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Resumo

Estudos recentes apontam para elevagdo da incidéncia e da gravidade das infeccbes por
Staphylococcus aureus. Esse fato é agravado pela ampla disseminacdo de isolados de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) nos hospitais, além de sua recente
introducdo na comunidade. A colonizacéo nasal de individuos assintomaticos é o principal fator
responsavel pela persisténcia e disseminacdo de S. aureus nas populagdes humanas. Assim
sendo, inquéritos de carreamento nasal sdo importantes para estimar a “carga” (burden) de S.
aureus como um todo e de MRSA na comunidade. Além disso, a compreensdo da relagéo
bactéria-hospedeiro e dos fatores de viruléncia envolvidos se faz necessaria para o combate as
infecgdes que colocam em risco a vida da populacdo em geral. O presente trabalho teve como
objetivo investigar a distribui¢éo de clones de Staphylococcus aureus e MRSA na populagéo da
area urbana de Botucatu, SP, identificando a prevaléncia dos determinantes de viruléncia junto
aos fatores de risco associados em isolados obtidos da nasofaringe de individuos higidos do
municipio. Um total de 223 amostras de S. aureus isoladas de secre¢des nasais foi submetido a
testes de susceptibilidade antimicrobiana & oxacilina e cefoxitina através da técnica de disco-
difusdo. O método de E-test foi empregado para determinar a Concentracdo Inibitdria Minima
(CIM) em amostras resistentes. Em seguida, foram realizadas reagdes de PCR para a deteccéo
dos genes mecA, genes codificadores de fatores de viruléncia das enterotoxinas (sea, seb e sec)
e toxina associada a sindrome do choque toxico (tst); toxinas esfoliativas A e B (eta, eth),
leucocidina de Panton-Valentine (lukS-PV e lukF-PV), hemolisinas alfa e delta (hla e hid); e
biofilme (icaA e icaD). A tipagem molecular para a determinagdo dos clusters foi realizada pela
técnica de PFGE. Para avaliar os fatores de risco foram utilizadas as analises uni e multivariada
de regressdo linear. Do total de espécimes analisados, seis foram carreadores do gene mecA
albergando SCCmec IV. Em relacdo & distribuicdo dos genes de viruléncia, obtiveram-se as
seguintes taxas percentuais: TSST-1 (tst, 28,7%); enterotoxinas (sea, 30,9%; seb, 14,3%; sec,
17,5%); hemolisinas (hla, 89,7%; hid, 93,3%); biofilme (icaA, 0,9%; icaD, 95,5%); esfoliatinas
(eta, 1,3%; etb, 1,3%); PVL (luk-PV, 2,2%). A analise por PFGE revelou a presenca de 11
clusters distribuidos pela comunidade (similaridade >80%), com destaque para trés deles com
maior potencial de viruléncia uma vez que concentraram maior nimero de isolados carreando
diversos genes de viruléncia e resisténcia. Na analise epidemioldgica, a prevaléncia dos genes de
viruléncia investigados mostrou-se menos necessdria em individuos portadores de diabetes
mellitus. Os resultados obtidos apontam a existéncia de individuos saudaveis carreadores nasais
de S. aureus, apresentando heterogeneidade na distribui¢cdo dos determinantes de viruléncia e

evidenciando a presenca de clones bem definidos circulantes na comunidade os quais albergam
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tanto genes de viruléncia quanto de resisténcia & meticilina. Tais resultados podem contribuir

para a elucidacdo da distribuigdo de S. aureus em uma populagéo bem definida.

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus, carreamento nasal, MRSA, CA-MRSA, fatores de

risco, genes de viruléncia.
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Abstract

Recent findings show an increase on the incidence and severity of Staphylococcus aureus
infection. This fact is worsened by the wide dissemination of the methicillin-resistant S. aureus
(MRSA\) isolates in hospitals and its recent introduction in the community settings. The nasal
colonization in asymptomatic individuals remains the main factor responsible for the persistence
and dissemination of S. aureus in the human population. Thereby, nasal carriage surveys are an
important tool in order to estimate the total S. aureus burden and the MRSA in the community.
Besides, understanding the bacterial-host relationship and the virulence factors involved is
necessary in order to manage the infections that jeopardize the population’s health. The present
study aims at investigating the clonal distribution of S. aureus and MRSA strains in an urban
population area in Botucatu, SP, identifying both the prevalence of the virulence determinants
together to the associated risk factors in samples obtained from the nasopharynx of healthy
individuals from Botucatu. A total of 223 S. aureus samples isolated from nasal secretions were
submitted to the antimicrobial susceptibility tests through the disk-difusion method with
oxacillin and cefoxitin disks. The E-test method with oxacillin was applied in order to obtain the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) among oxacillin disk resistant samples. Afterwards,
PCR (Polimerase Chain Reaction) was carried out for the detection of the mecA gene and of the
following virulence genes: enterotoxins (sea, seb and sec), toxic shock syndrome toxin (tst),
exfoliative toxin A and B (eta, etb), Panton-Valentine Leukocidin (lukS-PV and lukF-PV), alpha-
and delta-hemolysins (hla and hld), and biofilms (icaA and icaD). The PFGE molecular typing
was employed in order to determine the prevalent clusters. The univariate and multivariate linear
regression was carried out so that the risk factors could be evaluated. The results showed that six
out of the 223 samples harbored the mecA gene in the SCCmec IV. Regarding the distribution
of the virulence genes, the rates were: 28.7% for tst, enterotoxins (sea, 30.9%; seb, 14.3%; sec,
17.5%); hemolysins (hla, 89.7%; hld, 93.3%); biofilm (icaA, 0.9%; icaD, 95.5%); esfoliatins
(eta, 1.3%; eth, 1.3%); PVL (luk-PV, 2.2%). The PFGE analysis showed that 11 clusters were
spread in the community (similarity > 80%), out of which 3 major clusters were highlighted to be
considered more virulent due to the high number of isolates that harbored virulence and
resistance genes. In the epidemiological analysis, the prevalence of virulence genes investigated
proved less necessary in diabetic individuals. Such results obtained indicate that S. aureus
colonizes the nasopharynx of healthy individuals usually presenting with heterogeneity in the

distribution of virulence determinants, as well as demonstrate that the community presents well-
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defined clones harboring both virulence genes and methicillin-resistant genes. Such results may

contribute to the elucidation of the S. aureus distribution in a well-defined population.

Keywords: Staphylococcus aureus, nasal carriage, MRSA, CA-MRSA, risk factors, virulence

genes.
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1. INTRODUCAO
1.1 Consideracdes Iniciais

A notével capacidade de Staphylococcus aureus desenvolver resisténcia antimicrobiana,
somada a emergéncia de cepas altamente virulentas, instituiu esse patdgeno como uma das
principais causas de infecgdo bacteriana em humanos.*

A extensa disseminacdo de cepas resistentes, alcangando agora o ambiente comunitério,
tem culminado em ameaca global', de modo que essa questdo tem gerado preocupacio nio
somente por parte dos servicos de salde como também tem motivado pesquisas visando a
ciéncia dos perfis epidemioldgico e patogénico de S. aureus atrelados as suas peculiaridades,

direcionando, assim, estratégias a fim de nortear a contengdo do problema.

1.2 Staphylococcus aureus: epidemiologia, patogénese, resisténcia antimicrobiana e

relevancia clinica.

Staphylococcus aureus € um comensal humano versatil reconhecido como um dos
principais agentes virulentos, sendo capaz de causar um amplo espectro de infecgbes que se
caracterizam pela variedade de apresenta¢des clinicas, incluindo desde quadros localizados até
doengas sistémicas de alta letalidade.>** Embora seja considerado o patgeno mais importante
dentro do género, cerca de 15 das 47 espécies conhecidas de Staphylococcus séo potencialmente
patogénicas em humanos.® Destaca-se globalmente como agente etioldgico de relevantes taxas
de morbidade e mortalidade tanto no 4mbito hospitalar quanto no comunitario.*

Dentre as principais sindromes infecciosas causadas por Staphylococcus aureus, podemos

elencar 3 tipos, descritos no quadro 1 abaixo:

Quadro 1. Principais sindromes infecciosas causadas por Staphylococcus aureus.®

Tipos Sindromes

Tipo | — Lesdes superficiais InfeccOes de pele e partes moles

Tipo Il — Toxinoses Intoxicacéo alimentar
Sindrome da pele escaldada
Sindrome do choque tdxico

Tipo 111 - Condicbes Endocardites, osteomielites
sistémicas potencialmente fatais Abscesso cerebral
Pneumonias

Meningites e bacteremias
Infecges de sitio cirdrgico
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Esse microrganismo diferencia-se dos demais membros do género pela producdo de
coagulase, que é facilmente detectada em testes rotineiros. Seus reservatérios naturais sdo o
homem e outros animais de sangue quente. Apesar disso, S. aureus sdo capazes de sobreviver em
superficies inanimadas por um longo periodo de tempo.”®

Enquanto membro persistente da microbiota humana, esse potente patégeno encontra-se
em diferentes sitios anatdmicos, incluindo a nasofaringe. E capaz de se proliferar em qualquer
parte do corpo humano e ser transmitido a outras pessoas suscetiveis ou animais, podendo, em
certas circunstancias, agravar quadros de infeccéo no préprio hospedeiro. *2

A nasofaringe é considerada um nicho ecoldgico primério de colonizacdo desse
microrganismo. Desse modo, entende-se por colonizagdo o processo dindmico em que a bactéria
deve se anexar as superficies do hospedeiro, superando os componentes imunes e competindo
com outros microrganismos comensais. O fendmeno da colonizagdo, ou seja, 0 carreamento
desse patdgeno, sem sinais clinicos ou interagdo imunoldgica € uma propriedade biologica
fundamental desse microrganismo, que tem sido identificada como um importante fator de risco
para o desenvolvimento de infec¢Bes por S. aureus tanto na comunidade como nos hospitais.
6,8,9,10,11

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

Acredita-se que carreadores de S. aureus apresentem maiores riscos de adquirir infeccao,
e presume-se que 0s mesmos sejam uma importante fonte de disseminagdo da bactéria entre 0s
individuos.® Estudos revelam que individuos colonizados com uma grande carga bacteriana
apresentam risco seis vezes maior de desenvolver infeccdo estafilocdcica, em comparacdo a
individuos ndo-carreadores ou com baixa carga bacteriana. *°

E necessario acrescentar que, embora a nasofaringe seja o local mais consistente de
colonizagdo por S. aureus, sendo indicada como 0 ambiente mais apropriado para screening com
swabs, outros sitios - extra-nasais - também podem ser colonizados, como garganta, axilas,
perineo e trato gastrointestinal.® '

A patogénese de S. aureus é complexa e depende de diversos fatores associados a doenca
clinica, os quais incluem a viruléncia do patégeno, resisténcia antimicrobiana e susceptibilidade
do hospedeiro."***> A multiplicidade de infeccBes causadas por S. aureus esté relacionada a um
arsenal de fatores de viruléncia que lhe garantem sucesso como colonizantes e agentes de

infeccdo, permitindo a adesdo desse microrganismo a superficie das células, invasdo ou evasao
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do sistema imune, causando assim efeitos toxicos nocivos ao hospedeiro. Esses fatores incluem a
expressdo de inmeras toxinas distintas, proteinas de adesdo da parede celular, enzimas

extracelulares e exotoxinas. 1>

Estudiosos afirmam que o primeiro passo para a infec¢do por Staphylococcus é o
processo de adeso a superficies,'” o qual se inicia por meio da colonizagdo mediada por diversas
adesinas. Uma das principais classes de adesinas compreende as proteinas covalentemente
ancoradas no peptideoglicano que se ligam ao plasma ou a componentes da matriz extracelular,
sendo denominadas coletivamente de componentes de superficie microbiana que reconhecem
moléculas de matriz adesiva (MSCRAMMS). Essas moléculas reconhecem componentes
importantes do plasma, como fibrinogénio, fibronectina e colageno. Fazem parte dos
MSCRAMMS a proteina A (SpA), as proteinas ligadoras da fibronectina (FnbpA e FnbpB), a
proteina ligadora do colageno e o fator clumping (proteinas A e B). ®

