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RESUMO

Staphylococcus aureus é um patogeno associado a altas taxas de mortalidade e morbidade,
capaz de produzir infec¢des em diversos tecidos do corpo humano. Sua capacidade em adquirir
resisténcia a antibioticos e de sobreviver em diferentes condigdes ambientais o torna um perigoso
agente infeccioso no ambiente hospitalar. O objetivo deste estudo foi realizar um levantamento
da ocorréncia de individuos portadores assintomaticos de S. aureus suscetiveis (MSSA) ou
resistente a meticilina (MRSA) no ambito do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e na
comunidade e, o desenvolvimento de procedimentos moleculares para identificagdo de MSSA e
de MRSA. No total foram coletadas 327 amostras nasais e sub-ungueais de profissionais e alunos
vinculados ao HUB. Essas amostras foram divididas em trés grupos: Alunos (medicina,
enfermagem e odontologia), Equipe Médica (enfermeiros, auxiliares e técnicos de enfermagem e
médicos) e Técnicos (funcionarios que ndo possuem contato com pacientes). Também foram
coletadas 48 amostras de pacientes previamente identificadas como MRSA pelo HUB e 136
amostras de individuos sem contato com o ambiente hospitalar (comunidade). Todas as amostras
foram submetidas a crescimento em meios de cultura seletivos e diferenciais e testadas quanto a
producdo de coagulase para a identificacdo de S. aureus. Os isolados foram entdo submetidos ao
teste de susceptibilidade a oxacilina e vancomicina. Os isolados de comunidade e de pacientes
foram submetidos a ensaios de PCR para confirmacdo dos resultados bioquimicos através de
iniciadores especificos para os genes que codificam proteina A, coagulase e nuclease
termoestavel, especificos de S. aureus, e mecA, presente em MRSA. A porcentagem de
portadores de S. aureus encontrada na comunidade foi de 17,64%, e nos grupos relacionados ao
ambiente hospitalar de 56,02%, sendo que: Alunos 69,64%; Equipe Médica 47,54% e Técnicos
51,02%. A diferenga de portadores de cada grupo e o grupo comunidade foi significativa (P <
0,001), o que indica que individuos sem contato com o ambiente hospitalar possui menos
tendéncia de estar colonizado por S. aureus. Em relagdo a MRSA, a porcentagem de portadores
na comunidade foi de 1,47%, e entre os individuos relacionados ao ambiente hospitalar 37,95%.
Nos alunos a freqiiéncia foi de 53,57%, equipe médica 22,95% e técnicos 38,77%. Dentro do
grupo técnicos destaca-se os funcionarios da lavanderia, onde 52,2% foram caracterizados como

portadores de MRSA. A diferenca dos grupos associados ao hospital e o grupo comunidade foi



significativa (P < 0,001). Apenas dois isolados de pacientes ndo confirmaram a caracterizagdo
prévia, sendo considerados Staphylococcus coagulase negativo resistente a oxacilina. Todos os
isolados de comunidade e pacientes identificadas como Staphylococcus aureus e como MRSA
nos testes bioquimicos também foram positivos nos ensaios de PCR. Os trés isolados de
pacientes caracterizadas como Staphylococcus coagulase negativo resistente a oxacilina foram
positivos apenas na amplificacdo do gene mecA, confirmando os resultados nos testes
bioquimicos. Nenhuma amostra apresentou resisténcia a vancomicina. Nossos resultados sugerem
uma alta freqtiéncia de portadores de MRSA no ambiente hospitalar, contrariamente ao
observado na comunidade. O numero de portadores de MRSA entre alunos e funcionarios da
lavanderia levanta a questdo do possivel papel que estes individuos podem estar desempenhando
na disseminagdo dessas cepas resistentes pelo hospital, no entanto essa pergunta s podera ser
respondida através de estudos especificos. Os ensaios moleculares demonstraram o potencial
dessa metodologia no diagndstico rapido de infecgdes por MRSA, o que possibilita ndo s6 um

tratamento mais eficiente como uma redugdo na disseminagdo dessas cepas.

Palavras-chave: Infec¢do hospitalar, Nosocomial, Staphylococcus aureus, MRSA.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a pathogen associated with high rates of mortality and morbidity,
capable of producing infections in various tissues of the human body. His ability to acquire
resistance to antibiotics makes it a dangerous infectious agent in the hospital environment. The
purpose of this work was to survey the incidence of asymptomatic carriers of S. aureus resistant
(MRSA) and susceptive (MSSA) to methicillin in the University Hospital of Brasilia (HUB), and
the development of procedures for molecular identification of MSSA and MSRA strains. In total
327 samples were collected nasal and sub-nail of individuals related to the HUB. These samples
were divided into three groups: students (medicine, nursing and dentistry), medical staff (nurses,
nursing assistants and doctors) and the Technical Group (employees who do not have contact
with patients). Were also collected 48 samples from patients previously identified as MRSA by
HUB and 136 samples from individuals without contact with the hospital environment
(community). All samples were inoculated into the culture medium and Baird Parker, and
colonies with phenotypic characteristics of S. aureus were tested for fermentation of mannitol
and coagulation of rabbit’s plasma to confirm the identification. Samples confirmed as S. aureus
were then subjected to the test of susceptibility to oxacillin and vancomycin. Samples from
community and patients were also subjected to PCR confirmation of the biochemical results
through DNA fragment amplification using specific primers for genes that encodes protein A,
coagulase and the thermal-stable nuclease, all specific to S. aureus, and mecA, which is present in
MRSA. The rate of S. aureus carriers found in the community was 17.64%, and the total of
groups related to the hospital was 56.02%, of which: Students 69.64%; Technicians 51.02% and
Medical Staff 47.54%. The difference in carriers of each group and in the community group was
significant (P < 0001), which indicates that individuals without contact with the hospital have
fewer chances to be colonized by S. aureus. For MRSA, the rate of carriers in the community was
1.47%, and among individuals related to the hospital was 37.95%, while in the Students group
the rate was 53.57%, in the Medical Staff group was 22.95% and in the Technicians group was
38.77%. Inside the Technicians group, 52,2% of the workers in hospital’s laundry were colonized
with MRSA. The difference between the groups associated with the hospital and the community

group was significant (P < 0001). Only two samples of patients did not confirm the prior



characterization made by HUB and was considered Staphylococcus coagulase negative oxacillin
resistant. All samples of community and patients identified as Staphylococcus aureus and MRS A
in biochemical tests were also positive in the PCR test. The three samples of patients
characterized as Staphylococcus coagulase negative oxacillin resistant was positive only for the
amplification of the mecA gene, confirming the results in biochemical tests. No sample proved
resistant to vancomycin. Our results suggest a high rate of MRSA carriers among hospital
workers and students. The number of MRS A carriers among students and worker of the laundry
raise the question about the rule of these individuals over the dissemination of MRSA through the
hospital wards. Further studies focused on that matter would be necessary to answer this
question. The molecular experiments showed the potential of this methodology on a fast
diagnosis of MRSA infections, what would not just help the treatment, but should avoid the

disseminations of those clones.

Key-words: Hospital Infections, Nosocomial, Staphylococcus aureus, MRSA.
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1-REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Introducéo

A infec¢do hospitalar, se definida como toda infec¢do adquirida ou transmitida no
espaco hospitalar, surgiu no periodo medieval, época em que foram criadas institui¢des para
alojar pessoas doentes, peregrinos, pobres e invalidos. A reunido indiscriminada de pessoas
em um ambiente confinado facilitava a transmissdo de doengas contagiosas e, o
desconhecimento sobre os mecanismos de disseminacdo, ocasionava a contaminagdo da agua,
alimentos, instrumentos € o ambiente, caracterizando e reproduzindo as epidemias que
assolavam a Idade Média [1]. A precariedade dos recursos humanos e da infra-estrutura
somado ao desconhecimento da existéncia dos microrganismos, impossibilitava a idéia do
controle da transmissdo de doencas, que eram simplesmente atribuidas a algo divino e
sobrenatural [1, 2].

