualquer tipo, incluindo préteses
ortopédicas, onde os microorganismos podem aderir.”*

Dentre as espécies de ECN isoladas, o S. epidermidis apresentou maior
freqiiéncia em feridas cronicas, assim como encontrado por Gjodsbol et al.”®> O S.
epidermidis € a espécie de ECN mais freqiientemente encontrada em pele e mucosas de
seres humanos, isto provavelmente ocorre devido a sua capacidade de produzir
bacteriocinas ativas contra outras bactérias Gram-positivas que poderiam competir por
nichos de colonizagéo.8

Mesmo que a presenca de bactérias nao seja responsavel pela génese de uma
ferida cronica, estas podem ser um fator adicional no prolongamento da cicatrizacdao

fisiologica das feridas. Assim, a partir de uma colonizacao, inicialmente sem problemas,
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uma infeccdo ou até mesmo uma sepse pode ocorrer em alguns pacientes.”
Especialmente em pacientes com feridas cronicas, as dificuldades sdo agravadas pela
crescente problemdtica do aumento de bactérias multiresistentes, como o
Staphylococcus aureus resistente (MRSA).

Portadores nasais e pacientes colonizados por Staphylococcus aureus t€m sido
descritos como fator de risco para o desenvolvimento de infeccdes, sendo que 11% a
43% dos pacientes colonizados adquirem infecc@o. A caracteristica da infec¢ao depende
dos fatores de viruléncia do patégeno e de mecanismos de defesa do hospedeiro.”

Infelizmente, poucos estudos realizam a identificacdo das espécies de ECN,
devido a baixa importancia dada a estes microrganismos, por acreditarem que nao estao
envolvidos em infec¢des, apenas colonizagdo. Apesar de considerados como agentes
colonizadores e contaminantes de culturas de feridas, sabe-se que os ECN podem servir

96-98

como fontes de genes de resisténcia e viruléncia para o S. aureus, ja que estes

microrganismos apresentam uma taxa de resisténcia superior aos S. aureus em nosso
estudo e em virios outros.”'®

Atualmente, mais de 70% dos isolados de ECN em todo o mundo sao resistentes
a oxacilina."” Além disso, as cepas de ECN adquiridas no hospital se tornaram
resistentes a vérios outros agentes antimicrobianos. Sader et al.'’” relataram uma
freqiiéncia de resisténcia a oxacilina de 80% entre os isolados de ECN envolvidos em

. ~ . . 103
infecgdes da corrente sanguinea. Ferreira et al.

encontraram uma freqiiéncia de
resisténcia a oxacilina de 64% entre as cepas ECN isoladas de diferentes locais clinicos.
Nosso estudo colabora com esses achados, identificando 54,2% dos ECN resistentes a
oxacilina.

Os resultados demonstram que a populacdo de estudo é caracterizada por

individuos idosos (mediana=68 anos), maioria do sexo feminino (63,6%), aposentados
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(69,1%), com baixa escolaridade (83,1%), e com alguma comorbidade associada: 68,2%
com hipertensao arterial, 33,6% com diabetes mellitus e 24,2% com dislipidemia.

Com o aumento da média de sobrevida, a populag¢do idosa continua a aumentar,
e 0 mesmo acontece com o nimero de pacientes com diabetes mellitus. Os diabéticos
apresentam um sistema imunoldgico mais vulneravel as infec¢des, devido a influencia
da hiperglicemia e acidose na diminui¢io da capacidade de fagocitose pelos
polimorfonucleares, ocasionando alteracdes de opsonizacdo, aderéncia e quimiotaxia
dos leucdcitos, alteragdo do sistema antioxidante e menor producdo de interleucinas
(IL2), 104105