Junto aos fatores supracitados, a formagao de biofilme representa um importante feno6tipo
de viruléncia no estabelecimento de infeccBes cronicas."” Biofilmes sio comunidades
estruturadas de células bacterianas incorporadas por uma matriz polimérica auto-produzida
capazes de se aderir tanto a superficies vivas quanto inertes.” Essas estruturas acabam
dificultando o tratamento de infeccbes por conferir & bactéria uma resisténcia & acdo dos
antimicrobianos e ao sistema imune do hospedeiro.'*® O principal componente do biofilme é a
adesina intracelular polissacaridica (PIA), que é composta por um polimero beta- 1,6-N-
acetilglicosamina sintetizado por uma enzima codificada pelo operon ica localizado no
cromossomo da bactéria. Esse operon inclui um elemento regulador de quatro genes (A, B, C e
D).19

Praticamente todas as cepas de S. aureus secretam um grupo de exoproteinas incluindo as
exotoxinas e enzimas como as nucleases, proteases, lipases, hialuronidases e colagenases. 6 A
principal funcdo dessas proteinas parece estar ligada a conversdo do tecido local do hospedeiro
em nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano. Existem as exoproteinas com atividade
citolitica, dentre as quais destacamos as hemolisinas alfa, beta e delta e a Leucocidina de Panton-
Valentine (PVL)®, sendo esta ltima classificada como um biocomponente de citolisina, capaz de
formar poros nos leucdcitos, e associada a quadros de extensa necrose tecidual, acarretando
infeccBes de pele graves e pneumonias necrotizantes.® A PVL é encontrada principalmente em
isolados de S. aureus resistentes & meticilina adquiridos na comunidade, fazendo-se presente
também em amostras sensiveis.®*>?! Ja as hemolisinas apresentam atividade citot6xica para os
eritrécitos e leucécitos.’

Adicionalmente as exotoxinas ja descritas incluem-se a toxina 1 da sindrome do choque

toxico (TSST-1), as enterotoxinas estafilocdcicas (SEs), que compdem uma classe de mais de 20
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tipos sorologicamente distintos®® incluindo as enterotoxinas like (SE-like), e as toxinas
esfoliativas (ETA e ETB).>?° Dentre essas, a TSST-1 e as enterotoxinas pertencem a um grupo
de toxinas conhecidas como superantigénicas, caracterizadas especialmente por estimularem a
proliferagdo de linfocitos T.

A toxina 1 da sindrome do choque toxico é um superantigeno associado a um quadro
clinico de febre alta, exantema e extravasamento de liquido em vasos capilares, resultando em
hipotensdo e edema, o qué caracteriza a Sindrome do Choque Téxico causada por S. aureus
colonizando tecidos distantes.® * As enterotoxinas ingeridas através de alimentos associam-se a
quadros de intoxicacéo alimentar caracterizados por diarreias e vomitos. *° As esfoliatinas (ETA,
ETB, ETD) determinam a clivagem de camadas profundas do epitélio, causando quadros de
eritema e descamacdo disseminados, sendo possivel afirmar que estdo diretamente envolvidas
com a Sindrome da Pele Escaldada ou lesdes bolhosas (Impetigo bolhoso). 2 %

A maioria dos fendtipos de viruléncia é coordenada pelo sistema agr (gene regulador
acessorio). O locus agr é um agrupamento de genes com atividade quorum sensing, mecanismo
pelo qual a bactéria consegue “perceber” a densidade celular do meio em que se encontra através
da comunicacdo entre as células presentes, permitindo uma reacéo fenotipica de acordo com a
fase de crescimento em que a cultura se encontra. O quorum sensing é importante em
Staphylococcus porque certas proteinas, tais como os fatores de viruléncia, s6 devem ser
expressas em determinada fase de crescimento. * A atividade inibitria dos grupos agr
representa um método de interferéncia bacteriana que afeta a expressdo dos genes de viruléncia®*
E possivel que alguns clones de S. aureus sejam mais propensos que outros para determinar uma
doenca invasiva, 0 qué pode ser devido a esses diversos mecanismos ligados aos fatores de
viruléncia existentes. %

Além da expressdo dos fen6tipos de viruléncia, a alta patogenicidade de Staphylococcus
aureus se deve a ampla resisténcia antimicrobiana entre os isolados, o qué tem dificultado
consideravelmente o tratamento das infec¢cbes em ambito mundial. %6 De fato, desde o inicio da
“era dos antibidticos”, essa especie provou-se capaz de desenvolver resisténcia & praticamente
todas as classes de antimicrobianos disponiveis na prética clinica. %

Em meados da década de 1940, logo apés a introdugdo da penicilina na pratica clinica,
foram relatadas cepas de S. aureus resistentes, seguidas por uma pandemia de resisténcia a
referida droga. Prevalente inicialmente apenas nos hospitais, hoje a resisténcia a penicilina esta
presente em mais de 90% dos isolados da comunidade. Essas estirpes interrompem a agéo do
anel [B-lactamico da penicilina por meio da producdo de uma penicilinase mediada por

plasmideos.™
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No final da década de 1950, a meticilina foi introduzida como um protétipo de uma
classe de penicilinas resistentes a inativacdo por penicilinases. A essa classe pertence também a
oxacilina®, que embora apresentem grande poténcia antiestafilocécica, tiveram seu uso clinico
limitado pela emergéncia da resisténcia. S. aureus resistentes a meticilina conhecidos pela sigla
MRSA, (do inglés methicillin-resistant S. aureus), surgiram inicialmente na Europa na década de
1960, apos a introducéo da meticilina na prética clinica, e emergiram como uma séria ameaga a
satide ptblica mundial. 2%

Ao longo do tempo, sofreram grande disseminagdo em hospitais e em outros servigos de
salide. J& na década de 1990, a maioria dos isolados de origem hospitalar eram MRSA.* Um
fenbmeno mais preocupante se observou na década seguinte: a identificacdo de MRSA em
pessoas sem histéria de exposicdo a ambiente hospitalar.®* Nesse cenario, delinearam-se duas
importantes classes de microrganismos problema, identificadas como HA-MRSA (Hospital-
acquired [adquiridos no hospital]-MRSA) e CA-MRSA (Community-acquired [adquiridos na
comunidade]-MRSA).*

A distingdo entre cepas de HA-MRSA e CA-MRSA foi possivel até o surgimento do
primeiro relato de CA-MRSA. Consideravam-se infecgdes por CA-MRSA aquelas ocorridas em
individuos oriundos da comunidade que ndo apresentassem fatores de risco de exposi¢do ao
ambiente hospitalar, exibindo um perfil de sensibilidade distinto dos HA-MRSA que tivessem
infectado pacientes hospitalizados com riscos especificos para aquisicéo de infeccdo. Porém, nos
ultimos cinco anos, um fato interessante é a infiltragdo do CA-MRSA no ambiente hospitalar
ocupando lugar dos HA-MRSA, principalmente em paises em que a prevaléncia do CA-MRSA ¢
alta.'®

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

MRSA, * descritas no quadro a seguir.
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Quadro 2. Diferencas entre HA-MRSA e CA-MRSA

Pacientes tipicos

HA-MRSA

Pacientes idosos muitas
vezes debilitados
Pacientes com doengas
cronicas (ex. diabéticos com
Ulceras de pele)

CA-MRSA

Pessoas previamente saudaveis, frequentemente
jovens
Individuos envolvidos em atividades de contato
proximo (ex. equipes esportivas ou servicos
militares, especialmente aquelas que resultam
em abrasGes de pele)

Infeccdes clinicas

Pacientes em Unidades de
Terapia Intensiva
Pacientes renais associados
a dispositivos de longa
permanéncia

InfecgBes de ferida
Doencas
respiratorias e do trato
urinario

Tendem a ser mais agressivas na pele e tecidos
moles
Pneumonias necrotizantes, choque séptico e
bacteremia nos casos mais graves

Fatores de risco

Dispositivos de longa
permanéncia, hospitalizacédo
prolongada e uso de
antibioticos a longo prazo

Contato fisico prdximo, baixas condi¢des de
higiene, instalagdes sanitarias compartilhadas,
individuos que vivem em locais superlotados,

(ex. recrutas militares e prisioneiros)

Transmissao

Hospitalar
Pouco difundida entre os
contatos intradomiciliares

Predominantemente adquirida na comunidade
Dissemina-se no seio das familias e equipes
esportivas

Susceptibilidade
antibiotica

Clones tipicos da Inglaterra
(EMRSA 15 ¢ 16),
resistentes a eritromicina,
ciprofloxacina,
aminoglicosideos,
clindamicina, tetraciclina,
rifampicina e acido fusidico

Geralmente mais susceptiveis aos agentes nao-
betalactamicos, incluindo a ciprofloxacina

Caracteristicas
moleculares

SCCmec tipos I, 11 ou 11l
(exceto 0o EMRSA 15 da
Inglaterra que tem o
SCCmec tipo 1V)
PVL é menos comum

Principalmente 0 SCCmec
tipo IV ou 'V

PVL é mais comum

Fonte: Cooke et al*®

A resisténcia & meticilina é mediada por uma alteracdo no receptor celular dos beta-
lactdmicos, isto é, a proteina ligadora de penicilina (PBP2a). Essa proteina modificada PBP2a,
tem baixa afinidade com a penicilina e é codificada pelo gene mecA, conferindo ampla
resisténcia contra todos os antibiticos pertencentes a classe dos p-lactamicos. *°

O gene mecA esta localizado em uma “ilha gendmica” de resisténcia, conhecida como

cassete cromossdmico estafilococito mec (SCCmec, Staphylococical chromosome cassete
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mec).** Os elementos do SCCmec sdo divididos em diferentes tipos com base nas diferencas
entre os nucleotideos em dois componentes essenciais: complexo ccr (recombinase cassete
cromossdmico), representado pelos genes ccr, e complexo de genes mec.* Segundo o IWG-SCC
(International Working Group on the Staphylococcal Cassette Chromosome elements), existem
onze tipos de SCCmec em cepas de S. aureus descritos até o0 momento os quais diferem em
tamanho e composigdo dos elementos de resisténcia antimicrobiana.>3*

Geralmente, cepas HA-MRSA albergam o SCCmec tipos I, Il ou Ill, que sdo maiores e
incluem diversos determinantes de resisténcia, o qué justifica o fato de que os isolados
hospitalares de MRSA costumam apresentar resisténcia simultinea a vérias classes de
antimicrobianos. Por outro lado, as cepas de MRSA adquiridos na comunidade carreiam um
SCCmec menor tipos 1V, V, VI, apresentando menos elementos de resisténcia, ou seja,
frequentemente mais susceptiveis a macrolideos, quinolonas, tetraciclinas, trimetoprim,
sulfametoxazol, e lincosamidas. No entanto, estdo associados - em alguns casos - a presenca de
genes codificadores da PVL e de outras exotoxinas que conferem aos CA-MRSA maior
viruléncia. * Essas cepas estdo associadas & infecgBes graves de pele e pneumonias
necrotizantes. *°

Apesar de as opcOes terapéuticas para MRSA (e em particular HA-MRSA) serem
restritas, seus potenciais agentes terapéuticos incluem a clindamicina, trimetoprim -
sulfametoxazol, linezolida, daptomicina, tetraciclinas como (doxiciclina e minociclina), e os
glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina).*