A partir do século XVIII, com a transformagdo do hospital de um local onde se
aguardava a morte para um local onde eram realizados o tratamento e eventualmente a cura, a
disseminacdo de doengas passou a ser um aspecto considerado como relevante. Essa
transformagao foi impulsionada pelo capitalismo industrial, que levou o homem a valorizar o
corpo como um objeto potencial de trabalho [1].

As primeiras evidéncias de dissemina¢do de doengas em ambientes hospitalares foram
registradas na primeira metade do século XIX, quando Oliver Holmes verificou que a febre
puerperal passou de condi¢do rara, assumindo um carater epidémico. A partir de uma analise
de registros estatisticos, Holmes sugeriu que a doenca poderia ser transmitida pelas maos e
aventais sujos dos médicos ao atenderem as parturientes [3]. Seguindo a mesma hipotese, em
1847 na Austria, o obstetra Ignaz Philipp Semmelweis realizou uma investigagio comparando
a taxa de mortalidade de parturientes internadas em duas enfermarias de uma maternidade: em
uma, o atendimento era realizado por parteiras e na outra, por estudantes de medicina. Ao
constatar que a taxa de mortalidade entre as parturientes atendidas por estudantes de medicina
era superior aquela das mulheres atendidas por parteiras, Semmelweis associou tal fato ao
habito de lavagem das maos com agua clorada, comportamento realizado pelas parteiras e
negligenciado pelos estudantes. Apods esta pesquisa, foi instituida a lavagem obrigatdria das
maos com agua clorada antes do atendimento ao parto. Essa simples medida ocasionou uma
redu¢@o na mortalidade de 12% para 3% entre a parturientes [2].

A partir das crescentes evidéncias sobre os mecanismos de transmissdo das doencas, a
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origem divina destas foi substituida pela “teoria do miasma”. Essa teoria descrevia o
responsavel pela disseminagcdo como um vapor venenoso, repleto de particulas provenientes
de matéria em decomposicdo (Figura 1). Esse vapor poderia ser formado a partir de pessoas
doentes ou até mesmo a partir da sujeira acumulada pela falta de higiene [4]. Em 1854,
motivada pela “teoria do miasma”, a enfermeira Florence Nightingale reorganizou um
hospital de campanha na Guerra de Criméia. Além de instituir uma rotina de higienizagdo nas
enfermarias, determinou uma distdncia minima entre os leitos e separou os pacientes de
acordo com as enfermidades. Dessa forma, Nightingale esperava reduzir o vapor venenoso e
diminuir a transmissdo das doencas. Tal iniciativa reduziu a taxa de mortalidade dos

internados de 42% para valores inferiores a 2% [4].

Figura 1: Representacdo da epidemia de cdlera através da teoria de miasma.
Fonte: “http://en.wikipedia.org/wiki/Miasma theory of disease”

Durante o estabelecimento da Teoria dos Germes, Robert Koch, que atuava como
conselheiro no Departamento Imperial de Saude (Alemanha), emitiu uma norma exigindo a
esterilizacdo de todos os equipamentos utilizados em procedimentos cirirgicos, € uma rotina
de higienizagdo em todo o hospital [5]. Essas acdes, na segunda metade do século XIX,
marcaram o inicio das medidas de controle da infec¢do hospitalar [6].

No inicio do século XX, a Teoria dos Germes ja era amplamente aceita. A identificagdo
de agentes antimicrobianos de possivel uso terapéutico como a penicilina, publicada em 1928
por Alexander Fleming, e sua producdo e comercializa¢do pelo laboratério Merck em 1942
vieram seguidos de grande euforia (Figura 2). Acreditava-se que em pouco tempo existiriam
medicamentos para combater a maioria das infec¢des [7]. Porém, pouco mais de 1 ano apos a
comercializacdo da penicilina, foi isolada em um hospital uma cepa de Staphylococcus

resistente a esse antibiotico [8]. No inicio da década de 50, 40% dos isolados de S. aureus em
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hospitais correspondiam a linhagens resistentes [9]. Esse foi o inicio da guerra travada entre o
desenvolvimento cada vez mais rapido e eficiente de medicamentos bactericidas contra o

surgimento da resisténcia bacteriana.
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Figura 2. A chegada da Penicilina foi acompanhada por uma grande euforia, levando a
producdo e uso descontrolado desse antibiotico.
Fonte: “http://en.wikipedia.org/wiki/Penicillin”

Por sua concepg¢do, hospitais sdo ambientes de consideravel risco bioldgico. Suas
enfermarias abrigam diversas pessoas com variados tipos de doengas infecciosas, cujos
agentes etioldgicos podem ser facilmente disseminados. As bactérias possuem uma poderosa
habilidade de fluxo génico, ou seja, conseguem receber e transmitir determinados genes para
outras bactérias, sejam estas da mesma espécie ou ndo. O confinamento de individuos com
diferentes tipos de infec¢des em um Unico local propicia esse fluxo génico que, associado a
pressdo seletiva causada pela administragao inadvertida de antibidticos, acelera o processo de
sele¢do natural e disseminagdo dos genes de resisténcia [2].

Em 1969 foi proposta nos EUA a criacdo do Registro Nacional de Bacteremias, que
revelou a triste realidade de 250 mil infecgdes, com um total de 50 mil ébitos anuais. A
propor¢do dessas infec¢des foi estimada em 10 casos para 1000 admissdes hospitalares [10].
Desde entdo, o numero de pesquisas sobre infec¢des hospitalares teve uma rapida ascensdo
(Gréfico 1). Dois agentes patogénicos sdo frequentemente citados como responsaveis por

infeccdo hospitalar: Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa [7]
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Publicacdes sobre infecgdo hospitalar entre 1900 ¢ 2008 em valores Publicaches sobre infeegdo hospitalar entre 1900 ¢ 2008 em escala
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Grafico 1: Aumento do nimero de publicagdes cientificas sobre infec¢do hospitalar, de
1900 a 2008. A esquerda, grafico dos numeros absolutos de publica¢des em cada década. A
direita, uma representacdo logaritmica dos nimeros absolutos de cada década. Observa-se um
aumento exponencial no nimero de publicacdes a partir de meados da década de 60. Estes
dados foram obtidos a partir de uma busca realizada na péagina da internet
http://www.scirus.com, utilizando os termos “nosocomial infections” e “hospital infections”.
O resultado foi filtrado de modo que fossem apresentados apenas artigos cientificos de cada
década selecionada. Esta pagina de busca de periddicos realiza pesquisa em diversos bancos
de dados internacionais, como Pubmed e Science Direct.

A transmissdo dessas bactérias nos hospitais se da principalmente pelo ar e pelo contato
direto [11], mas os funciondrios de hospitais também sdo considerados potenciais portadores
assintomaticos dessas bactérias, podendo colaborar para sua dispersdo. Dentre os portadores
permanentes, normalmente tais microrganismos estdo presentes no nariz e na pele, sendo sua
ocorréncia mais comum em homens que em mulheres [12]. Esses portadores (funcionarios de
hospitais e equipe médica) ndo desenvolvem a doenga porque, em condi¢des normais, o
sistema imunologico humano consegue combater tais invasores. Por outro lado, pacientes
mais debilitados tais como portadores de cancer, pacientes em pos-operatorio, portadores de
HIV e outros casos que acarretam imunodeficiéncia, correspondem aos principais alvos
dessas bactérias [9, 13].

No Japdo, a partir de 1991 foram encontradas linhagens de Staphylococcus aureus
resistentes a todos os tipos de antibidticos conhecidos, levando ao obito cerca de 20% dos
individuos infectados por tais linhagens [7]. Pouco depois deste relato, pesquisas realizadas
em varios paises também revelaram ndo s6 a ocorréncia desse tipo de resisténcia em
Staphylococcus aureus, como também apontando-o como o maior responsavel por infeccdes
tanto hospitalares como na comunidade em geral [14].

E nitida a importancia que vem sendo dada a questio da resisténcia destes organismos a
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multiplas drogas. Ano apds ano, o nimero de artigos cientificos e estudos epidemiologicos
voltados a esse assunto vem aumentando em propor¢do geométrica. Tais tipos de infecgdes
estdo sendo consideradas epidemias de abrangéncia nacional em varios paises como EUA,

Franga, Coréia do Sul, Africa do Sul, Escécia, Dinamarca entre outros [15].