Acima de 60 anos, hd um retardo no processo de cicatrizagao que € agravado no
caso de uma isquemia adicional, o que é muito comum nessa idade.'” O
Envelhecimento afeta todos os componentes da pele, incluindo a epiderme, derme e o
subcutaneo. A atividade proliferativa da pele diminui com a idade, levando a
diminui¢do da renovacdo da epiderme e afinamento da epiderme. Isso resulta em uma
barreira menos eficaz, retardo na cicatrizacdo, e maior risco de invasdo por
microorganismos.'””'® Os macréfagos intradérmicos ou células de Langerhans, que sio
responsaveis pela imunidade celular, diminuem em quase 50% com o envelhecimento
da pele.'” O comprometimento da imunidade celular aumenta o risco de infecg¢do. "'

A derme perde aproximadamente 20% de sua espessura ao longo do tempo,
principalmente devido a perda de coldgeno, fibras eldsticas, vasos sanguineos, células
nervosas, glandulas sudoriparas e glandulas sebdceas.'® 10 A perda de coldgeno €
devido a um aumento das enzimas de sua degradacdo e uma diminui¢do da atividade

8

fibroblastica, " Alteragdes no coldgeno predispoe a pele envelhecida a rasgar e

o . 1. 107-108
lentifica cicatrizacdo da ferida.
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Em estudo sociodemografico com pacientes portadores de udlceras de estase, em
Botucatu e regido, também foi encontrado maioria mulheres, da cor branca, 93,4%
estavam com 40 anos ou mais, 90% tiveram menos que 4 anos de estudo, 73,4%
ganhavam menos que um saldrio minimo, 35% aposentados, 2,5% recebendo auxilio
doenca e 4,2% desempregados. Em torno de 16% dos pacientes tiveram que se afastar
do trabalho por tempo médio de 18,5 meses, 49,2% tiveram algum grau de incapacidade
para o trabalho e 15,8% se aposentaram devido a ulcera com idade média de 54,8 anos,
sendo que 64,2% dos pacientes tiveram recorréncias e o tempo decorrido desde o
primeiro episédio da ulcera foi em média 13,4 anos.'"

A comparacdo do perfil da populacao deste estudo com o realizado por
Abbade,111 em 2001, na mesma regido, mostra que permanece, durante os dltimos dez
anos, o perfil de paciente portador de ferida que € atendido tanto nas unidades bdsicas
de saide de Botucatu quanto no ambulatério da Dermatologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP.

As tlceras venosas foram predominantes dentre os diagnésticos (66,3%),
seguido pelo pé-diabético (9,3%), ulceras de pressao (7,5%), ulcera arterial e venosa
(2,8%) e mal-perfurante (2,8%). Resultados semelhantes ao encontrado por Martins et
al.''"?, sendo as dlceras venosas a mais freqiiente entre as feridas cronicas. Estima-se que
a prevaléncia varia de 0,06% 452 2% “3, dependendo do local, podendo atingir 4% em
pessoas com mais de 65 anos.'™

Alguns pacientes (12/107[11,2%]) tiveram suas feridas caracterizadas como
indefinidas, ndo sendo encontrado no prontudrio o diagndstico médico. Isso ocorreu na
maioria dos casos em que as feridas foram classificadas como feridas agudas, assim ha a
possibilidade dessas evoluirem para cronicas, j4& que muitos desses pacientes possuem

fatores de risco para cronificag¢do da ferida.




iscussio $6

Neste estudo, a prevaléncia de MRSA, dentre os S. aureus isolados, foi de 6,5%.

Kac et al.'®

avaliaram o estado de portador em feridas cronicas, e encontraram 19,5%
de portadores de MRSA em 1994 e 20,5% em 1996. Outros estudos evidenciaram
valores préximos aos encontrados por esse estudo, compreendendo valores entre 5,5%
100, ggp 116

O estudo dos genes codificadores da PVL, demonstrou que nenhuma amostra de
S. aureus carreava os genes, mesmos os isolados de MRSA SCCmec tipo IV. Outros
trabalhos realizados no Brasil também corroboram com este achado.''”"'®

Os isolados de MRSA apresentaram resisténcia de 100% aos B-lactamicos
(oxacilina, cefoxitina e penicilina), 85,7% a eritromicina, 57,1% a clindamicina e
levofloxacina e 14,2% A gentamicina. Garcia-Agudo et al.'' também encontraram
resisténcia elevada a fluorquinolonas (94,3%), eritromicina (87%) e clindamicina
(65.3%).