No entanto, isolados com suscetibilidade intermedidria aos glicopeptideos foram
descritos desde a década de 1990. *" A recente emergéncia de S. aureus com resisténcia completa
a vancomicina devido a aquisicdo de genes vanA a partir de enterococos resistentes a
vancomicina torna-se ainda mais preocupante. Felizmente, esse fen6tipo tem distribuicéo restrita,
com apenas doze casos descritos nos Estados Unidos.*®** Novas drogas com atividade
antiestafiloccica (como a linezolida e a daptomicina) sdo uma opcéao para S. aureus resistente a
glicopeptideos. No entanto, a resisténcia parcial ou completa a esses agentes tambeém ja foi

detectada.*® 4

1.3  Estudos de base populacional sobre colonizacéo/infecgéo por Staphylococcus aureus.

A continua emergéncia de isolados multirresistentes de S. aureus tem instigado uma série
de estudos visando a quantificagéo da carga (burden) de colonizacéo e infecgdes estafilococcicas

em meio a populacdo. Uma dessas iniciativas, capitaneada pelos Centros para Prevengdo e
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Controle de Doengas (CDC, Centers for Disease Control and Prevention), procurou descrever a
incidéncia e a distribuicdo de doencas invasivas por MRSA nos Estados Unidos.*® Uma
vigilancia ativa dessas infeccdes foi realizada em nove cidades norte-americanas durante 0s anos
de 2004 e 2005. Foram identificadas 8.987 infecc¢des, das quais 85,0% haviam sido adquiridas
em hospitais e outros servicos de satide, enquanto 13,7% eram de origem comunitéria. *°

Outro trabalho de cunho nacional também realizado nos EUA mostrou que a prevaléncia
de colonizagdo/infeccdo por MRSA em pacientes internados em unidades de salde aumentou
nos ultimos anos. Foram reportadas 4.476 infeccbes/colonizagdes por MRSA em 67.412
pacientes, ou seja 25.3 infecgdes e 41.1 colonizagdes a cada 1.000 pacientes internados.™

Conforme registros atuais do Reino Unido, houve um aumento nas taxas de admissdo
hospitalar com episodios de infeccbes adquiridas na comunidade tendo como principal agente
causador o S. aureus.* Utilizando dados secundarios do sistema de sadde britanico realizou-se
uma estimativa do comportamento epidemiolégico das infeccdes estafilococicas durante as
décadas de 1990 e 2000.”? Os autores apresentaram achados alarmantes: um aumento de cinco
vezes nas hospitalizagBes por sepse, pneumonia estafilocdcica, sindrome da pele escaldada e
impetigo; aumento de trés vezes das internacdes por abscessos e celulites; e aumento de 150%
nas admissdes por infeccbes de 0ssos e articulagdes. Nas unidades basicas de salde, a prescrigao
de antibiéticos antiesfilocdcicos cresceu de 1,8 a 2,5 vezes entre 1991 e 2006.%

Outros estudos quantificaram o carreamento de S. aureus no ambito populacional. Nos
anos de 2001 e 2002 incluiu-se no estudo NHANES (National Health and Nutrition Examination
Survey) a coleta de amostras de nasofaringe. O estudo NHANES ¢ realizado nacionalmente e
corresponde a uma amostra representativa da populagéo civil ndo institucionalizada dos Estados
Unidos. A triagem para carreamento nasal de S. aureus foi realizada em todos os individuos com
idade acima de um ano participantes do estudo. Os resultados foram descritos e analisados em
trés publicages.*® %

Em 9.622 participantes, a prevaléncia de colonizagdo por S. aureus foi de 32,4%. A
colonizagdo por MRSA estava presente em 0,8%. Fatores significativamente associados ao
carreamento de S. aureus foram: idade menor que 6 anos, adultos que ndo haviam completado o
ensino médio, e diagnostico de asma. O carreamento de MRSA estava associado a idade maior
que 65 anos, sexo feminino, diabetes e estadia recente em casas de repouso, mas ndo em
hospitais. Um acompanhamento desse estudo em anos posteriores demonstrou que a prevaléncia
do carreamento de S. aureus sofreu reducéo estatisticamente significativa, caindo para 28,6% em
2003-2004. Nesse mesmo periodo, porém, taxas de carreamento de MRSA quase duplicaram (de
0,8% para 1,5%, p<0.05). % Os dados do NHANES sdo bastante abrangentes, embora seu

significado seja limitado pelo longo periodo decorrido desde o estudo.



1 ntrodugéo 9

Outras publica¢des apresentam estimativas populacionais de carreamento de S. aureus ou

MRSA em espagos mais restritos. Furuya et al %’

investigaram o carreamento nasal de MRSA em
739 habitantes de Manhattan, identificando prevaléncia de 0,3%.%" Outro estudo, realizado em
Birmingham (Inglaterra), investigou 274 pacientes, identificando taxas de carreamento de 33,0%
para S. aureus e 1,5% para MRSA.*® Um estudo recente realizado na Espanha investigou o
carreamento nasal de S. aureus em 278 sujeitos saudaveis determinando a prevaléncia de S.
aureus sensiveis a meticilina — MSSA, MRSA e alguns tragos de viruléncia. Dados revelaram
19,1% (53) de colonizagdo por S. aureus, onde 0,4% correspondiam a cepas de MRSA e os 52
isolados restantes MSSA. *

Em Taiwan, um estudo realizado com 3200 criangas revelou 25,8% de S. aureus e 11,6%
de MRSA, sendo também pesquisada a prevaléncia de algumas exotoxinas estafilococicas. **
Nesse mesmo pais, foi realizada uma triagem para carreamento nasal de MRSA em 1.838
pessoas da comunidade e 393 individuos com contato com servigos de satide.”® No primeiro
grupo, a prevaléncia de colonizacdo foi de 3,6% e no segundo, os resultados foram: 5,0%
(profissionais da salde), 5,8% (pacientes em enfermaria com doencas agudas), 5,9% (pacientes

de hemodidlise) e 11,0% (individuos em institui¢cdes de longa permanéncia). *°

14 Cenario nacional

Embora ndo existam estimativas seguras, € razoavel inferir que as infeccOes
estafilococicas sejam bastante incidentes na populagdo brasileira. Em um relato do programa
SENTRY, S. aureus foi o agente mais freqlientemente isolado em espécimes clinicos de
hospitais brasileiros. Ele manteve a lideranga entre os agentes de infeccGes de tegumento e
corrente sangiiinea e ficou em segundo lugar entre os agentes de pneumonias.”® Dados mais
recentes confirmaram esse padrdo e identificaram resisténcia a meticilina em 31,0% dos
isolados.*

No ano de 2010, no sul do pais foi avaliada a prevaléncia e aquisicdo de MRSA entre
pacientes submetidos a atendimento em um hospital de nivel terciario. De 297 pacientes adultos
e 176 pediétricos, a prevaléncia de MRSA na admisséo foi de 6,1% entre a populagdo adulta e
2,3% para criangas.>? Por outro lado, o sistema de vigilancia de infeccdes hospitalares do Centro
de Vigilancia Epidemioldgica do Estado de S&o Paulo reportou o isolamento de S. aureus em
16,3% das hemoculturas colhidas em Unidades de Terapia Intensiva. Ao todo, 58,2% dos
isolados eram MRSA.*
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A ampla disseminacdo de MRSA em hospitais do Brasil é bem documentada e um clone
endémico brasileiro portador de SCCmec Il foi extensamente caracterizado.>**Embora 0
MRSA seja endémico nos hospitais, ainda sdo poucos os relatos sobre colonizagéo por CA-

MRSA no Brasil.>? Nascimento-Carvalho et al >

relatam a identificacdo de 125 infeccdes por
MRSA possivelmente adquiridas na comunidade, mas n&o realizaram a caracterizagdo molecular
desses isolados.

Recentemente, em estudo realizado por Scribel et al’’, individuos submetidos a
atendimento em Unidades Bésicas de Saude no Brasil foram testados para carreamento nasal de
S. aureus (200) e MRSA (136) cujas taxas obtidas foram de 11,5% para S. aureus, sendo que
nenhum isolado resistente foi encontrado. Neste mesmo panorama, o transporte de S. aureus e
MRSA foi pesquisado em criangas de 62 centros de cuidados diarios. Do total de 1192 criancas
avaliadas, 31,1% eram portadoras de S. aureus contra 1,2% portadoras de MRSA .58

Entretanto, relatos de casos isolados®® e estudos em bancos de cepas %' tém
documentado a disseminagéo de isolados de MRSA carreando SCCmec IV em centros urbanos
do pais. Fato interessante é que, em muitos casos, as infecgdes por MRSA de portadores de
SCCmec IV tinham sido adquiridas em servicos de sadde. °“®?Assim, o entendimento da
epidemiologia do carreamento nasal por S. aureus pode auxiliar na descoberta de solucgdes para a

gestéo e o controle das infecgdes causadas por esse microrganismo, especialmente MRSA.
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2 JUSTIFICATIVA

Os argumentos apresentados acima demonstram a necessidade e a importancia da
realizacdo de estudos de base populacional em uma busca pela compreenséo da relacdo bactéria-
hospedeiro e dos fatores de viruléncia envolvidos para o combate as infec¢fes que colocam em
risco a integridade da salde da populagdo. Tais estudos podem fornecer dados relevantes para a
compreensdo da epidemiologia da colonizagéo/infeccdo por S. aureus além de apoio para a
abordagem clinica de pacientes.

Entre as informagbes relevantes que podem ser obtidas de um estudo com esse
delineamento, encontram-se: a estimativa da prevaléncia de colonizagéo por S. aureus e CA-
MRSA na comunidade, a andlise da distribuicdo dos fenotipos de viruléncia em isolados
comunitérios e a identificacdo dos fatores de risco associados e do perfil clonal dos isolados.

Esse estudo propds uma abordagem da populacdo de Botucatu, municipio de 122.659
habitantes (IBGE 2010) ® que, apesar de seu pequeno porte, alberga a maior instituicdo publica
vinculada ao Sistema Unico de Saude (SUS) na regido, o Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina. A instituicdo apresenta 467 leitos, sendo 52 de UTI. Estima-se que 1,5 milhGes de
pessoas oriundas de 68 municipios sejam atendidas nesse hospital, onde o0 MRSA é endémico
(CCIRAS - HC/FBM)®. Assim sendo, acreditamos que 0 municipio seja um espaco privilegiado
ndo s para estudar a prevaléncia de colonizagdo de S. aureus como um todo e CA-MRSA, mas
também para identificar outros fenémenos, como determinantes de viruléncia e distribuicdo de
clusters de S. aureus e MRSA na comunidade. *° Acrescente-se a isso o fato de que 0 municipio

foi participante do inquérito multicéntrico de satide do Estado de S&o Paulo, >

possibilitando
assim o0 acesso dos pesquisadores a uma amostra populacional j& estratificada por setor

censitario, género, idade e classe social.
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3.1

3.2

OBJETIVOS

Objetivos gerais

Investigar a distribuicdo de clones de S. aureus e MRSA na populagdo de area urbana de
Botucatu, SP, identificando a prevaléncia dos determinantes de viruléncia e fatores de
risco associados a sua aquisicdo em isolados obtidos da nasofaringe na populagdo

estudada.

Objetivos especificos

Identificar e caracterizar clusters domiciliares de S. aureus e MRSA.

Determinar o tipo de SCCmec das amostras de MRSA isoladas.

Determinar genotipicamente os fatores de viruléncia para producéo de leucocidina Panton
Valentine, hemolisinas alfa e delta, enterotoxinas, toxina 1 da Sindrome do Choque

Toxico (TSST-1), biofilme e toxinas esfoliativas.
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4, METODOLOGIA
4.1  Local do estudo

O municipio de Botucatu localiza-se a 22°53'09" de latitude sul, 48°26'42" de longitude
oeste, e a 804 metros de altitude, distanciando-se 235 km da capital Sdo Paulo. O Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) estimou uma popula¢do de 122.659 habitantes no

censo de 2010. A figura 1 apresenta um mapa do municipio.

Figura 1. Mapa do municipio de Botucatu.
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Mais de 95% da populacdo do municipio reside em éarea urbana. No inquérito
multicéntrico de salde do estado de S&o Paulo %, 25% da populacéo entrevistada se referiu a
algum problema de saude nos ultimos 15 dias, e 92% destes habitantes havia procurado
assisténcia medica. Em quase 40% dos casos, tal assisténcia foi procurada no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (Universidade Estadual Paulista — UNESP).