1.2 Staphylococcus aureus

1.2.1 Historico

Antes da introducdo dos antibidticos na década de 40, os isolados de Staphylococcus
eram responsaveis pela maioria das infec¢des hospitalares, principalmente em pacientes com
pneumonias [16]. No momento da comercializacdo da penicilina no inicio da década de 40,
todas as infec¢des causadas por bactérias desse género eram susceptiveis a esse medicamento,
porém em poucos anos foram isoladas cepas resistentes [17]. Para combater essas novas
infecgdes, foram utilizados outros antibioticos lancados a época, como eritromicina,
tetraciclina e aminoglicosideos, o que resultou no surgimento de cepas multi-resistentes ja na
década de 50 [17].

Em 1960 foi langado um novo antibidtico, uma penicilina sintética que possuia
atividade microbicida inclusive contra as bactérias multi-resistentes, a meticilina [16]. A
comunidade médica e cientifica ficou entdo convencida que tinha armas suficientes para
combater qualquer tipo de infeccdo que pudesse surgir [7]. Tal consideragdo entretanto foi
revista quando, somente um ano apds o lancamento da meticilina, Jevons et al. (1961)
descreveu o isolamento de uma cepa resistente ao novo antibidtico [18].

Entre os anos de 1957 e 1966, mais de 2000 cepas de S. aureus foram isoladas de
hemoculturas na Dinamarca, o que resultou no primeiro estudo epidemiolédgico relacionado a
resisténcia de S. aureus aos antibioticos, publicado em 1969 [9, 13]. Esse estudo revelou uma
prevaléncia de S. aureus e resisténcia a penicilina no ambiente hospitalar de 85% [9].

As linhagens de Staphylococcus aureus apresentam como caracteristica a capacidade de
desenvolver rapidamente resisténcia a agentes antimicrobianos. O uso extensivo de
antibidticos resultou em um aumento na resisténcia de S. aureus em isolados clinicos. Em
algumas 4reas, mais de 95% das ocorréncias de infec¢des por S. aureus sdo devido a cepas
resistentes a penicilina ou ampicilina, e mais de 50% apresentam resisténcia a meticilina, uma

das ultimas alternativas para o tratamento de infec¢des por este organismo [19].
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1.2.2 Viruléncia de S. aureus

A eficiéncia da disseminag@o de S. aureus se deve, em parte, a grande versatilidade
desse microorganismo. A capacidade de se adaptar rapidamente a diferentes ambientes,
muitas vezes hostis devido ao pH, umidade, pressdo osmotica ou deficiéncia de nutrientes,
possibilita ndo s6 a colonizacdo do homem como do ambiente ao seu redor, criando
reservatorios de células aptas a colonizar outros individuos [20, 21]. De fato, S. aureus ¢ uma
bactéria comum na microbiota humana, colonizando de forma persistente as narinas de cerca
de 20% da populagio e de forma intermitente 30%. A maioria dos portadores sdo
assintomaticos e o processo de infec¢do normalmente estd associado a algum fator que
diminui a resposta imunologica do individuo, como doengas, tratamentos mais agressivos, ou
procedimentos médicos invasivos, que abrem uma via de acesso para 0S microorganismos
[22, 23].

A patogenicidade de S. aureus ¢ um processo que envolve uma grande quantidade de
componentes extra-celulares e da parede celular, que sdo coordenadamente expressos durante
os diferentes estdgios da infec¢@o. Esses estagios podem ser definidos como: colonizagdo,
evasdo das defesas do hospedeiro, divisao celular e disseminagdo bacteriana.

A colonizagdo ocorre em geral pelo contato fisico do hospedeiro com um reservatério
de células [9]. Microorganismos do género Staphylococcus sdo bastante adaptados para
sobreviver nas condi¢cdes do ambiente externo, inclusive quando expostos a irradiacdo solar
[24]. Em experimentos realizados, foi verificado que cepas de MRSA (Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus ou Staphylococcus aureus resistente a meticilina) sdo capazes de
sobreviver por mais de 1 més em roupas, tecidos e plasticos comumente utilizados em
hospitais [25], e por mais de um ano nas embalagens descartaveis de materiais estéreis (gazes,
luvas e etc.) [26]. A colonizagdo de objetos como televisdes, interruptores de luz, controles
remotos e até mesmo parede, foi também relatada [21]. Dessa forma, a contaminacdo e
posterior colonizagdo pode ocorrer tanto ap6s o contato com um individuo portador, como a
partir de um objeto contaminado.

Apds o contato ocorre a fixagdo da célula ao hospedeiro e neste estagio, S. aureus
possui adesinas especificas para varios tipos de tecidos humanos [23]. A colonizacdo do
homem por S. aureus ocorre com certa facilidade, porém o inicio de um processo infeccioso
normalmente depende de fatores externos. Um procedimento médico invasivo ou mesmo uma
doenga cronica pode criar as condigdes necessarias para o inicio das infec¢des oportunistas

caracteristicas de S. aureus [22, 23].
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Uma vez estabelecida, a bactéria deve proteger-se contra o ataque do sistema
imunoldgico do hospedeiro. Uma série de genes sdo entdo coordenadamente expressos para
evitar a fagocitose das células invasoras [14]. Os produtos de tais genes sdo responsaveis pela
formacdo de capsula, sintese da proteina A e de coagulase. [27].

Esses entre outros fatores transformam o S. aureus em um incrivel agente patoldgico,
podendo causar uma vasta gama de infecgdes associadas a altas taxas de mortalidade e
morbidade [28-29]. Sua versatilidade e alta capacidade de disseminag@o causou os relatos de
clones epidémicos em diferentes paises, que se ndo passaram a adotar medidas especificas e
onerosas contra a disseminagdo tiveram que conviver com taxas endémicas dessas infec¢des

[30-31].

1.2.3 Resisténcia a antimicrobianos

Os mecanismos de aquisicdo de resisténcia podem ser classificados em dois grupos
principais: mutagdo em um gene no cromossomo bacteriano, ou aquisi¢do de um gene de
resisténcia de outro microorganismo, através de transdugdo, transformagdo ou conjugacio
[17]. Essas modificagdes no genoma dos microorganismos normalmente estio relacionadas a
[32]:

- Mudanga na enzima ou estrutura alvo

- Mudanga na via metabdlica alvo

- Bombas de efluxo

- Inativag@o do antibidtico por:

—  Degradacdo do antibiotico

—  Inibi¢@o competitiva

Em Staphylococcus aureus, os mecanismos de resisténcia aos medicamentos mais

comuns estdo apresentados na Tabela 1
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Tabela 1: Mecanismos de resisténcia a algumas classes de antibidticos utilizados por S.
aureus. Extraido de Lowy ef al. (2003) [7] com adaptagdes.

Classe de Exemplo de Gene de resisténcia | Mecanismo Origem da
Antibidtico drogas resisténcia
B-Lactamicos Penicilina blaz Degradagéo da droga Exdgena
Ampicilina
Alteragdo do alvo
Oxacilina mecA diminuindo a afinidade Exo6gena
Glicopeptidicos Vancomicina van4 Alteragdo do alvo da droga. | Exdgena
Desconhecido Inibi¢do competitiva Desconhecido
Quinolonas Ciprofloxacin | parC Alteragdo do alvo Mutagio
Levofloxacin gyrA ou gyrB diminuindo a afinidade
Trovafloxacin
Aminoglicosideos | Gentamicina aac(6')-le+aph(2') | Degradacdo da droga Exdgena
ant(4')-1a
aph(3')-1lla
entre outros.

As penicilinas pertencem a familia dos antibioticos B-lactimicos. Dois mecanismos de
resisténcia foram descritos em S. aureus. O primeiro corresponde a inativacdo da droga pela
clivagem do anel p-lactamico. A enzima responsavel, f-lactamase, ¢ codificada pelo gene
blaZ, presente em um plasmideo [7]. A producdo dessa enzima pode ser constitutiva ou
regulada pela presenca do antibidtico, através de dois genes adjacentes, blal e blaRI. O
primeiro € um repressor da transcricdo de blaZ, e o segundo, um anti-repressor. Quando nao
existe penicilina no meio, Blal se liga ao promotor de blaZ, inibindo a transcri¢do. Quando a
penicilina estd presente, a proteina se liga a enzima BlaR1, presente na membrana celular, que
por sua vez cliva a enzima Blal, ativando o promotor de blaZ e conseqiientemente iniciando a
produc¢do de (-lactamase (Figura 3) [33].