Nao foi encontrada resisténcia fenotipica aos discos de Linezolida,
Quinupristina/Dalfopristina, Vancomicina e Tigeciclina, assim como encontrado por
Garcia-Agudo et al.""” O que demonstra que essas drogas sdo boas alternativas para
tratamento de MRSA, no local de estudo.

A classificacdo do cassete cromossomico revelou cassetes do tipo II e IV em
pacientes com infec¢des por MRSA, resultados similares aos obtidos por Bonesso ',
realizado na regido de Botucatu. Este resultado demonstra o perfil de resisténcia de
MRSA de Botucatu e regido. O cassete do tipo II carreia genes de resisténcia a vdrias
classes de antimicrobianos e, por essa razdo, ¢ um dos cassetes cromossOmicos maiores
e mais pesados, caracterizando cepas multirresistente.” Apesar de no Brasil, o clone

120-121

epidémico brasileiro, SCCmec tipo Illa, ser o mais freqiiente, este nao foi

encontrado em nosso estudo.
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Todos os isolados de MRSA SCCmec tipo II (4/7) apresentaram resisténcia aos
discos de levofloxacina, eritromicina e clindamicina. Houve um isolado resistente a
gentamicina, ¢ 3/4 dos isolados de MRSA tipo II demonstraram o mesmo perfil de
resisténcia aos discos utilizados, sendo estes, coletados de UBSs distintas, o que sugere
a presenca de clones disseminando-se pelas unidades.

Quanto aos isolados de MRSA tipo IV (3/7), 2/3 apresentaram resisténcia a
eritromicina e 1/3 a gentamicina, contrariando, estudos que demonstram a permanente
susceptibilidade do CA-MRSA a vdérios antibidticos ndao B-lactdimicos como o
Trimetoprim-sulfametazol, clindamicina, tetraciclinas e fluorquinolonas.lzz'123

A classificagdo dos cassetes cromossomicos ocorreu em 77% das amostras de
MRCoNS. Outros estudos, utilizando a mesma técnica, também relataram dificuldades
na tipagem de alguns cassetes,”'%!?91212 fa10 que pode ser atribuido as novas
estruturas no cassete decorrentes de rearranjos em regides especificas.”

O MRCoNS SCCmec tipo III foi o mais predominante, assim como encontrado

812113 seguido pelo tipo TV."*'*> O MRCoNS tipo III apresentou

por outros autores
resistencia aos discos de levofloxacino (85,7%), gentamicina (71,4%), eritromicina
(71,4%), clindamicina (71,4%) e trimetoprim-sulfametazol (57,1%). Houve trés
isolados de MRCoNS SCCmec tipo III, da mesma espécie, S. epidermidis, com perfil
idéntico de resisténcia as drogas antimicrobianas testadas, sendo dois isolados da
mesma UBS. A realizacdo da tipagem molecular permitird elucidar a presenca de
clones, tanto de MRS A quanto de MRCoNS disseminando entre as UBS de Botucatu.
Vale ressaltar que o SCCmec tipo III codifica um grande nimero de genes de
resisténcia, informagdo epidemiologicamente importante para o controle de infeccao,

sabendo-se que os ECN podem ser o fator determinante na origem de novas cepas de

MRSA.
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Os isolados nao tipados pela técnica apresentaram 100% de resisténcia a
penicilina e eritromicina, 33,3% de resisténcia ao acido fusidico e uma baixa resisténcia
as outras drogas comparado aos tipos SCCmec IV e III. Os SCCmec tipo IV
apresentaram resisténcia aos discos de oxacilina (100%), Trimetoprim-sulfametazol
(66,6%), clindamicina (100%), eritromicina (100%), entretanto, apresentou baixa
resisténcia ao disco de cefoxitina (33,3%). Contrariando a literatura, esse estudo
demonstra altas taxas de resisténcia, a antibiticos ndo [B-lactdmicos, em MRCoNS
SCCmec tipo IV, resultado que preocupa devido a alta facilidade de transferéncia
horizontal deste tipo de cassete, principalmente se o destinatdrio for um S. aureus.