O presente estudo foi realizado na area urbana do municipio de Botucatu, previamente

mapeada durante o inquérito de saude.

4.2  Populagdo do estudo
Foram incluidas no estudo pessoas com mais de um ano de idade residentes na area
urbana de Botucatu e que consentiram em participar voluntariamente da pesquisa.

A amostra populacional foi estratificada por idade, género e local de residéncia. Para o

célculo do tamanho amostral, foram utilizados os seguintes parametros:
¢ Populacdo do municipio: 122.659 habitantes.
e Prevaléncia estimada do carreamento de S. aureus (segundo NHANES **#+%): 32 4%,
e Margem de erro: 5%.
e Efeito de desenho do estudo: 2.0.
e Aplicacdo da formula: n= [DEFF*Np(1-p)]/ [(d%/Z%1.2*(N-1)+p*(1-p)] *

Com esses parametros, a populacéo total estimada para o estudo, com nivel de confianca

de 95%, foi de 672 sujeitos. Por razBes operacionais, esse numero foi ampliado para 686.

A distribuicdo por faixas etérias e género seguiu os padrfes do inquérito multicéntrico de
saide do Estado de Sdo Paulo.®* A exemplo do que foi realizado neste inquérito e também pelo
NHANES, ** * %* ngo foram incluidos menores de um ano de idade. Em uma segunda etapa do
estudo, foram colhidos exames dos contactantes familiares dos individuos cujo carreamento de
MRSA foi identificado.
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4.3  Operacionalizacéo

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

Para a operacionalizacdo deste projeto, preparou-se uma listagem dos enderegos de todos
0s setores censitarios com seus domicilios visitados. A digitacdo foi feita aleatoriamente a
medida que as entrevistas iam sendo realizadas, sempre por setores inteiros, compondo a sua
respectiva amostra: setor e quarteires enumerados e sorteados, com uma reserva de sorteio para
possiveis reposi¢cdes de domicilios.

A partir desta listagem dos 1351 domicilios distribuidos em 194 setores censitarios
identificando 4113 pessoas, foi realizado o sorteio dos seguintes estratos: 1-11 anos (sem
distingdo de género), 12-19 /feminino, 12-19/ masculino, 20-59 /feminino, 20-59/ masculino, 60
ou mais /feminino, 60 ou mais/ masculino. Procedeu-se, entdo, a identificacdo nos domicilios
que constavam na listagem.

Com o objetivo de facilitar as visitas de campo, as faixas etérias sorteadas e identificadas
no domicilio correspondente foram agrupadas por proximidade utilizando-se os mapas das &reas
de abrangéncia das Unidades de Salde. A reposi¢do dos domicilios e suas respectivas faixas
etarias foram realizadas quando necessario. Para garantir o critério de aleatoriedade, tal
reposicao era realizada com o domicilio imediatamente seguinte aquele sorteado por pertencer a
mesma base de selecdo e manter a representatividade da amostra.

Os sujeitos foram incluidos ap6s a assinatura do TCLE (Anexol), sendo que para 0s
menores de 18 anos foi solicitada a assinatura do responsavel legal. Foi aplicado um questionario
com duragdo de uma média de 10 minutos a fim de se obter as informacdes pessoais, as quais
foram digitadas em um banco controle respeitando a amostra para cada uma das faixas etérias. O
laboratdrio de Saude coletiva colaborou na escolha dos domicilios, sempre agrupando enderegos

para facilitar o acesso e a localizagdo da area a ser visitada.

4.4  Coleta de dados demogréficos e clinicos

Antes da realizagdo das coletas do espécime microbioldgico, foi aplicado um questionario

aos sujeitos da pesquisa com o propdsito de determinar os fatores de risco para a aquisicdo de
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MRSA e de subgrupos com potencial virulento. O questionério utilizado, exposto no anexo 2,
abordou os seguintes dados:

o Dados demograficos (género, idade, cor, religido);

Escolaridade;

e Renda familiar;

e Prética de esportes (individuais ou coletivos);

e Morbidade referida (incluindo doencas cronicas);

e Utilizacdo de servigos de saude (incluindo internagdes e outros procedimentos) nos
altimos 12 meses;

e Ocorréncia de infecgdes nos ultimos 12 meses;

e Utilizacdo de antimicrobianos nos ultimos 12 meses;

e Frequéncia em instituicio fechada (creche, casa de repouso, presidio).

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

45  Coleta de espécimes microbiol6gicos

Amostras da nasofaringe foram coletadas por meio de swabs. A técnica de coleta incluiu a
umidificacdo do swab com soro fisioldgico 0,9% (técnica estéril) e introdugéo em ambas narinas
até a maior profundidade toleravel pelo sujeito da pesquisa e rotacdo da haste pressionando
levemente a extremidade contra a mucosa. Os swabs foram transportados em meio de Stuart para
0 Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias da Unesp, onde foram semeados em placas contendo Agar-Baird Parker, meio
seletivo para Staphylococcus. ApoOs incubagdo a 37°C por 48 horas, as amostras foram

submetidas ao procedimento de identificacdo dos micro-organismos isolados.

4.6  Identificagdo da espécie

Os micro-organismos que se desenvolveram nas culturas foram submetidos a coloragéo de
Gram objetivando a pureza, observacdo da morfologia e coloragdo especifica. Confirmadas essas
caracteristicas, procederam-se as provas de catalase e coagulase em tubo conforme preconizado

67
I

por Koneman et al”’. Foram realizadas provas bioquimicas adicionais com os aglcares Maltose,

Trealose e Manitol para diferenciacdo de outras espécies de estafilococos coagulase-positiva.
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Para a confirmagdo genotipica dos isolados de S. aureus, foi realizada a pesquisa dos
genes 16S rRNA e SA442 apés a extracdo no DNA bacteriano (Item 4.8)*%° Os

oligonucleotideos utilizados para deteccdo dos genes estdo descritos no quadro 3.

Quadro 3. Oligonucleotideos para a deteccdo de genes do RNAr 16 S e SA442.

Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto amplificado (bp)*
RNAr 16S 1 CCT ATAAGACTG GGATAACTT CGG G 791
RNAr 16S 2 CTTTGAGTT TCAACC TTG CGG TCG 791
SA442 1 AAT CTT TGT CGG TAC ACGATATTC TTC ACG 241
SA442 CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA 241

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

Fonte: Mason et aI68; Martineau et al®®

4.7  Avaliagéo da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados para todos os isolados
através da técnica de difusdo da droga em agar a partir de discos impregnados conforme critérios
recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).” Para o preparo dos
indculos utilizou-se culturas em caldo BHI, previamente incubadas por 4 a 6 horas e ajustadas
anteriormente com a turbidez da escala 0.5 de Macfarland. As drogas utilizadas foram:
Oxacilina (1 ug) e Cefoxitina (30 ug). Uma vez ajustada & densidade do inéculo, a semeadura foi
feita através de swab estéril na superficie de Agar Mueller Hinton seguida da aplicacio dos
discos impregnados com as drogas. As placas foram incubadas a temperatura de 35°C por 24
horas, sendo a atividade do antimicrobiano avaliada pelo didmetro do halo de inibi¢do através de
interpretacdo com base nas normas estabelecidas pelo CLSI. A linhagem padrdo de S. aureus

ATCC 25923 foi utilizada como controle em todos os experimentos.

Para as amostras que apresentaram resisténcia, foi determinada a concentracdo inibitoria
minima (CIM) pelo método do E-test com os antimicrobianos oxacilina e vancomicina,
conforme orientacBes do fabricante. Os resultados da CIM foram categorizados em sensivel,
intermediério e resistente, de acordo com as defini¢des do Clinical and Laboratory Standards
Institute.”® (Quadro 4).
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Quadro 4. Limites da concentracdo inibitéria minima (ug/mL) para categorizacdo de

Staphylococcus aureus.

Interpretacdo CIM (pg/mL ) — Staphylococcus aureus

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

Fonte: CLSI "°

4.8  Extracdo do 4cido nucleico para pesquisa genotipica

Para a extracdo 4cido nucleico, utilizou-se o Kit Illustra (GE healthcare) que consiste na
digestéo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K (20 mg/ml).
Adicionando na sequéncia 500 pl da solucdo de extragdo a mistura e centrifugando a mesma a
10.000 x g por 4 min, o sobrenadante obtido foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000
x g por 1 min. O liquido coletado foi descartado e 500 ul de solu¢do de extragdo foram
adicionados novamente a coluna. Apos a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, 500ul da
solucdo de lavagem foram acrescentados a coluna e esta foi submetida a centrifugacéo a 20.000
X g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 ul de 4gua Milli Q

foi aquecida a 70° C e utilizada para a eluigéo.

49  Detecgéo do gene mecA e caracterizacdo de SCCmec

As reagbes de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas conforme os

parametros e primers descritos por Murakami et al”*

Em todas as reaces realizadas utilizaram-se
linhagens de referéncia internacional como controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e negativo
(S. aureus ATCC 25923). A eficiéncia das amplificagcbes foi monitorada pela eletroforese da
reacéo em gel de agarose 2% e corado com Saber Safe.

A determinagdo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se um método de reacdo
PCR-Multiplex, com primers (Quadro 5) conforme descrito por Milheirico et al’* e também por

Oliveira e Lencastre.”
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Quadro 5. Oligonucleotideos para a deteccdo do Cassete Cromossomico Estafilococico mec
(SCCmec)

Primer Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ SCCmec/R* Produto (pb)*
des F2 5 — CATCCTATGATAGCTTGGTC - 3’ L1, IV e VI ”
des R1 5’ - CTAAATCATAGCCATGACCG - 3’ regido J3

mecA P4 5’ - TCCAGATTACAACTTCACCAGG -3’ Controle interno

€| 162
mecA P7 5 — CCACTTCATATCTTGTAACG - 3’ positivo
cif2 F2 5 — TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG — 3
I, regido J1 495
cif2 R2 5 - ATTTACCACAAGGACTACCAGC — 3
mecl P2 5 - ATCAAGACTTGCATTCAGGC - 3° Il & 111, complexo 209
mecl P3 5 - GCGGTTTCAATTCACTTGTC - 3’ mec
rif5 F10 5 - TTCTTAAGTACACGCTGAATCG - 3’
11, regido J3 414
rif5 R13 5 - GTCACAGTAATTCCATCAATGC - 3°
ccrC F2 5 - GTACTCGTTACAATGTTTGG - 3’
V, complexo ccr 449
cerC R2 5 — ATAATGGCTTCATGCTTACC - 3°
kdp F1 5 - AATCATCTGCCATTGGTGATGC - 3’
I, regido J1 284
kdp R1 5 - CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG - 3°
Seemee 5’ - TTCTCCATTCTTGTTCATCC - 3’
V, regido J1 377
SC?{”SC V' 5 _ AGAGACTACTGACTTAAGTGG - 3’
ccrB2 F2 5 - AGTTTCTCAGAATTCGAACG — 3’ Il & IV, complexo 1
ccrB2 R2 5 - CCGATATAGAAWGGGTTAGC - 3° cer
Seemeelll 5 CATTTGTGAAACACAGTACG - 3
11, regido J1 243
Seemeclll 5 GTTATTGAGACTCCTAAAGC -3

SCCmec/R*: Tipo de SCCmec/ Regido “Tamanho: tamanho do produto amplificado em pares de bases
(pb). Fonte: Milheirico et al’® e Oliveira e Lencastre”

4.10 Pulsed-field gel electrophoresis

A tipagem por PFGE foi realizada segundo o protocolo modificado de McDougal et al.”