A meticilina foi a primeira penicilina semi-sintética resistente a [3-lactamase
desenvolvida. Esta mantém o sitio de ligagdo a enzima PBP mas, devido a uma alteragdo
estrutural, essa droga perdeu a afinidade pela p-lactamase, evitando assim sua clivagem por
bactérias produtoras dessa enzima. A PBP é responsavel pela ligagdo cruzada entre os
polimeros de NAM (4cido N-acetilmuramico) e NAG (N-acetilglucosamina) da parede de
peptidioglicano e, a inativacdo dessa enzima, provoca o rompimento da parede celular
resultando na lise da célula [7].

A resisténcia contra essa nova geragdo de penicilina foi detectada menos de um ano
ap6s seu lancamento, embora seu uso clinico seja extensivo ainda nos dias de hoje. Em S.
aureus, a estratégia de resisténcia para essa nova penicilina mudou da inativa¢do da droga,

como acontecia através da produgdo de B-lactamase, para alteracdo da enzima alvo, a PBP.
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Figura 3. Esquema do processo de sinalizagdo para producdo de B-lactamase, uma
enzima que inativa a penicilina.
Fonte:Lowy et al. (2003) [7], com adaptacdes.

Curiosamente, a via de sinalizagdo para inicio de produ¢do dessa enzima modificada, a
PBP2a, ¢ similar ao da produ¢do de (-lactamase descrito na Figura 3. O gene mecRI, de
fun¢do homologa ao blaR 1, codifica um anti-repressor € o gene mecl, de fungdo homologa ao
do blal, codifica um repressor (Figura 4). O fluxo de sinalizagdo pode ser visualizado na
Figura 3, substituindo os genes homodlogos descritos na Figura 4.

A PBP2a possui fung¢do similar a da enzima PBP, porém com baixa afinidade as
penicilinas. Dessa forma a produc¢do da parede de peptidioglicano ndo ¢ prejudicada quando a

célula ¢ exposta a droga.

Operator region

mecA

. , mecR1 mecl/

PBP2a

Figura 4. Complexo do gene mec. A estrutura de regulacdo do gene mecA ¢ similar ao
do gene blaZ, que produz a B-lactamase (Figura 3). Apesar da semelhanca na cadeia de
sinalizagcdo e do objetivo desses genes, o meio pelo qual eles conferem resisténcia a bactéria
sdo muito diferentes.

Fonte: Lowy et al. (2003) [7].
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O gene mecA, ao contrario do gene blaZ, estd localizado no cromossomo, em uma ilha
gendmica chamada SCCmec (Staphylococcal Cassete Cromossomal mec ou Cassete
Cromossomal mec de Staphylococcus) [17]. Oito familias de ilhas gendémicas foram
identificadas em S. aureus, todas caracterizadas pela presenga de genes de viruléncia, com a
excecdo do SCCmec que se restringe a genes de resisténcia a antibioticos [17].

Basicamente foram caracterizados quatro tipos de SCCmec, variando de 21 a 67 Kb [34]
(Figura 5). Essa classificacdo ¢ baseada nas combinagdes dos tipos do complexo do gene mec,
responsavel pela resisténcia a meticilina, e do complexo do gene ccr, que € responsavel pela
mobilidade e insercdo especifica da ilha (Figura 5). A caracteriza¢do dos subtipos de SCCmec
¢ realizada através de diferencas da regido J, que entre diversos pseudo-genes de significancia
duvidosa, possui genes de resisténcia a antibioticos ndo P-lactimicos e metais pesados

originados de transposons ou plasmideos (Tabela 2) [17].
SCCmec tipo 1
SCCmec tipo 11
SCCmec tipo 111

SCCmec tipo IVa

scomeciporvo D [ =

SCCmec tipo Ve

Figura 5. Estrutura e classificacdo dos tipos de SCCmec. Os genes de resisténcia aos
antibioticos ndo P-lactdmicos estdo inseridos nas regides J. As diferencas quanto ao padrio de
resisténcia de cada tipo e subtipo estdo expressas na Tabela 2.

Aparentemente, a origem do gene mecA esta relacionada a Staphylococcus coagulase
negativos [35], visto que foi detectada em S. sciuri susceptivel, uma proteina com
similaridade de 80% na seqiiéncia de aminodcidos a proteina codificada pelo gene mecA e,
sua transdugdo ao Staphylococcus aureus susceptivel a meticilina (MSSA - Methicillin
susceptible Staphylococcus aureus), aumentou a resisténcia desse microorganismo a droga e

possibilitou a detec¢do da produgdo de PBP2a [36].
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Tabela 2. Tipos de SCCmec e padrdes de resisténcia a antibioticos.

< g (l,’lr):z)ec };:53 Tipo ccr Resisténcia aos antibioticos:

I b 1 Meticilina

11 a 2 Meticilina, Kanamicina, Eritromicina

111 a 3 Meticilina, Tetraciclina, Eritromiina, ¢ Cadmium
IVa b 2 Meticilina

IVb b 2 Meticilina

IVe b 2 Meticilina

O antibidtico vancomicina ¢ muitas vezes considerado a ultima arma contra alguns
microorganismos multi-resistentes [7]. Contudo, sua descoberta remonta a 1952, quando o
laboratério “Eli Lilly”, determinado a encontrar novas opg¢des de antibidticos eficazes contra
microorganismos resistentes a penicilina, enviou missionarios a varios locais do mundo em
busca de amostras do meio ambiente. Uma amostra de solo oriunda de Bornéo continha uma
bactéria, posteriormente identificada como Streptomyces orientalis, que produzia uma
substancia capaz de inibir o crescimento in vitro de diversas espécies bacterianas, incluindo
Clostridium sp., Neisseria gonorrhoea e Staphylococcus aureus resistente a penicilina [37].

Apesar da aprovacdo americana para o uso do medicamento em 1958, seu uso somente
foi difundido apds 1980. O primeiro isolado clinico resistente a esse medicamento foi isolado
em 1986 na Europa, ¢ em 1987 nos EUA [38]. Microorganismos do género Enferococcus
isolados de pacientes apresentaram resisténcia ao tratamento com vancomicina.
Posteriormente, analises moleculares revelaram 6 genes individualmente capazes de gerar
resisténcia ao medicamento: vanAd, vanB, vanC, vanD, vanE e vanG [39-40] (Figura 6).

O primeiro caso de Staphylococcus aureus resistente a vancomicina foi reportado nos
Estados Unidos, em 2002 [41] Essa cepa possuia o gene vand, provavelmente adquirido de
uma cepa de Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) [7].

A vancomicina atua impedindo a ligag@o cruzada entre os polimeros de NAM e NAG da
parede de peptidioglicano. Ao contrario das drogas [-lactamicas, a vancomicina ndo inativa a
enzima responsavel por essa ligacdo. A vancomicina liga-se a extremidade D-Ala-D-Ala do
precursor da cadeia tetrapeptidica, impedindo a posterior ligacdo cruzada. O produto do gene
vanA promove uma alteracdo na termina¢do do precursor da cadeia tetrapeptidica: de NAM-
DAla-DGlu-Lys-DAla-DAla para NAM-DAIla-DGlu-Lys-DAla-DLac. Essa alteragdo reduz a
afinidade com a vancomicina (Figura 6), mas ndo prejudica a ligagdo cruzada, mantendo a

rigidez da parede celular (Figura 7) [37, 42].
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Figura 6. (A) A¢do da vancomicina na formag¢ao da parede celular de peptidioglicano e
(B) mecanismo de resisténcia mediado pelo gene vanAd . A substituicdo do residuo D-Ala por
D-Lac no ultimo residuo do precursor da cadeia tetrapeptidica, reduz a afinidade da
vancomicina, sem prejudicar na ligacdo cruzada entre os polimeros de NAM-NAG.