Apesar dos critérios de exclusd@o buscarem o maior isolamento de amostras de
origem comunitdria, a taxa de estafilococos com cassete classificado como hospitalar foi
maior. Provavelmente, a realizacdo de curativos nestes pacientes, tanto nas UBSs
quanto em ambiente hospitalar, devido ao retorno em consultas em busca de
especialidades ou internagdes, pode carrear bactérias mais resistentes de um ambiente
para outro, ja que os microrganismos estdo disseminados tanto no hospital quanto na
atencao primaria.

O método de disco difusdo com discos de oxacilina e cefoxitina apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade para o S. aureus, resultados similares aos encontrados por

Matos et al.'?¢

Em geral, métodos fenotipicos convencionais t€m demonstrado alta
sensibilidade e especificidade na detec¢do de isolados de MRSA. "3 54 para os
isolados de MRCoNS, a sensibilidade ao disco de oxacilina e cefoxitina, foi de 76,9% e
61,5%, respectivamente, e a especificidade foi de 90,9% para ambos discos. Para a
deteccao de resisténcia a oxacilina, o CLSI padroniza o uso do disco de cefoxitina, por

ser um forte indutor do sistema regulatério mecA. Entretanto, devido ao encontrado, o

uso apenas da cefoxitina para deteccdo de MRCoNS € questionado.
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z.

E importante considerar as taxas locais e os padrdoes de resisténcia aos
antimicrobianos, fatores de risco individuais para aquisi¢do de MRSA, e a histéria de
tratamento ao selecionar um esquema empirico inicial com antibidticos. O uso de
fluoroquinolonas (por exemplo, ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina) para o
tratamento simples de infec¢des de pele e tecidos moles deve ser reservado para
pacientes com hipersensibilidade a [-lactdmicos, dado o seu amplo espectro de
atividade e crescente resisténcia bacteriana a esses agentes.'> Com base na eficdcia
observada de outros antibidticos e o aumento de resisténcia as fluoroquinolonas,
recomenda-se que o uso dessa classe de drogas ocorra apenas em casos de pacientes
alérgicos a penicilina ou quando a resisténcia bacteriana seja conhecida.’?

Embora a deteccdo do gene mecA seja considerado o “padrdo ouro” para
caracterizacdo do MRSA, outras modalidades de resisténcia a meticilina tém também
sido descritas em linhagens que nao apresentam o gene mecA e sdo denominadas
borderline. A resisténcia borderline pode ser devido a dois mecanismos, 0 primeiro
seria a inativacdo de oxacilina mediada pela hiperproducdo de B-lactamase "’ e o
segundo € a resisténcia modificada, chamada de MOD-SA, mediada pela alteragao das
PBPs intrinsecas com afinidade para a oxacilina alterada.”! Em nosso estudo, 97% de
nossas amostras foram produtoras de p-lactamase. Montanari et al.'"** também
encontraram resultados semelhantes, em estudo com 89 amostras de S. aureus,
identificando 74 (83,1%) amostras produtoras de [-lactamase. A deteccio da
hiperproduciao de B-lactamase pode colaborar para a escolha correta do tratamento, ja
que a acdo da enzima pode ser inibida eficientemente pelo 4cido clavulanico e pelo
sulbactam adicionado ao tratamento com beta-lactimicos.'*