As amostras foram colocadas em caldo BHI para crescimento por 24h. Em um microtubo
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previamente pesado, 0,5ml da amostra crescida foi centrifugado a 12.000 rpm por 50s. Depois de
desprezado o sobrenadante, pesou-se novamente o microtubo e foram adicionados 300ul de
solucdo TE (10mM de Tris, 1mM EDTA [pH 8,0]) mais a diferenca entre o peso final e inicial
em ml. As amostras foram deixadas em banho-maria por 10min. a 37°C, agitadas em vortex, e
em seguida adicionadas de 5pl de Lisostafina (1mg/ml em 20mM de acetato de sodio [pH 4,5]) e
de 300ul de agarose low melt.

As amostras foram distribuidas nos moldes para plugues e, apés a solidificagdo dos
mesmos, 2ml de solugdo EC (6mM Tris-HCI, 1M NaCl, 100mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2%
desoxicolato de sédio, 0,5% laurilsarcosil sddico) foram adicionados aos plugues e estes
incubados a 37° C por pelo menos 4h. O EC foi retirado e os plugues lavados com 2ml de TE
quatro vezes a temperatura ambiente por meia hora. A restricdo do DNA gendmico foi realizada
com a enzima Smal (Fast Digest Smal, Fermentas Life Science, Canada) em 50l de tampé&o de
restrigéo.

A eletroforese foi realizada no aparelho CHEF-DR |1l System (BioRad Laboratories,
EUA) em gel de agarose a 1% (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad Laboratories, EUA)
feita com TBE 0,5X sob as seguintes condic¢des de corrida: intervalos de tempo de pulso de 5 a
40s por 21h; em rampa linear; 6VV/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5X TBE como tampéo de
corrida. Como marcador molecular, utilizou-se Lambda Ladder PFG Marker (New England
BioLabs). Os géis foram corados com GelRed (10.000X em &gua, Biotium, EUA) por 45min. e
fotografados sob transiluminacéo UV.

Os perfis eletroforéticos foram analisados utilizando-se o software de bioinformética
BioNumerics versdo 6.1 (Applied Maths, Bélgica). Foram analisados os agrupamentos realizados
pelo método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) com pelo
menos quatro amostras apresentando coeficiente de similaridade de Dice >80%, otimizacdo de
0,5% e tolerancia de 1,25%. 3 Os agrupamentos com estas condicdes foram identificados por
letras maiusculas.

A cepa de referéncia S. aureus NCTC 8325 foi utilizada para a normatizacdo dos géis
(nimero de acesso GenBank CP000253). Para comparar as amostras do estudo, foi realizada a
analise das cepas de MRSA representantes de clones mundiais ou locais obtidas da Universidade
de Juntendo, Toquio, primeiramente cedidas pelo Prof. Keiichi Hiramatsu ao Prof. Antonio
Carlos Campos Pignatari (UNIFESP) que por sua vez as concedeu para este estudo: NCTC
10422 (SCCmec tipo 1), N315 (SCCmec tipo II), 85/2082 (SCCmec tipo 1), JCSC 1968 / CAQ5
(SCCmec tipo 1Va), JCSC1978 /8/6-3P (SCCmec tipo 1Vb), MR 108 (SCCmec tipo IVc), JCSC
4469 (SCCmec tipo 1Vd), JCSC 3624 / WIS [WBG8318] (SCCmec tipo V), Al721/HU25
(Clone Brasileiro Epidémico, SCCmec tipo 1), WB72 (USA 300, SCCmec tipo 1V), MW?2
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(USA 400, SCCmec tipo 1V), WB49 (Oceania South Pacific Clone, SCCmec 1V), HAR24
(EMRSA - 15, SCCmec tipo 1V), HAR24 (EMRSA - 16, SCCmec tipo Il), BK2464 (New York -
Japan, SCCmec Il), HDE288 (Clone Pediatrico / USA800, SCCmec IVa).

411 Pesquisa de genes de viruléncia

Enterotoxinas e TSST-1: As reacOes de PCR para a detec¢do dos genes das enterotoxinas

A, B, C e da TSST-1 foram realizadas conforme os parametros descritos por Johnson et al™ e

Cunha et al.”

Os primers utilizados estdo descritos no quadro 6. A eficiéncia das amplificagdes
foi monitorada pela eletroforese da reagéo em gel de agarose 2% e corado com Saber Safe.

Genes lukS-PV — lukF-PV da leucocidina Panton-Valentine: As reages de PCR foram

realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml em volumes totais de 25 pl contendo 10pmol
de cada primer (Quadro 7), 2,5 U de Taq DNA polimerase, 200 uM de desoxirribonucleotideos
trifosfatados, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl; e 3 uL da amostra. A incubagdo
foi executada em termociclador apropriado, sendo que a amplificagdo para detec¢do dos genes
lukS-PV — lukF-PV consistiu em 30 ciclos de desnaturacdo a 94° C por trinta segundos,
anelamento dos primers a 55° C por trinta segundos e extensdo a 72° C por um minuto.
Completados os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72° C por cinco minutos antes de se
resfriarem a 4° C. Em todas as reagOes realizadas utilizaram-se linhagens de referéncia
internacional com controle positivo (S. aureus ATCC 49775) e negativo (S. aureus ATCC
29213).”

Hemolisinas alfa e delta : As reagdes de PCR para os genes das hemolisinas alfa e delta

(hla e hld), assim como os primers utilizados, foram baseadas segundo descrito por Marconi et
al.”®

Toxinas Esfoliativas: As reacdes para 0s genes das toxinas esfoliativas (eta e etb) foram

realizadas segundo descrito por Koning et al.”
Biofilme: Para a amplificacdo dos genes icaA e icaD relacionados com a producéo de

biofilme foram empregados os parametros descritos por Arciola et al.*°
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Quadro 6. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para a deteccdo de genes de

viruléncia.

Fator de Sequéncia de nucleotideos 5’a Produto (bp)” Controle (+)

viruléncia 3’

7E5|2€;[erotoxinas TTGGAAACGGTTAAAACGAA S. aureus
| GAACCTTCCCATCAAAAACA ATCC 13565

seb TCGCATCAAACTGACAAACG 478 S. aureus
GCAGGTACTCTATAAGTGCC ATCC 14458

sec-l  GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 S. aureus
AAATCGGATTAACATTATCC ATCC 19095

Toxina da tst ATGGCAGCATCAGCTTGATA 350 S. aureus

Sindrome do

Choque Toxico TTTCCAATAACCACCCGTTT ATCC 51650

75,76

Leucocidina de Luk-PV  ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCC 433 S. aureus

Panton Valentine A
" ATCC 49775
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC
Biofilme ™ icaA TCTCTTGCAGGAGCAATCAA 188 S. epidermidis
ATCC 35984
TCAGGCACTAACATCCAGCA
icaD ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 198 S. epidermidis
ATCC 35984
CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA
Toxinas eta CTAGTGCATTTGTTATTCAA 119 S. aureus
Esfoliativas "’ N
TGCATTGACACCATAGTACT ZM
etb  ACGGCTATATACATTCAATT 200 S. aureus
TCCATCGATAATATACCTAA N5~
Hemolisinas " hla CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 209 S. aureus
CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT N315™
hid  ATGGCAGCAGATATCATTTC 357 S. aureus
CGTGAGCTTGGGAGAGAC ATCC 19095

“Tamanho: tamanho do produto amplificado em pares de bases (pb); ~ Cepas gentilmente cedidas pela
Profa. Dra Elza Mamizuka (USP)
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4.12 Analise estatistica dos resultados

Para a coleta e analise dos dados foram utilizados os softwares EPI-INFO for windows,
versdo 3.2 (© Centers for Disease Control and Prevention, USA) e SPSS versdo 16.0 (© SPSS,
inc.). Foram aplicados os procedimentos rotineiros para analise de estudos de delineamento
transversal. A base do estudo foi formada pelos sujeitos que apresentaram cultura positiva para
S. aureus carreando genes de viruléncia. Empregou-se uma analise uni e multivariada de

regressdo linear (método Backward Stepwise Conditional) para fatores de risco associados ao
nimero de genes de viruléncia.
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5.1

CONSIDERAGOES ACERCA DA METODOLOGIA

O teste de resisténcia a meticilina/oxacilina considerado “padréo-ouro” foi a identificagéo
do gene mecA pela PCR. No entanto, testes de difusdo em disco com as drogas Cefoxitina
e Oxacilina e o método do E-test com fitas de oxacilina foram realizados

concomitantemente.

Os sujeitos “primarios” ou seja, identificados na primeira busca, positivos ou ndo para S.
aureus ou MRSA, foram submetidos a pesquisa dos genes de viruléncia e incluidos nas
analises estatisticas. Os sujeitos “secundarios”, identificados em busca de contactantes

domiciliares de colonizados por MRSA, ndo foram incluidos nessas analises.

Orientacgdes aos sujeitos da pesquisa

Autonomia e confidencialidade: Os sujeitos foram incluidos na pesquisa apds a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexo 1). Enquanto que para 0s
sujeitos menores de 18 anos foi solicitada a assinatura do responsavel legal, para aqueles
com 12 anos ou mais foi também solicitado seu consentimento assinado. A total
confidencialidade dos dados, bem como a possibilidade de retirar-se da pesquisa se assim

achar conveniente, foi garantida a todos os sujeitos

Riscos: A coleta de swab de nasofaringe € um procedimento ndo invasivo, que causa
minimo desconforto e foi realizada por enfermeiras previamente capacitadas. Assim

sendo, 0s riscos para os sujeitos da pesquisa foram infimos.

Beneficios individuais: a colonizagdo nasal por S. aureus € um fenbmeno comum e néo
acarreta em si riscos significativos aos pacientes. Procedimentos de descolonizagdo nédo
sdo indicados para esse grupo, mas individuos colonizados que apresentem infecc¢des de
repeticdo na pele ou em outros sitios podem beneficiar-se da descolonizacéo.®! Sujeitos
nessas condi¢fes foram submetidos & descolonizagdo com Mupirocina nasal aplicada

duas vezes ao dia por cinco dias.

Beneficios indiretos: Este estudo teve grande importancia para o mapeamento dos
carreadores de S. aureus na comunidade, bem como da distribuicdo dos genes de

viruléncia carreados por essas cepas. Além disso, a identificagdo de individuos
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colonizados por MRSA pode embasar estratégias preventivas e ter potencial implicacéo

sobre protocolos terapéuticos.



6. (Resullados
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6. RESULTADOS

6.1  Amostragem

Ao todo, obteve-se um total de 686 amostras, obtidas a partir de 686 coletas com swab
nasal em individuos higidos da populagdo de area urbana do municipio de Botucatu — SP.
Dos espécimes analisados, 223 foram identificados como Staphylococcus aureus e 463
como Estafilococos coagulase-negativa - ECN (Figura 2). Constatou-se, portanto,
prevaléncia de carreamento nasal de S. aureus de 32,5% (95% CI = 29.2% -36.2%). As

analises subsequentes foram realizadas com as 223 amostras positivas para S. aureus.
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Figura 2. Distribuicdo das 686 amostras de Staphylococcus spp. coletadas com swabs nasais em

individuos higidos do municipio de Botucatu.

6.2  Determinacédo da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

Todas as 223 amostras positivas para S. aureus foram submetidas aos testes de
susceptibilidade antimicrobiana utilizando as drogas oxacilina e cefoxitina. O método de disco-
difusdo revelou 6 amostras resistentes, das quais 2 foram resistentes a oxacilina (halo < 10) e 3
resistentes a cefoxitina (halo < 21). Os isolados que apresentaram resisténcia a meticilina foram
analisados pelo método E-test utilizando fitas impregnadas com oxacilina e vancomicina para
obtencdo da concentragdo inibitoria minima (CIM), como evidencia a tabela 1. E digno de nota
que um dos isolados (341-S) que se mostrou sensivel tanto no teste disco-difusdo quanto no E-

test apresentou resisténcia no teste genotipico. Além disso, para a analise complementar do perfil
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de resisténcia das amostras de MRSA, foi realizado o teste de susceptibilidade antimicrobiana
para as drogas Levofloxacina, Gentamicina, Clindamicina, Eritromicina, Sulfametoxazol e

Penicilina, incluindo o teste D, como se pode observar na tabela 2

Tabela 1. Resultados obtidos na determinagédo da susceptibilidade antimicrobiana pelos métodos

de disco-difusdo e E-test.