1.2.4 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e a Infeccao Hospitalar

A preocupacdo da comunidade médica e cientifica acerca da emergéncia de cepas de S.
aureus resistentes a antibidticos remonta desde o inicio do uso desses medicamentos, quando
foi isolada a primeira cepa produtora de [-lactamase [7-8]. Essa preocupagdo foi se
intensificando a medida que novos mecanismos de resisténcia acompanhavam o langamento
de novos antibidticos [7, 18, 22]. Contudo, a populagdo esteve sempre alheia a esses fatos, até
que, apos a disseminagdo de S. aureus resistente a vancomicina, essa preocupagdo atingiu o
cidadao comum [16].

Rotulado como “The hospital superbug” pela midia dominical inglesa, o controle de
MRSA foi amplamente discutido durante as elei¢des gerais de 2005 no Reino Unido, sendo
assunto comum na pauta de debates entre os candidatos [16]. De fato, a Inglaterra possuia a
pior taxa de infeccdo por MRSA na Europa, no inicio do século XXI [43]. Dentre todas as

infeccdes hospitalares registradas na Inglaterra, mais de um quinto s3o causadas por
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina [20] e o nimero de mortes por essas infecg¢des
sofreu um aumento de 122% entre 2001 e 2005.

Apesar de nenhum outro pais ter tido um apelo tdo grande na midia comum [16], a
comunidade médica e cientifica mundial partilha da mesma preocupacdo em relacdo a
disseminagdo e prevaléncia de S. aureus multi-resistentes [28]. Em uma recente pesquisa que
incluia hospitais dos EUA, Canada e Europa foi verificado que S. aureus era responsavel por
22% das infec¢des sangiiineas (8.929 de 40.497), 23,2% das infec¢des do trato respiratdrio
(3.371 de 14.552), e 39,2% (2.928 de 7.474) das infecgdes de pele e mucosas [19]. A
mortalidade decorrente de infecgdes por S. aureus varia de 20% a 40% [7]. Na maioria dos
casos, estes quadros comecam como uma infec¢do local que ganha acesso a corrente
sanguinea, levando o paciente ao risco de desenvolver endocardites, sepse e outras
complicagdes metastaticas [14].

Por causa do numero de tipos de infecgdes causadas por S. aureus, o progndstico
também varia. No Reino Unido, no periodo de 2001 a 2004, foi relatado que 21,8% dos
individuos atendidos em hospitais com infec¢des causadas por S. aureus de origem
comunitéria faleceram (dados do General Practice Research Database) [45]. Em relagdo a
infeccdo sanguinea, um estudo realizado nos EUA constatou que a mortalidade nos casos de
sepsis nosocomial causado por MRSA era de 49,8% [44].

Além do custo humano, ¢ importante ressaltar o custo econdmico relacionado a
disseminagdo dessas cepas resistentes. Um dos fatores que mais contribuem ao custo da
prevaléncia de MRSA em um hospital € o aumento da permanéncia do paciente [46-47]. Em
um hospital universitario alemao, a média de permanéncia dos 22.400 pacientes internados
anualmente ¢ de 8,4 dias. Entre os pacientes que contraem bacteremia por MRSA, a média
sobe para 39,9 dias [47]

Uma comparagdo realizada em um hospital nos EUA, revelou que entre as infeccdes
causadas por cepas de S. aureus sensiveis (MSSA) e resistentes (MRSA) a meticilina, as
bacteremias causadas por MRS A possuem tendéncia de prolongar a permanéncia do paciente
no hospital em 40%, e de aumentar o custo do tratamento em pelo menos 32% [48]. Um
hospital universitario na Finlandia contabilizou o custo de um surto de MRS A de 14 meses de
duracdo em U$ 1.279.385,00 apenas para o tratamento dos pacientes e controle do surto,
desconsiderando a perda na receita do hospital devido a 11 leitos que foram fechados por um
periodo de 112 dias. Neste surto ocorreram 114 infec¢des por MRS A [49].

O custo da erradicagdio de MRSA no ambiente hospitalar ¢ elevado, em um hospital

escola na Suécia, foram gastos U$ 2.266.605,00 em uma politica radical de erradicagdo
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(Search and Destroy Intensive MRSA Control Programme), que levou 20 meses e que
demonstrou ser financeiramente vantajosa apds 24 meses sem casos de infec¢@o hospitalar por
MRSA [46]. Uma estratégia diferente foi adotada por um hospital alemdo, que optou pela
manuten¢do da prevaléncia de MRSA a 1%, sendo gasto nessa politica em torno de U$
1.729.000,00 [47]. Embora dispendiosas, todas as politicas de controle e erradica¢do de
MRSA demonstraram ser financeiramente vantajosas [46-50].

Dois fatores sdo importantes ao fazer o controle de um surto: a identificagdo rapida das
amostras coletadas e a andlise dos clones prevalentes [51-54].

A identificacdio de MRSA deve ser rapida para evitar uma disseminagdo das cepas
resistentes pelo hospital. O isolamento de pacientes MRSA positivos é recomendado em
diversos paises, porém se for realizado apds dois dias ou mais da admissdo do portador de
MRSA pode se tornar ineficiente na contengdo da disseminag@o dessas cepas [20]. Contudo,
caso o portador seja isolado em no maximo um dia apos a admissdo, a transmissdo de MRS A
¢ consideravelmente reduzida [54]. Essa velocidade no diagndstico esta sendo otimizada pelo
desenvolvimento de metodologias de PCR para identificacdo das amostras [12, 20, 21, 30, 51-
60]

A analise de clones prevalentes ¢ fundamental para o controle de surtos e da erradicagcdo
de clones epidémicos [21, 46, 53]. Em geral, surtos sdo produzidos por clones com grande
capacidade de disseminacdo e de causar infecg¢do [58-60]. Alguns clones possuem prevaléncia
tdo marcante que em pouco tempo se disseminam por varios hospitais de um pais, como
ocorreu com os clones USA300, nos EUA [61], Mu3 e Mu50 no Japdo [56], EMRSA-15 e
EMRSA-16 na Europa [58] e BEC no Brasil [59-60]. A identificacdo do padrio de
clonalidade das cepas responsdveis por um surto sd@o importantes pois podem levar a
identificacdo dos reservatorios de células que podem estar influenciando na manutengdo e
disseminacao dos clones prevalentes [21]. Através da andlise desses padrdes, foi possivel por
exemplo, identificar contaminagdo na casa de um funcionarios pelo mesmo clone responsavel
por um longo surto epidémico em um hospital alemao. O surto sé foi controlado apds a
descontamina¢do dos funcionarios, suas residéncias e itens pessoais [21]. Em outro caso, foi
possivel identificar o responsavel pela introducdo de um clone epidémico europeu em um
hospital sueco [46], € no Brasil, a anélise do padrdo polimérfico do DNA demonstrou a
disseminacgdo inter-hospitalar do clone epidémico brasileiro [59]. Duas técnicas sdo muito
utilizadas para realizar essas andlises: RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) e
PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) [62-65]. O PFGE ¢ uma técnica mais antiga, onde o

padrdo polimdrfico de DNA ¢ gerado pela digestdo do DNA por uma enzima de restri¢ao rara,
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usualmente a smal. E uma técnica muito eficiente na identificagio de disseminacdo inter-
hospitalar, mas demanda muito tempo de trabalho laboratorial especializado e possui um alto
custo experimental. A técnica de RAPD por outro lado ¢ mais simples, rapida e barata.
Contudo, até o momento as investigacdes utilizando esta técnica estdo limitadas ao uso intra-
hospitalar devido as diferentes condigdes empregadas em cada instituigdo.

Essas técnicas foram uteis para trazer novamente a questao sobre o papel do profissional
de satde na disseminagdo de infeccdo hospitalar. Apesar de ndo ser confirmado se esse
profissional realmente contribui [22, 66], diversos trabalhos com base em técnicas
moleculares descritas sugerem que profissionais, médicos e mais recentemente alunos [21,

62-65, 67-77] sdo veiculos importantes na disseminaga@o de clones epidémicos.