A técnica de coleta por swabs foi realizada de acordo com as recomendagdes da

Organizacdo Mundial das Sociedades de cicatrizagdo de feridas (world-organisation of
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the wound healing societies), com a tecnologia Levine.” Estudos comparativos coma as
trés diferentes técnicas de swab na identificacdo de infeccao em feridas cronicas, com
swab utilizando o exsudato da ferida, a técnica em Z e a técnica de Levine, juntamente
com uma amostra de tecido da ferida utilizando procedimentos qualitativos e
quantitativos, mostraram que a técnica de Levine obteve resultados mais proximos a
bidpsia, fornecendo uma medida razoavelmente precisa da carga bacteriana da ferida,
uma vez que eles sdo mais amplamente aplicéveis do que culturas de tecidos.'™

O uso de benzilpenicilina revelou-se como fator de risco para aquisi¢do de S.
aureus. Esta é uma das drogas mais utilizadas na atencdo primdria,'** principalmente,
no tratamento de infec¢des de feridas cronicas. Atualmente, os Staphylococcus spp.
apresentam, em todo o mundo, um elevada resisténcia (acima de 60%) a penicilina G.1¥
Esse achado relaciona-se com o uso abusivo dessa droga, observado na leitura dos
prontudrios dos pacientes incluidos no estudo, levando a morte dos Streptococcos e
permanéncia dos Staphylococcus aureus.

O uso inadequado de antimicrobianos € preocupante tanto na atencdo primaria
quanto no meio hospitalar. Dentro dos hospitais essa realidade é bem conhecida, devido
a existéncia de comissdes de controle de infec¢des relacionadas a saide que atuam,
entre outros, para o uso racional de antimicrobianos, buscando a diminui¢do dos casos
de infec¢Oes por microrganismos multiresistentes. J4 na ateng@o primadria, a discussdo é
mais complexa, sendo muito dificil o acompanhamento do uso de antimicrobianos,
dentre outros fatores, pelo nimero, organizacado e dispersao dos servigos.

O delineamento inicial desse estudo foi proposto com intuito de
epidemiologicamente, identificar isolados de CA-MRSA. No entanto, a populacdo
abordada € atendida, freqiientemente, por instituicdes de satde, o que caracteriza

amostras associadas a cuidados de saide (HA-MRSA).
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O CA-MRSA ¢ comumente definido por critérios epidemiolégicos como qualquer
infeccdo por MRSA diagnosticada na comunidade ou dentro de 48 horas de internagao
hospitalar, excluindo contato recente de cuidados de sadde, tais como cirurgia, didlise,
ou utilizacdo de dispositivos médicos.*® Também pode ser definido pela presenca de
dois marcadores moleculares: SCCmec tipo IV e a presenga de genes que codificam a
PVL.3*!% Estas defini¢des sdo confusas, e carecem de especificidade. Além disso, ha
um cruzamento cada vez maior de CA-MRSA e HA-MRSA em ambientes comunitarios
e de saude. Por exemplo, CA-MRSA emergiu como a principal causa de infec¢des
hospitalares em alguns hospitais."”*"* Por outro lado, HA-MRSA é agora
freqiientemente relatado no cendrio da comunidade com pacientes cada vez mais
submetidos a procedimentos invasivos em centros ambulatoriais ou recebendo cuidados
de saide em casa. Devido a esses fatores, a definicio de CA-MRSA ndo é adequada.
Assim, para um problema de saude publica que cresce rapidamente, o CA-MRSA
paradoxalmente nio tem uma definicdo que reflete sua epidemiologia em evolu¢do, ou
que claramente a distingue dos tradicionais HA-MRSA.

McCarthy et al,140

compararam os fatores de risco para aquisicdo de HA-MRSA
e CA-MRSA, considerando a susceptibilidade antimicrobiana e a definicdo
epidemioldgia para classificar as cepas em hospitalar ou comunitéria. Entretanto, poucas
diferencas foram encontradas entre CA-MRSA e HA-MRSA. Sugere-se que a invasdo
de CA-MRSA nos ambientes de cuidado a satide e a crescente aquisi¢do de resisténcia
pelas cepas comunitdrias contribua para a indiferenca de fatores associados a HA-
MRSA x CA-MRSA.