Amostra Disco — Oxa Disco — Cefo E-test Oxa (CIM) E-test Vanco (CIM)
mm mm pg/mL pg/mL
103 19S 11R 12R 158
106 16S 13R 6R 05S
251 14S 13R 6R 05S
341-S 158 26S 0,38S 158
610 6R 15R 16 R 2,08
661 OR 12R 12R 158

Oxa — Oxacilina; Cefo — Cefoxitina; Vanco — Vancomicina; CIM — Concentracdo Inibitdria Minima.

S — Sensivel; R — Resistente

Tabela 2. Perfil de resisténcia das amostras de MRSA, obtido através do método de disco-

difusio com as drogas Levofloxacina, Gentamicina, Clindamicina, Eritromicina,

Sulfametoxazol, Penicilina e teste D.

Amostra Genta Clinda Eritro
mm mm mm
103 28S 20S 29 S 28 S 27S 40 S Negativo
106 29 S 20S 24 S 26 S 23S 10R Negativo
251 24 S 21S 25S 26 S 28 S 9R Negativo
341-S 30S 21S 22 S 8R 29 S 14R Positivo
610 26 S 21S 27S 16 1 26 S 11R Negativo
661 24 S 20S 27S 26 S 258 11R Negativo

S — Sensivel; R — Resistente; | — Intermediério
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6.3  Deteccdo do gene mecA (de resisténcia & meticilina) e caracterizagdo do SCCmec

Das 223 amostras de S. aureus estudadas, 6 (0,9%) delas foram positivas para o gene
mecA (Figuras 3 e 4). Dos 15 contactantes de sujeitos positivos para MRSA, 2 apresentaram o
gene de resisténcia (Figura 3).

Figura 3. Presenca do gene mecA em amostras colonizantes nasais de S. aureus
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com SYBR® Safe) evidenciando amostras de S.
aureus, mecA positivas nos pocos 1 a 8, sendo 7 e 8 contactantes, pogo 9 controle positivo (S. aureus
ATCC 33591) e 0 pogo 10 controle negativo (S. aureus ATCC 25923).
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Tem-se, portanto, que a prevaléncia de resisténcia entre os contactantes foi de 13,3%
(1C95%=2,3%-35,5%). Em relacdo a populacdo geral do estudo, esse resultado foi
significantemente superior: RR=15,24 (1C95%=3,34-69,44; p=0,02). Todos os espécimes

resistentes albergaram o SCCmec 1V (Figura5).

——1_ A _2 A A 1 Bl [

(* ) Controles

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com SYBR® Safe) evidenciando produtos
amplificados do SCCmec em S. aureus. Amostras SCCmec positivas tipo 1V, 103S-661, incluindo dois
contactantes . Cepas controle, I*: COL, 1I*: PER34, I11*: AN546, IV*: MW2

6.4  Distribuigdo dos genes de viruléncia

Em relacdo a distribuicdo dos genes das enterotoxinas, sea foi o mais frequente 30,9%
(69), seguido de sec 17,5 % (39) e seb 14,3% (32). Um percentual consideravel de isolados
28,7% (64) apresentou o0 gene da toxina 1 da sindrome do choque téxico. Das cepas carreando o
gene da PVL, obteve-se um total de 2,2% (5). Vale ressaltar que ndo houve associagdo entre a
presenca do gene de resisténcia e a do gene codificador da Leucocidina de Panton-Valentine.

Os genes das esfoliatinas A e B foram detectados em apenas 1,3% das amostras. Em
contrapartida, 89,7% (200) e 93,3% (208) dos isolados foram positivos para os genes das
hemolisinas alfa e delta, respectivamente. Somente dois isolados apresentaram 0 gene icaA,

enquanto 95,5% (213) foram carreadores do gene icaD (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo dos genes de viruléncia em amostras de S. aureus.

6.5 Identificacéo dos fatores de risco

Os resultados obtidos através de analise univariada por regressao linear dos fatores de
risco para carreamento nasal de S. aureus albergando genes de viruléncia em individuos
saudaveis estdo expostos na tabela 3. A andlise revelou duas associacbes negativas
estatisticamente significantes entre os fatores de risco idade e diabetes mellitus. A tabela 4
mostra os resultados obtidos na analise multivariada por regressao linear, onde permaneceu a
associacdo negativa entre o fator de risco diabetes mellitus e a presenga dos genes de viruléncia.

Os demais fatores de risco ndo apresentaram resultados estatisticamente significantes.
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Tabela 3. Resultados de regressdo linear univariada (método Backward Stepwise Conditional)

para fatores de risco associados ao nimero de genes de viruléncia

Fator de B* Intervalo de P - Valor Coeficiente Beta
Risco Confianca- IC
Idade - 0,07 -0,014-0 0,036 -0,14
Masculino - 0,098 -0,37-0,178 0,48 - 0,047
Fundamental - 0,053 -0,329-10,223 0,71 - 0,025
Completo
Renda - 0,006 -0,015-10,002 0,13 0,102
Familiar
Pratica de - 0,044 -0,3352-0,263 0,78 - 0,019
Esportes
Piercings 0,250 - 0,540 - 1,040 0,53 0,042
Tatuagens 0,022 - 0,484 - 0,528 0,93 0,006
Doenca - 0,263 -1,300-10,775 0,62 - 0,034
Cardiaca
Doenca 0,188 -0,361-10,738 0,50 0,045
Pulmonar
Doenca 0,657 -0,270 - 1,584 0,16 0,094
Neuroldgica
Diabetes - 1,389 - 0,270 - (-0,477) 0,003 - 0,198
Mellitus
Neoplasia - 0,765 -2,223-0,693 0,30 - 0,069
Infecgdes de - 0,102 -0,547 - 0,342 0,65 - 0,030
Pele
Pneumonias 0,583 -0,610-1,77 0,34 0,065
Uso de 0,152 -0,167 - 0,472 0,35 0,063
Antibioticos
Internacédo - 0,223 - 0,820 - 0,354 0,44 - 0,053
Esterdides 0,756 -0,278-1,789 0,151 0,096
Etilismo - 0,067 -0,471-0,337 0,75 - 0,022
atual
Tabagismo -0,173 - 0,655 - 0,308 0,48 -0,048
atual
Creches - 0,076 -0,610 — 0,458 0,78 - 0,019
Gene mecA - 0,094 - 0,0945 -0,758 0, 83 - 0,015

*B — Valor numérico da estimativa do parametro diretamente associado a uma variavel independente.

Tabela 4. Resultados de regressao linear multivariada (método Backward Stepwise Conditional)

para fatores de risco associados ao nimero de genes de viruléncia

Fator de Risco B* Intervalo de Coeficiente Beta
Confianga - IC
Idade - 0,008 - 0,012 - 0,001 0,10 - 0,110
Diabetes - 1,259 - 2,181 - (- 0,337) 0,008 - 0,337
Mellitus

*B — Valor numérico da estimativa do parametro diretamente associado com uma variavel independente.
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6.6  Perfil clonal dos idolados de S. aureus (tipagem por PFGE)

A analise por PFGE permitiu identificar a presenca de 11 clusters (A-L) bem definidos e
distribuidos pela populacdo (Figura 7), considerando sua definicdo previamente estabelecida
(agrupamentos de 4 isolados ou mais, com similaridade >80%). Foram analisadas as 223
amostras de S. aureus, das quais 28 foram repetidamente ndo-tipadas. Dos 11 grupos
encontrados, identificou-se 3 clusters majoritarios (E, G e H) que albergavam um nUmero
consistente de isolados carreando genes de viruléncia (Tabela 5), sendo portanto destacados
como 0s mais prevalentes e virulentos encontrados no municipio.

Dentre esses clusters principais, o grupo E reuniu maior quantidade de cepas resistentes
(4), embora tenha apresentado prevaléncia inferior em relacdo ao carreamento dos genes de
viruléncia. Por conseguinte, o cluster H exibiu um nimero consistente de cepas albergando
fenotipos de viruléncia. Ja o grupo G, maior cluster identificado, concentrou um percentual
superior de amostras com genes de viruléncia, incluindo um isolado resistente que despontou
similaridade de 80,2% entre as demais cepas sensiveis. Nesse sentido, obteve-se 2 clusters
importantes contendo isolados de CA-MRSA agrupados com cepas sensiveis (Figura 8).

Quando realizada a clusterizacdo por positividade dos fendtipos de viruléncia mais
frequentes, foram identificados 3 clusters para o gene tst (incluindo um clone majoritario com 32
isolados — 80,6% similaridade), 5 para o gene sea (1 clone majoritario com 21 isolados - 81,9%
similaridade), 2 pequenos clusters para o gene seb e sec, 11 para hla (3 clones majoritarios de
13 [84,3% ], 22 [81,5%] e 40 amostras [80,1% ]), e por fim 10 para o gene da hld (3 clones
principais com 15 [81,6%], 29 [82,3%)] e 40 [82,6%)] espéecimes)
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Tabela 5. Principais clusters identificados associados & presencga de genes de viruléncia.

Cluster
NuUmero de Isolados

Proporcdo (%) total
de amostras
Similaridade dos
clusters (%)

Prevaléncia dos GV*
(%)
tst
sea
seb
sec
eta
eth
pvl

icaA

icaD
hla
hid

mecA

E
15
6.7

85.3

13.3
26.6

93.3
86.6
80.0
26.6

G
44
19.7

80.2

81.8
56.8
6.8
9.0

2.3
2.3

100.0
90.9
93.1

2.3

H
31
13.9

81.6

22.5
19.3
9.6
32,2

96.7
74.1
93.5

GV*: Genes de viruléncia
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Figura 7. Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths), dos perfis
PFGE - Smal de 195 isolados de S. aureus e MRSA provenientes de individuos higidos da populagéo.
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Figura 8. Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied Maths), dos perfis
PFGE - Smal de isolados de CA-MRSA e cepas relacionadas (sensiveis) provenientes de individuos

higidos da populagéo.
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7.  DISCUSSAO

S. aureus € um potente patégeno responsavel por acentuadas taxas de morbidade e
mortalidade humana ao longo da historia. A emergente disseminagdo dessa espéecie, em especial
na sua forma resistente MRSA, externa ao ambiente hospitalar e instalacfes de atencdo a salde,
ocupa um espago dentre os principais problemas salutares em ambito mundial, atingindo
individuos de todos os géneros e grupos etarios. **® Recentemente, um modelo matemético
deterministico previu que as cepas MRSA adquiridas na comunidade se tornardo dominantes em
instituicdes hospitalares e estabelecimentos de salde mediante & expansdo desses reservatorios
no ambiente comunitario e a crescente admissdo de individuos portadores da estirpe em
hospitais.*

Em virtude dessa problematica, estudos de base populacional tém sido realizados, com a
finalidade de ilustrar o perfil epidemioldgico das populagdes de Staphylococcus aureus como
colonizantes e agentes de infeccdo. No Brasil, contudo, até o presente momento ndo foram
descritos resultados de inquéritos de base populacional sobre o carreamento de S. aureus e
MRSA e nem a andlise do perfil de viruléncia desses micro-organismos. Sendo assim, esse
trabalho visa preencher tal lacuna, fornecendo dados que podem contribuir para o0 embasamento
de condutas clinicas e de satde publica.