1.2.5 Infeccao Hospitalar no Brasil

Confirmando a tendéncia internacional dessa espécie de gerar clones com alta
capacidade de dissemina¢do e patogenicidade, foi descrito no Brasil um clone epidémico
regional, posteriormente denominado BEC, Brasilian Epidemic Clone. A caracterizagdo foi
realizada em 1995 por Texeira et al. [59] a partir de 152 cepas isoladas em hospitais do Rio
Grande do Sul, Rio de Janeiro ¢ Amazonas. Poucos anos depois da publicacdo que descrevia
este clone, outros hospitais da América do Sul, Europa e China identificaram cepas com o
mesmo perfil génico, caracterizando sua disseminacao global [78-84].

Apesar deste clone dominar a grande maioria dos hospitais brasileiros, outros clones
epidémicos também sdo freqiientemente isolados em hospitais do Brasil, como o clone Ny/Jp,
descrito no Japdo e Estados Unidos [85]. A disseminagdo em escala global sugere a
participacdo de individuos da comunidade como portadores e transmissores indiretos dessas
cepas. Tal fato gera a preocupagdo da dispersio de MRSA na populacdo que nao possui
contato com o hospital, o que, sem duvida, pode estar acontecendo. Em um estudo realizado
em Goidnia, no centro oeste brasileiro, amostras de 686 criangas da comunidade foram
analisadas, resultando na identificacdo de 7 (1,02%) portadores de MRSA multi-resistente
(SCCmec tipo 3: Figura 5, Tabela 2) [86]. Apesar de o nimero de portadores de MRSA ser
baixo, ¢ importante ressaltar que essas criangas ndo possuiam contato prévio com o hospital, o
que pode significar uma disseminacdo para comunidade.

Com o aumento do nimero de infecgdes causadas por MRSA, aumenta também o uso
de vancomicina, em muitos casos a unica droga ainda efetiva contra essas cepas. Contudo, o
aumento da pressdo seletiva levou ao isolamento, em 1997, da primeira cepa de S. aureus

resistente & vancomicina no Japao e, em 2000, no Brasil [56, 87]. Apesar do relato de outros
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paises sobre o isolamento de cepas resistentes a vancomicina, nenhum indicio de clonalidade

entre os isolados foi encontrado [117] .

1.2.6 MRSA nos Hospitais Universitarios Brasileiros

Os trabalhos publicados em hospitais universitarios brasileiros relatam principalmente a
ocorréncia de surtos [88], colonizacdo de pacientes [89] e colonizagdo da equipe [78, 90].

Em um estudo realizado em um hospital universitario em Londrina, a colonizagio por S.
aureus em membros da equipe médica foi proxima a normalmente encontrada na
comunidade: 17,68%, sendo 1,19% portadores de MRS A [90]. Em Goiania, foi relatada uma
alta freqliéncia de portadores de S. aureus na equipe médica, 84,7%, sendo 9,7% portadores
de MRSA [78]. Nesse mesmo hospital, a média de casos de sepse causada por MRSA em
individuos acima de um ano de vida foi de cinco para 1000 pacientes admitidos,
correspondendo a 111 casos em 48 meses de estudo (janeiro de 2000 a dezembro de 2001). A
taxa de mortalidade nesses casos foi de 35,1% [88]. Em paises desenvolvidos, a ocorréncia de
sepse nosocomial raramente ultrapassa 1,5 por 1000 pacientes admitidos [91-92], mas a taxa
de mortalidade relatada ¢ de até 40% [7, 9, 28, 34, 93].

No Hospital Universitario de Uberlandia foi realizado um estudo acerca da colonizagdo
de neonatos, onde foi verificado que 30 dos 143 nascidos durante os trés anos de estudo
estavam colonizados por MRSA. Contudo apenas nove destes foram efetivamente infectados

[89].
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2- OBJETIVOS

A primeira proposta deste trabalho foi realizar um levantamento de portadores
assintomaticos de Staphylococcus aureus com ou sem resisténcia a oxacilina e a vancomicina
entre funciondrios e alunos do Hospital Universitario de Brasilia, abrangendo o maior numero
de classes profissionais e identificando assim quais os grupos poderiam estar envolvidos na
disseminag@o de clones epidémicos. A segunda proposta foi padronizar um protocolo para
identificagcdo molecular de S. aureus e de genes de resisténcia a antibioticos, sugerindo assim
uma metodologia alternativa para um diagndstico mais rapido e preciso.

Dessa forma, os objetivos especificos deste trabalho sdo:

- Levantamento da ocorréncia de individuos portadores assintomaticos de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

dentre alunos e funcionarios do Hospital Universitario de Brasilia.

- Padronizar um protocolo de procedimentos moleculares visando a identificacio
de Staphylococcus aureus e de genes de resisténcia aos antibidticos oxacilina e

vancomicina.
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3- METODOLOGTIA

3.1 Local e periodo do estudo

Este estudo foi realizado com amostras obtidas no Hospital Universitario de Brasilia
(HUB) ao longo do no de 2006, com a exce¢do do grupo controle, que foram coletadas junto a
comunidade de Brasilia no inicio de 2008.

As coletas executadas no HUB foram realizadas em setores especificos do hospital. Os
principais locais e o periodo de coleta sdo descritos abaixo, juntamente a caracterizacdo dos

respectivos grupos amostrados.

3.2 Caracterizacio dos grupos amostrados

Para caracterizar o perfil dos portadores assintomaticos de Staphylococcus aureus com
ou sem resisténcia a oxacilina e a vancomicina no ambito do HUB, cinco grupos de individuos
foram analisados neste estudo: alunos, técnicos, equipe médica, pacientes e comunidade. As

caracteristicas de cada um destes grupos sdo descritas a seguir.

3.2.1 Alunos

Individuos regularmente matriculados nos cursos de medicina, enfermagem ou
odontologia da Universidade de Brasilia, cursando disciplinas ministradas totalmente, ou em
parte, no ambiente do HUB. As amostras foram coletadas durante o periodo letivo de 2006 em

salas de aula no campus da UnB.

3.2.2 Comunidade

Individuos que residiam em Brasilia, Distrito Federal, ha pelo menos 2 anos e que nao
possuiam qualquer familiar ou amigo préximo que trabalhasse ou tivesse sido internado por
mais de um meés, no ultimo ano em um hospital, clinica ou laboratorio de microbiologia ou de
analises clinicas. As amostras foram coletadas durante os meses de Janeiro e Fevereiro de 2008

em dois cursos preparatorios para concursos, nos trés turnos de aula.

3.2.3 Equipe médica

Profissionais que atuassem no Hospital Universitario de Brasilia, em contato direto com
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os pacientes. Foram enquadrados nesta categoria: médicos, enfermeiros, técnicos e auxiliares de
enfermagem. As amostras foram coletadas entre Janeiro e Setembro de 2006 principalmente

nos setores: UTI, Clinica Cirtrgica, Centro Cirtrgico e Pediatria

3.2.4 Pacientes

As amostras deste grupo foram obtidas a partir de hemocultura e pontas de cateter de
individuos internados em qualquer setor do HUB. As amostras foram coletadas entre Janeiro e
Setembro de 2006 pela equipe do HUB e fornecida pelo laboratério de microbiologia do HUB
apés o procedimento rotineiro de identificagdo do microrganismo causador do processo
infeccioso. Todas os isolados fornecidos foram identificadas pelo laboratério do hospital como
Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (ORSA). A fim de confirmar a identificagdo e o
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, todas as amostras foram submetidas aos mesmos

testes de caracterizacgdo realizados com as amostras dos outros grupos.

3.2.5 Técnicos

Profissionais que atuassem no HUB sem contato direto com pacientes, podendo exercer
funcdo na area administrativa, na higienizagcdo do hospital (UTI, Clinica Cirtrgica e Pediatria)
na lavanderia, no refeitorio, ou alocados em servigos gerais do hospital. As amostras deste

grupo foram coletadas entre Janeiro e Setembro de 2006.

3.3 Critérios de exclusio.

Para evitar que as amostras coletadas ndo representassem corretamente os grupos
estudados, alguns critérios foram determinados para selecionar os voluntarios desse estudo. As
informagdes necessarias para inclusdo ou exclusdo de determinado individuo em cada grupo
foram obtidas por meio de entrevista e formulario de identificagdo (Apéndices A e B), a ser
preenchido pelo voluntario.