Deste modo, definir um isolado de MRSA em comunitdrio ou hospitalar nao

torna-se mais relevante, que conhecer seu perfil de resisténcia, viruléncia e dinamica de
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transmissao, informacdes fundamentais para agdes de controle, prevencao e tratamento

de infec¢des causadas por MRSA.
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6. CONCLUSOES

e S. aureus foi isolado na maioria das amostras coletadas de feridas de pacientes
atendidos nas UBSs da cidade de Botucatu, sendo 14,2% MRSA, com a maioria
apresentando SCCmec tipo I, seguido pelo SCCmec tipo IV.

e Apesar da menor frequéncia com que foram isolados, os ECN apresentaram
maior nimero de amostras resistentes € com o gene mecA (54,2%), com maior
frequéncia do SCCmec tipo III.

e Os isolados de MRCoNS SCCmec tipo IV, apresentaram alta taxa de resisténcia
a antibidticos nao B-lactamicos, como Trimetoprim-sulfametazol, clindamicina e
eritromicina.

® A resisténcia a antimicrobianos ndo B-lactamicos foi encontrada tanto em cepas
que carrearam O gene mecA quanto em amostras negativas para este. Amostras
de ambas as espécies carrearam cassetes caracteristicos da comunidade e de
ambientes hospitalar.

e A grande maioria dos isolados de S. aureus e ECN foi produtora de -lactamase.

e Os métodos fenotipicos de detec¢do da resisténcia a meticilina foram mais
sensiveis e especificos para amostras de S. aureus do que para ECN.

¢ Neste estudo, ndo foi encontrado amostra de S. aureus ou ECN carreando o gene
da toxina PVL. Entretanto, outras investigacdes deverdo ser realizadas para a
pesquisa de outros genes de viruléncia nessas amostras.

e Houve um perfil similar de resisténcia entre amostras de MRSA e MRCoNS,
com mesmo cassete cromossdmico, sugerindo a presencga de clones difundindo-
se pelas UBSs de Botucatu.

¢ O uso de benzilpenicilina foi um fator de risco para aquisicdo de S. aureus.
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ANEXO A
QUESTIONARIO
UBS: Datacoleta:__ /__ /
A. Dados pessoais:
Nome: Registro:
Idade: Sexo: Tel.s:
Escolaridade: Ocupacio:
Endereco:
B. Condicoes socioeconomicas:
1. Renda familiar mensal:
2. Moradia ( ) prépria ( )alugada ( )outro
3. n° de pessoas na casa:
4. Agua tratada ( )sim ( )ndo
5. Esgoto tratado ( )sim ( )ndo
6. Rua asfaltada ( )sim ( )ndo
7. Luz elétrica ( ) sim ( )ndo
8. Zona Rural ( ) Zona urbana ( )
9. Nos tltimos 12 meses foi admitido em alguma institui¢do abaixo?

() Clinica de repouso/reabilitacdo
() Asilo

() Presidio

() Tiro de guerra

() Time esportivo

( ) Nenhuma

10. Pratica algum esporte? ( )sim ( )ndo ; Qual?

11. Faz uso de drogas ilicitas? ( )sim ( )ndo
12. Alcoolismo ( ) sim ( )nio; Tabagismo ( ) sim ( )ndo

13. Possui animal de estimagao? ( )nao ( )sim, Qual(s)?

C. Histérico:
1. Vocé ja teve alguma infeccdo anterior que necessitou de tratamento com antibiético(s)?

() Nao () Sim, Qual(is) antibidtico(s) foi(ram) utilizado(s)?

2. Vocé possui alguma dessas patologias?

() Diabetes, tipo___; () Pressao alta; () Colesterol alto,

( )outros

3. Como surgiu sua(s) ferida(s)?




Anezos 87

Quanto tempo ela(s) tem? ,E de repeticdo? ( )sim ( )ndo

4. Fez () e/ou faz () uso de antibidticos devido a ferida? ()sim ( )nao;
H4 quanto tempo foi o dltimo uso?

Qual(is) usou?