Os resultados da prevaléncia de carreamento nasal de S. aureus (32,5 %) e MRSA (0,9%)
obtidos no presente estudo apresentaram impressionante semelhanga com os reportados pelo
inquérito norte-americano do NHANES o qual identificou taxas de 32,4% para S. aureus e 0,8%
para MRSA em isolados da mucosa nasal de individuos saudaveis.”> Em estudos delineados nas
extremidades dos continentes americano e europeu, ambos avaliando a prevaléncia de
carreamento nasal em portadores saudaveis, as taxas de colonizagéo de S. aureus e MRSA foram
22¢e12,6%;e19,1¢e0,4% respectivamente.“* ¥ Um pouco mais distante, no continente asiatico,
um trabalho desenvolvido no periodo de 2004 a 2009, avaliou a prevaléncia anual e
caracteristicas microbiolégicas de MRSA em isolados nasais de criangas higidas, revelando
culturas positivas para S. aureus em 824 (25,8%) dentre 3200 criancas, e colonizagéo por MRSA
em 371 (11,6%) delas.'* As taxas de prevaléncia de colonizagdo por S. aureus tém se mostrado
variaveis nos paises ao redor do mundo estando diretamente ligadas ao tipo e ao cenério de cada
populagéo estudada.

Como ressaltado anteriormente, os relatos de CA-MRSA no Brasil ainda sdo escassos, e
referem-se principalmente a taxas de colonizagéo em sujeitos submetidos a servicos de atencdo a
salde e relatos de casos clinicos de infeccdo por esse agente. Entre os poucos achados
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brasileiros, encontra-se o estudo desenvolvido por Scribel et al®* na cidade de Porto Alegre o
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qual identificou a prevaléncia de MRSA em individuos atendidos em uma Unidade Bésica de
Saude (UBS), obtendo 11,5% de colonizagdo por S. aureus e nenhum sujeito carreador de
MRSA, dado esse atipico nessa localidade por ser considerada um centro principal de relatos de
casos de CA-MRSA no Brasil até 0 momento. Neste mesmo cendrio nacional, outro estudo
encontrado foi realizado com 1192 criangas que frequentavam creches e eram atendidas em
centros de cuidados diarios, o qual identificou a presenca de carreamento de S. aureus em 371
(31,1%) e MRSA em 14 (1,2%) das criangas estudas *®

Na presente pesquisa foram encontrados seis carreadores nasais de CA-MRSA, todos
albergando SCCmec tipo IV, tipicamente alocado na comunidade. Outro estudo realizado por
Pereira®, previamente conduzido no municipio de Botucatu porém analisando isolados de
feridas de pacientes atendidos em UBS, encontrou CA-MRSA carreador de SCCmec tipo V.2
De forma similar, Bonesso®® realizou culturas em lesBes de pele de pacientes do Servigo de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, também com
achado de MRSA com SCCmec IV, ratificando os resultados obtidos com isolados de
portadores saudaveis de CA-MRSA da populacgéo urbana do municipio.

Além deste, outro fato relevante comum entre os trabalhos supracitados foi a auséncia de
correlacdo entre as cepas de CA-MRSA regionalmente distribuidas e o gene codificador da
PVL3® o qué contrapde a afirmativa de que o gene desse importante fenétipo de viruléncia
seja um bom marcador entre cepas de CA-MRSA.2% 8" A PVL confere maior viruléncia as cepas
de S. aureus e acredita-se que essa toxina seja um fator chave na patogénese de pneumonias
necrotizantes. ¥ No atual estudo foram encontrados trés isolados carreando o gene da PVL,
sendo todos eles sensiveis & meticilina. De acordo com Kreienbuehl et al®, na Europa a maioria
dos isolados carreando genes da PVL sdo MSSA. Relatos do Reino Unido revelaram um
aumento de cepas de S. aureus PVL positivas no periodo de 2005-2009, em que maioria dos
isolados também se mostrou sensivel a meticilina. Utilizando ferramentas de biologia molecular,
0 mesmo autor referiu-se a existéncia de grande semelhanca genética entre cepas sensiveis e
resistentes carreando genes da PVL, o qué sugere que as primeiras tenham se constituido
reservatorio para as Gltimas.®

Os achados referentes aos testes fenotipicos de resisténcia, pelos métodos de disco-
difusdo e E-test foram concordantes com a analise genotipica, exceto por uma amostra que
apresentou susceptibilidade a oxacilina fenotipicamente, sendo em contrapartida, carreadora do
gene mecA. Esse isolado também exibiu CIM reduzida & droga pelo método E-test. A este
fenémeno atribui-se o nome de heterorresisténcia, termo amplamente utilizado definido como
resisténcia expressa a certos antibioticos por uma parte das celulas de uma populacédo bacteriana,

que geralmente sdo consideradas sensiveis a esses antimicrobianos mediante testes de
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susceptibilidade in vitro tradicionais. Vérios fatores podem contribuir para que tais cepas
adquiram total resisténcia no futuro.®

Entende-se que presenca do gene mecA é um determinante genotipico de resisténcia a
meticilina. No entanto, algumas cepas de MRSA em especial as de CA-MRSA podem apresentar
uma CIM reduzida & oxacilina, com breakpoint < 2, segundo critérios do CLSI. Chen et al®
relataram recentemente a presenca de cepas que se pensava serem sensiveis a oxacilina,
albergando o gene mecA, sendo esses mecA positivos com CIM reduzida pertencentes ao clone
dominante Taiwan CA-MRSA (SCCmec IV e V). Esse estudo ressaltou a dificuldade muitas
vezes encontrada de identificagdo adequada de MRSA pelos métodos fenotipicos, que
provavelmente tem contribuido para a disseminacdo de CA-MRSA nos servicos de salde e

comunidade.* Falagas et al*

acrescentam que cepas heterorresistentes tém sido profundamente
responsaveis por falhas na terapéutica, representando outra questdo relevante relacionada ao
tratamento de infeccGes

Frente & distribuicdo dos demais genes de viruléncia pesquisados, pode-se identificar uma
prevaléncia significante dos genes das enterotoxinas classicas sea (30,9%), seb (14,3%) e sec
(17,5%) e também o gene da toxina 1 da sindrome do choque tdxico que merece destaque com a
taxa de 28,7%. Esses genes prevalentes (sea, seb, sec e tst) codificam as enterotoxinas classicas e
a toxina 1 da sindrome do choque toxico, as quais compdem a classe de superantigenos, ou seja,
potentes toxinas imunoestimulatérias. As enterotoxinas foram originalmente definidas por sua
capacidade de causar intoxicacéo alimentar, incluindo quadros de émese™ e gastroenterite por
um mecanismo que ainda ndo é completamente compreendido.”? Porém, além dessas
caracteristicas, a enterotoxina A parece desempenhar um papel chave na septicemia por S.
aureus, ¥ enquanto os superantigenos SEB e SEC tém exibido uma associacdo a quadros de
sindrome do choque t6xico em sua forma nao menstrual.”

A representacdo mais comum da sindrome do choque toxico ndo-menstrual é a doenga
apos a infeccdo viral das vias aéreas superiores. Sugere-se que as proteases produzidas por Varias
estirpes de S. aureus ativam a hemaglutinina do virus da gripe facilitando o poder do virus para
iniciar a infeccdo, o qué por sua vez cria um sitio epitelial danificado permitindo a infeccéo
secundaria por S. aureus.** O ambiente comunitario é propicio ao desenvolvimento de infeccdes
de vias areas superiores consideradas como principal tipo de doenca infecciosa em adultos.”
Logo, torna-se interessante o conhecimento do perfil superantigénico do S. aureus em nivel
populacional visto seu potencial tanto como agente causador quanto como protagonista no
agravo de doencas.

Apresentando também um percentual relevante, encontrou-se as hemolisinas alfa e delta

(89,7% e 93,3%) e o gene icaD (95,5%). Essas hemolisinas estafilococicas codificadas pelos
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genes (hla e hld), consistentemente identificados em nosso estudo, representam uma classe de
fenotipos de viruléncia que permite ao S. aureus escapar do sistema imune do hospedeiro. A
alfa-hemolisina cria poros na membrana alvo e a hemolisina delta permeabiliza a membrana, de
modo que ambas atuam sinergicamente na lise dos eritrGcitos e na agressdo a uma grande
variedade de células e organelas.*® Elas contribuem diretamente para a injdria do endotélio e o
escape da bactéria da destruicdo por leucdcitos, estando ligadas a quadros de infeccOes
sistémicas. °" ® % Em modelos experimentais, a alfa hemolisina tem sido identificada como um
forte indutor de injuria pulmonar, além de induzir reacBes inflamatorias nos olhos, pele e
abdémen quando injetada em roedores.’® De acordo com Prince et al** a hla também é capaz de
levar & morte celular aberrante de eosinofilos in vitro, aumentando a lesdo dos tecidos em
doengas alérgicas.

Embora a presenca do gene icaD tenha sido macica, sabe-se que a formagéo do biofilme
exige a presenga do operon icaADBC, ou pelo menos o gene icaA, que codifica a enzima N-
acetil-transferase responsavel pela sintese da PIA (principal componente do biofilme), junto a
co-expressdo do gene icaD que aumenta a atividade dessa enzima. De acordo com Diemond-
Hernandez et al," isolados de carreadores saudaveis s&o menos propensos a produzirem biofilme
do que isolados invasivos, fato que possivelmente explica os atuais achados.

O potencial patogénico do Staphylococcus aureus estd provavelmente associado a
diversos fendtipos de viruléncia que por sua vez, resultam em efeitos nocivos ao hospedeiro. Tal
fato vem reforcar a importancia dos resultados aqui mencionados.™ Estudos prévios encontrados
abordando essa tematica revelaram taxas similares em relacdo a distribuicdo dos genes de

viruléncia em isolados de carreadores sadios de S. aureus e MRSA. Lozano et al*

, M pesquisa
realizada na Espanha, identificou uma prevaléncia comumente representativa do gene tst com
diferentes combinacBes de genes de enterotoxinas encontrados em isolados de S. aureus.*® Em
uma perspectiva diferente, o estudo de Lim et al'® avaliou o perfil de viruléncia durante o
periodo de 2003 a 2008 em isolados de MRSA adquiridos no hospital, referindo-se a um
crescente aumento no percentual dos genes codificantes das enterotoxinas A, C e do gene icaD

relacionado a producéo de biofilme.'%

Um trabalho comparativo entre cepas sensiveis e
resistentes de S. aureus provenientes da Australia, Hungria e Maceddnia mostrou que a
hemolisina alfa esteve presente em 86 e 94% de cepas de MSSA e MRSA. Em sequéncia, a
hemolisina delta obteve 98 e 96%, contra 2,3% de PVL na Austria, sendo qgue nenhuma das
amostras era MRSA, dados que vao de encontro com os resultados anteriormente referidos.’’
Quanto & clonalidade dos isolados, a analise por PFGE permitiu identificar neste estudo
11 clusters (A-L) bem definidos circulantes na comunidade. Desses, trés clones majoritarios

destacaram-se por concentrar maior numero de isolados carreando genes de viruléncia e
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resisténcia. Em tipagem por PFGE similar realizada na China com isolados de estudantes de
medicina, 25 clusters circulantes foram descritos com 25 tipos de sequéncias, atribuidas em 16
complexos clonais.'® Em contrapartida, Sauer et al'® identificaram 6 clusters em anélise de
isolados de origem hospitalar, assim como Udo e Sarkhoo'® encontraram 4 grupos clonais em
ambiente de mesma origem.

Embora o indice de cepas resistentes no presente estudo ndo tenha sido superior ao
reportado na literatura mundial e sim concernente ao que se tem encontrado em outros estudos de
base populacional realizados em outros paises, torna-se relevante ressaltar que o cluster E reuniu
0 maior nimero de isolados de CA-MRSA, que por sua vez agruparam com um ndmero
consistente de cepas sensiveis. Partindo dessa premissa, resgata-se a hipotese do surgimento de
estirpes resistentes de S. aureus a partir de cepas sensiveis'® e evidencia-se a presenca de um
cluster de CA-MRSA bem sucedido e em disseminagdo no municipio. Acredita-se que as cepas
de CA-MRSA apresentem um poder disseminatdrio superior em relacdo as cepas de origem
hospitalar, o qué se explica pelo fato de albergarem um SCCmec menor, que Ihe garantem maior
mobilidade e adaptabilidade. *°

Um resultado ainda ndo descrito, encontrado no atual estudo foi a caracterizagdo de
fatores epidemioldgicos de portadores de S. aureus que estivessem relacionados a presenca de
genes de viruléncia especificos. Supbe-se que eles devam ser vistos a partir de uma perspectiva
ecolégica.’®® e, para tanto, é necessario lembrar que 32,5 % dos sujeitos do estudo eram
portadores sadios de S. aureus. Igualmente, vale ressaltar que fatores relacionados a ocorréncia
da colonizagdo podem ser distintos. Logo, requisitos em termos de presenca de fatores de
viruléncia sdo provavelmente superiores para individuos sem fatores de risco classicos para a

colonizagéo.