Foram excluidas do estudo as amostras de pacientes fornecidas pelo HUB que, pela

metodologia proposta neste estudo, ndo confirmaram a identificagdo inicial feita pelo hospital.

3.4 Consentimento livre e esclarecido.

Todas as amostras coletadas neste estudo foram fornecidas por livre e espontanea
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vontade. Todos os doadores possuiam conhecimento dos objetivos desta pesquisa e
consentiram com a utilizacdo das amostras para as analises e procedimentos necessarios, de

acordo com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice C).

3.5 Apreciacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de Brasilia.

Antes do inicio deste estudo, o projeto foi apreciado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia, sendo aprovado conforme o parecer em anexo

(Anexo A)

3.6 Meios de cultura

Durante a realizag¢@o do estudo, os seguintes meios de cultura foram utilizados:

Meio Baird Parker (Acumedia)

Meio base:

Peptona de caseina 1,0 % (p/v)
Extrato de carne 0,5 % (p/v)
Extrato de levedura 0,1 % (p/v)
Piruvato de sédio 1.0 % (p/v)
Glicina 1,2 % (p/v)
Cloreto de litio 0,5 % (p/v)
Agar bacteriologico 1,5 % (p/v)
Agua destilada

pH final (a 25°C) 7,0+ 0,1

Esterilizado em autoclave, a 121°C/1 atm/20 min

Suplemento:

Emulsédo de gema de ovo com

telurito de potéssio 5,0 % (v/v)

O meio base foi preparado conforme as instrucdes do fabricante, esterilizado e apos

resfriamento a aproximadamente 45°C, adicionava-se o suplemento, sob condi¢des assépticas.
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Caldo Luria-Bertani (LB)

Peptona de caseina 1,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)
Agua destilada

pH final (a 25°C) 7,2+0,1

Esterilizado em autoclave, a 121°C/1 atm/20 min

Agar Luria-Bertani (LB)
Meio LB adicionado de 4gar bacteriologicoa 1,5 % (p/v)
pH final (a 25°C) 7,2+ 0,1

Esterilizado em autoclave, a 121°C/1 atm/20 min

Meio Manitol-Sal agar (Acumedia)

Peptona Proteose 1 % (p/v)
Extrato de Carne 0,1 % (p/v)
Cloreto de Sodio 7,5 % (p/v)
D-Manitol 1,0 % (p/v)
Vermelho Fenol 0,0025 % (p/v)
Agar bacterioldgico 1,5 % (p/v)
Agua destilada

pH final (a 25°C) 7,4 +0,2

Esterilizado em autoclave, a 121°C/1 atm/20 min

O meio foi preparado conforme as instrucdes do fabricante, esterilizado e apds o
resfriamento a aproximadamente 60°C, foi vertido em tubos que foram mantidos inclinados até

seu resfriamento.

Agar Mueller Hinton agar (Acumedia)

Extrato de carne 0,20 % (p/v)
Caseina acida hidrolisada 1,75 % (p/v)
Amido 0,15 % (p/v)
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Agar bacteriologico 1,5% (p/v)
Agua destilada
pH final (a 25°C) 7,3 +0,1

Esterilizado em autoclave, a 120°C/1 atm/20 min

Meio para analise da atividade de coagulase

Plasma de sangue de coelho (Coaguplasma - Laborclin) 50 % (v/v)

Inéculo em LB com 18 horas de crescimento 50 % (v/v)

O Plasma de sangue de coelho liofilizado foi diluido com solugdo fisiologica estéril,

conforme instrug¢des do fabricante

3.7 Solugdes, tampdes e enzimas.

As seguintes solucdes, tampdes e enzimas foram utilizados:

Clorofil
Cloroformio 24 v
Alcool Isoamilico lv

Equilibrado com 0,25 v de tampao TE e estocado ao abrigo da luz.

Fenol Saturado (BioAgency)

Fenol 1,0 v
8-hidroxiquinolina 0,1 % (p/v)
Saturado com tampao TE. Estocado a 4 °C protegido da luz.

pH final (a 25°C) 7,6 £ 0,3

Glicerol 70%
Glicerol 70 % (v/v)
Agua destilada 30 % (v/v)

Esterilizado em autoclave, a 121°C/1 atm/20 min



Soluc¢io de Brometo de Etidio
Brometo de Etidio

Agua destilada gsp

Solucio Fisiologica
Cloreto de Sodio

Agua destilada gsp
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10 mg/mL
5ml

0,9 % (p/v)
500 ml

Tampio de Amostra (10X) para eletroforese em gel de agarose

Glicerol
Azul de bromofenol
Xileno de cianol

Agua destilada gsp

Tampao de Corrida Tris-Borato -TEB (10X)

Trizma base
Acido bérico
EDTA

Agua destilada gsp
pH final: 8,0

Tampao TE
Tris-HCI, pH 7,5
EDTA, pH 7,5

Agua destilada gsp

Enzimas

50 % (v/v)
0,1 % (p/v)
0,1 % (p/v)
15 ml

0,89 M
0,89 M
0,02 M
1000 ml

10 mM
10 mM
50 ml

Tag DNA polimerase — 5U/ul (Invitrogen Life Technologies)

Tag DN A polimerase — 5U/ul (Phoneutria)

Tag DNA polimerase — 5U/ul (CENBIOT - RS)
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Marcadores de massa molecular (MM)

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies — N° de catdlogo: 10787-018) —
fragmentos de 100 a 12000 pb.

TTSS Ladder (Confeccionado no lab. de microbiologia) fragmentos de 250 a 1200 pb
correspondentes a genes do sistema de secregdo tipo III (TTSS) da linhagem E2346/69

de Escherichia coli.

3.8 Procedimentos experimentais

3.8.1 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas empregando-se swabs estéreis, umedecidos em solugdo de
NacCl 0,9% estéril.

Duas amostras foram coletadas de cada individuo, uma nasal e uma sub-ungueal (exceto
no grupo Pacientes). As amostras nasais foram coletadas friccionando o swab na regido
anterior da fossa nasal. As amostras sub-ungueais foram coletadas do primeiro digito da mao
direita dos individuos destros, ou na esquerda, caso o individuo fosse canhoto.

Apos a coleta, os swabs foram mantidos em tubos contendo solugdo fisioldgica por no
maximo 12 horas, sendo entdo inoculados em meios de cultura seletivos e diferenciais, para o
isolamento e caracterizagdo presuntiva, os quais foram confirmados por meio de testes
bioquimicos.

A estratégia de coleta e transporte foi testada quanto a taxa de recuperagdo de S. aureus
no inicio do estudo. Para tanto, apds as amostras terem sido coletadas, estas eram levados ao
laboratorio e inoculadas nos meios de cultura adequados, em um prazo méaximo de 12 horas.
Testes de inoculagdo realizados apds periodos superiores a 12 horas revelaram que o prazo

maximo adotado nio influenciou a taxa recuperagdo das amostras.

3.8.2 Isolamento
As amostras foram transportadas ao Laboratdrio de Microbiologia da Universidade de
Brasilia e inoculadas diretamente em placas de Petri de 10ml contendo o meio de cultura Baird

Parker (BP) enriquecido com uma emulsido de ovo contendo telurito de potassio, e incubadas a

37°C por 24 horas.
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3.8.3 Caracterizac¢iao bioquimica

As colonias com crescimento caracteristico em BP foram entdo selecionadas e
submetidas a dois testes com o intuito de confirmar a identificagdo presuntiva de
Staphylococcus aureus: crescimento em agar manitol-sal, com producdo de acido a partir da

fermentacdo de manitol e o teste da coagulase em tubo.

3.8.3.1 Fermentacio de Manitol

Para o teste de fermentagdo de manitol, foi utilizado o meio de cultura 4gar manitol-sal
em tubo inclinado (Figura 3.2). As coldnias isoladas em Baird Parker foram inoculadas em
caldo Luria-Bertani (LB) e incubadas por 24 horas a 37°C sem agitagdo. Em seguida, uma
aliquota do crescimento foi inoculada com uma alga de platina nos tubos contendo agar

manitol-sal, e incubadas nas mesmas condi¢des de temperatura e tempo.