5. Fez exames microbioldgicos? ( )sim ( )ndo, Qual(s)

6. J4 foi internado alguma vez na vida? ( )sim ( )nfo

Quanto tempo faz desde a ultima internagdo? motivo:

7. Tipo de ferida:

( ) ulcera arterial () pé-diabético

( ) ulcera venosa (estase) (' )dlcera de pressao
() ulcera mista ( ) Queimadura

( ) Outras

D. Caracteristicas da Ferida(s): (Serd preenchido pelo pesquisador)

()Edema ( )Eritema ( )Calor ( )Dor ( )Secrecdo purulenta ()Febre ( )outra

Cobertura em uso: Tempo de uso:

Sitio anatdomico:

Tamanho:

Aspecto/descri¢do:

Foto: ( )S( )N
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ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Participaciao em

Pesquisa cientifica )
CONVIDO vocé a participar do Projeto de Pesquisa intitulado: CARACTERIZACAO DA

RESISTENCIA A OXACILINA EM Staphylococcus aureus ISOLADOS DE FERIDAS EM
PACIENTES ATENDIDOS EM UNIDADES BASICAS DE SAUDE DA CIDADE DE BOTUCATU”,
que tem como objetivo verificar se sua ferida possui uma bactéria chamada Staphylococcus aureus. Essa
bactéria € muito encontrada em feridas, causa grandes infec¢des, principalmente, dentro dos hospitais,
também ¢é facilmente transmitida para outras pessoas e possui grande capacidade de adquirir resisténcia
aos antibidticos. Isso faz com que o tratamento e a cura da ferida se tornem mais dificeis.

Para vocé participar, vocé terd que permitir que a pesquisadora faca uma limpeza de sua ferida
com soro fisiolégico, removendo as possiveis sujidades e, depois, com um swab (que parece um
cotonete), realize um esfregaco pressionando levemente a ferida. Apds a conclusdo do trabalho todas as
amostras isoladas dos pacientes serdo mantidas congeladas. Vocé terd que responder um questiondrio
contendo perguntas sobre seus dados de identificacdo (idade, sexo, ocupagdo, etc.), condicdes
socioecondmicas(renda familiar, saneamento basico, etc.), histéria de sua saide ( doengas, infecgdes,
etc.)e de sua ferida (origem, tratamento, etc). Também pedimos permissao para tirar foto de sua ferida.

A sua participacdo neste estudo contribuird para o maior conhecimento sobre essa bactéria e seus
mecanismos de resisténcia, permitindo assim a busca por melhorias no tratamento e cura de feridas.

Suas informacdes serdo utilizadas somente no projeto de pesquisa e sua identidade serd mantida
em sigilo. A pesquisadora estard disponivel para responder quaisquer perguntas e vocé€ podera retirar sua
participagd@o no estudo, a qualquer momento.

Botucatu, ___, de de 20__.

Pesquisadora: Eliane Patricia Lino Pereira

DECLARO que fui satisfatoriamente informado e esclarecido sobre a pesquisa, e concordo em
participar da mesma, permitindo a coleta de material da(s) minha ferida(s) com um swab, respondendo as
perguntas apresentadas no questiondrio e permitindo que fotografem minha ferida. Por estar de acordo,

assino este presente termo.

Botucatu, de de 20__.
Ass. do Sujeito a Pesquisa Ass. (pais ou responsdvel legal) Ass. testemunha (caso
analfabetismo)

Esclarecimentos adicionais poderdo ser obtidos com a pesquisadora pelo telefone: 3811- 6058
Endereco e telefone do pesquisador: Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP,
Botucatu, tel. 14 — 3811-6058/ 17- 9713 9827, fliane24 @yahoo.com.br.

Endereco e telefone da orientadora: Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP,
Botucatu, tel. 14 — 3811-6058; cunhamlr @ibb.unesp.br.

1% via — arquivo; 2° via — sujeito da pesquisa
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ANEXO C
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