Por outro lado, entre aqueles que sdo mais propensos a serem colonizados, supde-se que a
presenca dos genes de viruléncia seja menos necesséria, fato que possivelmente explica a
associacdo negativa encontrada na analise multivariada, entre o fator de risco Diabetes Mellitus e
a presenca dos genes de viruléncia. Sabe-se que o Diabetes Mellitus ¢ uma doenca crbnica
comum e representa um dos fatores de risco mais significativos para colonizagdo por S. aureus e
MRSA, predispondo o surgimento de infeccOes e estando associada a taxas expressivas de

morbidade e mortalidade, "%

Uma vez que um individuo portador do Diabetes, adulto ou
crianca, esta sujeito a uma série de manifestacdes clinicas da doenca incluindo infecgGes de pele
e tecidos moles, trato respiratorio, urinario, entre outros, somada as perturbacdes na atividade
fagocitica dos leucdcitos polimorfonucleares que se encontra reduzida em decorréncia do indice

elevado de glicose no sangue, acredita-se que as estirpes de S. aureus ndo precisem de vantagem
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ecoldgica (presenca de genes de viruléncia) para estabelecer a colonizagéo, ou até mesmo a
infeccdo, no referido individuo.**"%8

O fator mencionado representa um preditor bem definido para colonizagdo por S.
aureus.**'1% para individuos com esse fator de risco, mesmo em isolados menos virulentos, o
sucesso na colonizagéo poderia ser obtido.

Quando realizada a analise para verificar a frequéncia dos genes de viruléncia entre
sujeitos portadores e ndo-portadores do Diabetes Mellitus, pode-se observar claramente uma
presenca superior dos fatores de viruléncia naqueles que néo eram portadores da doenga. Assim,
a presenca dos fendtipos de viruléncia foi menos provavel em tais isolados do que em cepas de
outros sujeitos nos quais os genes de viruléncia poderiam conferir vantagem ecolégica.

Estes achados trazem luz acerca de algumas questdes epidemiologicamente importantes
em relacdo ndo s6 a colonizacdo, mas também & distribuigdo clonal, ao perfil de viruléncia e a
fatores de risco vinculados a aquisicdo de cepas de Staphylococcus aureus albergando genes de
viruléncia na populagdo higida do municipio de Botucatu. Estes representam, portanto,
resultados pioneiros de inquérito de base populacional descritos no Brasil até o presente

momento.
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8. CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo revelou uma prevaléncia significativa e variada de genes
de viruléncia entre cepas de portadores assintomaticos de S. aureus. Essa distribuicdo ocorreu de
forma heterogénea, exibindo uma predisposi¢cdo maior para individuos sem os fatores de risco
tradicionais para o carreamento de S. aureus.

A extensa distribuicdo dos genes de viruléncia entre os clones amplamente difundidos na
comunidade estudada sugere ndo apenas importancia clinica como também epidemioldgica,
representando um ponto de partida para pesquisas futuras.

Constatou-se que as cepas de MRSA encontradas foram predominantemente SCCmec 1V,
fazendo juz ao ambiente de estudo. Foi possivel notar que no municipio de Botucatu ainda ndo
existem evidéncias da disseminacdo de isolados de HA-MRSA em meio aos individuos higidos
da comunidade, embora a cidade acomode um hospital de grande porte com mais de 400 leitos
ativos.

Por fim, descrevemos que a existéncia desses clusters bem definidos e espargidos por
regides distintas do municipio tras um alerta no que diz respeito ao melhor direcionamento para a

implantacdo de novas medidas de prevencdo e controle da disseminagdo de infeccdes.
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10.  ANEXOS
Anexo A- Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

| - TCLE para adultos.

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

Texto:

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

Na secrecdo colhida, serdo feitos exames para identificar se o “estafilococo” esta presente e se ele é da
forma resistente. Também serdo realizados exames para identificar a tendéncia dessa bactéria de causar
doenga. VVocé ficara sabendo do resultado pessoalmente através dos pesquisadores, que voltardo a visitar
sua casa. Caso vocé tenha o “estafilococo” resistente ou venha apresentando varias infeccGes de pele,
sera encaminhado para atendimento no Hospital das Clinicas da Unesp. La, nds forneceremos uma
“pomada” nasal e um sabdo liquido com antisséptico para eliminacdo do “estafilococo”. Além disso,
participando da pesquisa, vocé ird colaborar com o conhecimento sobre essa bactéria, possibilitando
medidas de prevencdo e tratamento de infeccOes.

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

E importante vocé saber que em nenhum momento seré divulgado seu nome ou qualquer informagao que
permita sua identificacdo. Além disso, vocé podera retirar sua participacdo da pesquisa quando quiser,
bastando para isso entrar em contato com um dos pesquisadores, e, se ndo se sentir atendido, com a Chefe
do Departamento de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu. Quaisquer outras dividas
podem ser esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu
(Fone: 14-3811 6143).

Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficara com vocé e a outra com 0s
pesquisadores do projeto.

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

ASS.: Nome:

Pesquisadores:

Fabiana Venegas Pires — Fone: (14) 9151 1577
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Carlos Magno C. B. Fortaleza — Fone (14) 9601 0996

Ligia Maria Abrado — Fone: (14) 9115 6367

Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha — Fone (14) 3811 62 40 Ramal 231
Departamento de Doengas Tropicais e Diagnéstico por Imagem

Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito de Rubido Juanior, S/IN - Anexo vermelho — 3° Andar.

Fone: (14) 3811 6212

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu

Fone: (14) 3811 6143
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Il — TCLE para menores de 18 anos.

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

Texto:

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

Na secrecdo colhida, serdo feitos exames para identificar se o “estafilococo” esta presente e se ele é da
forma resistente. Também serdo realizados exames para identificar a tendéncia dessa bactéria de causar
doenga. VVocé ficara sabendo do resultado pessoalmente através dos pesquisadores, que voltardo a visitar
sua casa. Caso seu[sua] filho[a] (ou dependente) tenha o “estafilococo” resistente ou venha apresentando
varias infeccOes de pele, sera encaminhado para atendimento no Hospital das Clinicas da Unesp. L&, nds
forneceremos uma “pomada” nasal e um sabdo liquido com antisséptico para eliminacdo do
“estafilococo”. Além disso, participando da pesquisa, vocé ird colaborar com o conhecimento sobre essa
bactéria, possibilitando medidas de prevencéo e tratamento de infecgdes.

Precisaremos também que vocé responda a um questionario de informagGes sobre seu[sua] filho[a] ou
dependente, que sera aplicado pelo pesquisador. VVocé levara cerca de 10 minutos para responder ao
questionario. Caso seu filho [sua filha] ou dependente tenha sido internado no hospital das clinicas da
UNESP no Gltimo ano, solicitamos sua autorizagao para coletar dados do prontuario.

E importante vocé saber que em nenhum momento sera divulgado seu nome ou de seu filho (ou
dependente), e nem qualquer informacdo que permita sua identificacdo. Além disso, vocé podera retirar a
participacdo do[a] seu[sua] filho[a] (ou dependente) da pesquisa quando quiser, bastando para isso entrar
em contato com um dos pesquisadores, e, se ndo se sentir atendido, com a Chefe do Departamento de
Doengas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu. Quaisquer outras ddvidas podem ser
esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (Fone: 14-3811
6143).

Este documento deve ser assinado em duas vias, uma das quais ficara com vocé e a outra com 0s
pesquisadores do projeto.

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

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

ASS.: Nome:

Pesquisadores:

Fabiana Venegas Pires — Fone: (14) 9151 1577

Carlos Magno C. B. Fortaleza — Fone (14) 9601 0996

Ligia Maria Abrado — Fone: (14) 9115 6367

Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha — Fone (14) 3811 62 40 Ramal 231
Departamento de Doengas Tropicais e Diagnéstico por Imagem

Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito de Rubido Juanior, S/IN - Anexo vermelho — 3° Andar.

Fone: (14) 3811 6212

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu

Fone: (14) 3811 6143
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Anexo B — Questionario aplicado aos sujeitos da pesquisa no momento da coleta dos swabs.

Dados gerais:

Nome: Data Nascimento: _/ /  Idade: Género:
___ Profisséo:
Escolaridade: Renda familiar aproximada:

Se estudante (inclusive universitario):

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

Se trabalha:

Local de trabalho:

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

Esportes:

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

Com que freqiiéncia:

Uso de adornos:

() Brincos. Ha quanto tempo

() Piercings. Local: . Ha quanto tempo:
( ) Tatuagem. Local: . Ha quanto tempo:
() Outros: . Ha quanto tempo

Tem alguma dessas doengas:

() Doenca cardiaca. Qual?

() Doenca pulmonar. Qual?

() Doenca renal. Qual?

() Doenca hepatica. Qual?

() Doencga neurologica. Qual?
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() Diabetes mellitus. Usa insulina? ( ) S ( ) N.

() Neoplasia. Qual?

( ) Aids.

( ) Ulceras cronicas. Onde?

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

No ultimo ano, apresentou:

() InfeccBes de pele. Ha quanto tempo?

() Pneumonia. Ha quanto tempo?

() Outra infecgdo. Qual? . Ha quanto tempo?

Uso de medicacédo no ultimo ano:

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

() Esteroide. Qual? . Quando?

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

. Quando?

Internacédo e outros procedimentos no ultimo ano:

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

Prontuario:

() Cirurgia. Qual? . Quando?

() Hemodialise. Desde Quando?

() Outro procedimento. Qual? . Quando?

() Consulta ambulatorial. Quando?

Por que:

Alcool e outras substancias:

() Etilismo: ( ) atual; ( ) passado.

Desde Quando? Bebida, doses/semana:
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() Tabagismo. ( ) atual; ( ) passado.

Desde Quando? Cigarros-dia:

() Droga(s) inalatéria(s). Qual(is)?:

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

Instituicdes fechadas que freqiientou no ultimo ano:

() Creche. Qual?

() Servigo militar

() Cadeia ou Presidio. Onde?

() Casa de repouso. Qual?

() Outra. Qual?

Outras observac6es do sujeito:
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Anexo C. Aprovacio do Comité de Etica

i
vy Universidade Estadual Paulista
av
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubiao Junior, s/n®- Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 g Registrado no Ministério da Sadde

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abril de 1997
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp. br

Botucatu, 04 de julho de 2011. Of. 260/11-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof®. Dr® Maria de Lourdes Ribeiro de Souza Cunha
Departamento de Micro/Imuno do

Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Prezada Dr® Maria de Lourdes,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa - (Protocolo CEP 3905-2011) “Detecgdo dos genes de viruléncia
e identificagdo do perfil clonal de isolados de Staptylococcus aureus
colonizantes de nasofaringe obtidos em estudo de base populacional no
muni~ipio de Botucatu-SP”, a ser conduzido por Ligia Maria Abrado,
orientada por Vossa Senhoria, Co-orientada pelo Prof. Dr. Carlos Magno
Castelo Branco Fortaleza e colaboragdo de Fabiana Venegas Pires e Luana
Carandina, recebeu do relator parecer favordvel, aprovado com sugestdo
em reunido do CEP de 04 de Julho de 2.011.

SUGESTAO: Apés a conclusde deste projeto que os dados sejam
repassados ao SUS.

Sifuacdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execucdo do Projeto,
apresentar ao CEP “"Relatério Final de Atividades”.

Atencigsamente,

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.