3.8.3.2 Producio de Coagulase

O plasma liofilizado foi diluido em 3 ml de solugdo salina estéril, de acordo com as
instrugdes do fabricante, sendo entdo transferida uma aliquota de 0,5 ml a um tubo contendo o
mesmo volume de uma cultura em LB (caldo) da amostra suspeita, previamente cultivada por
18 horas a 37°C. O sistema foi incubado a 37°C, e as leituras realizadas apds 4 e 24 horas de
incubag@o, verificando-se a ocorréncia de formagao de coagulo.

Foram considerados portadores de S. aureus todos os individuos que tiveram amostras

positivas neste teste, seja sub-ungueal e/ou nasal.

3.8.4 Caracterizacio do perfil de sensibilidade a oxacilina e a vancomicina

Para a realizacdo deste teste, as amostras foram inicialmente cultivadas em caldo LB, a
37°C por uma noite. Em seguida, foram inoculadas em placas de Petri contendo agar Mueller
Hinton e incubadas novamente a 37°C por 24 horas. A partir de uma area com crescimento
homogéneo desta placa, um indculo foi retirado e testado em placas de Agar Mueller Hinton
contendo a droga a ser testada incorporada.

Para determinagdo da concentragdo inibitoria minima (MIC), cada amostra foi inoculada

em 6 placas contendo diferentes concentragdes da droga a ser estudada: 0, 2, 4, 6, 8 ¢ 16 mg/l .
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Cada placa de Petri de 20ml possuia um grid de 52 campos, sendo 48 campos destinados as
amostras, 1 campo para o controle negativo, a linhagem de S. aureus ATCC 29213, e 3
controles positivos, isolados de pacientes do HUB e caracterizados previamente como
MRSA.

O MIC foi determinado apds 24 horas de incubagdo a 37°C, pela auséncia de crescimento
na menor concentrag¢do de antibidtico testado.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.8.5 Manutencio das linhagens bacterianas
Ap6s o isolamento e a identificagdo bioquimica, as amostras foram armazenadas em meio
LB contendo 35% de glicerol, a —20°C. Sempre que necessario, aliquotas de 60 a 100 pl foram

inoculadas em meio LB e incubadas a 37°C, por uma noite.

3.8.6 Extracio e purificacido de DNA total

Resumidamente, o protocolo consiste em (escala de 3,0 mL de cultura):

1. A partir de uma cultura inoculada em 5 mL de LB e incubada a 37°C por uma noite,
transferir cerca de 1,5 mL da culturas para tubos tipo eppendorf e centrifugar a 6000
RPM por 6 min. Descartar o sobrenadante;

Repetir o mesmo procedimento;

Ressuspender o sedimento em 200 ul de tampao TE;

Adicionar 20 ul de lisozima 100mg/ml e incubar no gelo por 15 min.;

Adicionar 200 ul de fenol hidratado;

Homogeneizar em vortex por 5 seg.;

Centrifugar 6000 RPM /6 min.;

Coletar a fase aquosa e transferir para um tubo novo;

o ® =N kWD

Adicionar 200 ul de Clorofil;

—
=)

. Homogeneizar suavemente invertendo o tubo;

—_—
—

. Centrifugar a 6000 RPM /6 min.;

[a—
[\

. Transferir a fase aquosa para um tubo novo;

[a—
(98]

. Adicionar NaCl 5M para uma concentra¢ao final de 0,3M;
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14. Homogeneizar suavemente invertendo o tubo;

15. Adicionar 2,5 volumes de etanol 100% gelado;

16. Homogeneizar suavemente invertendo o tubo;

17. Incubar durante a noite a -20°C;

18. Centrifugar a 13000 RPM /20 min.;

19. Descartar o sobrenadante;

20. Lavar o sedimento com 500 ul de etanol 70% gelado;
21. Centrifugar a 13000 RPM /20 min.;

22. Descartar o sobrenadante;

23. Deixar o sedimento secar;

24. Ressuspender em 50 ul de Tris-HCl 10 mM pH 7,5;
25. Armazenar a -20° C.

Todos os procedimentos de extragdo de DNA foram realizados utilizando trés controles:
S. aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis, e Escherichia coli. Apds o término do
protocolo de extracdo, uma aliquota de 5 pl de cada amostra foi analisada em ensaio de
eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) corado com brometo de etidio. As amostras que ndo
apresentavam bandas referentes ao DNA cromossomal foram novamente submetidas a

extracdo de DNA.

3.8.7 Ensaios de PCR

Durante o desenvolvimento deste trabalho, ensaios de PCR foram realizados em diversas
condi¢des, a fim de obter-se uma melhor eficiéncia e maior confiabilidade nos resultados.
Abaixo sdo descritas as condigdes gerais empregadas.

Na primeira etapa, foram determinados os genes alvo, seguido da construgéo e sintese
dos iniciadores (Tabela 3). A determinagio da seqiiéncia dos iniciadores foi realizada utilizando
os softwares “CLC Combined Workbench” versdo 4.0, produzido pela “CLC Bio”, e o
software “Primer!” versdo 1.0, produzido pela “Apple PI Sowftware”. Os genes codificadores
da enzima coagulase, da proteina A e da nuclease termoestavel foram escolhidos em fungado da
especificidade, com o intuito de gerar produtos de amplificagdo apenas na espécie em estudo.

Os iniciadores cujos alvos sdo genes codificadores de enzimas relacionadas a resisténcia a
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antibioticos (mecA e vanA) foram definidos de forma a abordar todos os subtipos ja

encontrados desses genes na espécie em estudo.

Tabela 3. Lista dos iniciadores utilizados, seqiiéncias nucleotidicas ¢ tamanho do fragmento
esperado para cada par.

Iniciador Seqiiéncia Tamanho do produto
coag-for 5"-TTATTG ATG ATT TCT TTA TGG - 3’ 719 pb
coag-rev 5"-ACG GAT ACCTGT ACC AGC -3’

ptnA-for 5" - GAC GAT CCT TCA GTG AGC- 3’ 478 pb
ptnA-rev 5" - ACAACAAGT TCT TGA CCA GG- 3’

nuc-for 5"- TAATTA AAG CGATTG ATG GTG- 3’ 306 pb
nuc-rev 5"- TAAACA TAA GCAACT TTA GCC -3’

mecA-for 5"-TGC TAT CCA CCC TCA AAC -3’ 906 pb
mecA-rev 5"-CCT GAG ATT TTG GCATTG -3’

vanA-for 5" -AGT TGC AAT ACT GTT TGG G- 3 694 pb
vanA-rev 5"-GCCTGATTT GGT CCACC-3’

Os experimentos de PCR foram realizados em um termociclador MJ, empregando

sistemas com um volume final de 30 ul contendo:

DNA

Tampao de reagdo

MgCIZ

Iniciador A

Iniciador B

dNTPs

Taq DNA polimerase

50 ng
1X

2,5 mM
0,3 uM
0,3 uM
0,2 mM

1,5U/sistema

As condig¢des empregadas nos ensaios de PCR encontram-se descritas abaixo, sendo que

para os diferentes pares de iniciadores ¢ DNAs moldes, as temperaturas de anelamento

variaram de 48 a

55°C.
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1 - Desnaturagdo a 95°C/2 min.

2 - Desnaturagdo a 95°C/1 min.

3 - Anelamento 45-55°C/1 min.

4 - Extensdo a 72°C/1 min.

5 - Repeti¢do das etapas 2 a 4 por 35 vezes
6 - Extensdo a 72°C/S min.

7 - Manutengao a 4°C

Os produtos resultantes dos diferentes ensaios foram analisados por meio de

eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de etidio.

3.8.8 Analise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose
Para anélise dos produtos das reagdes de PCR, foram realizados ensaios de eletroforese
em gel de agarose. Os géis foram preparados com 1% (p/v) de agarose em tampado TEB Ix,

corado com brometo de etidio a uma concentracdo final de 0,4 pg/ml e fotografado sob ultra-

violeta (UV-B A = = 295 nm).

3.9 Analises estatisticas
Foi realizado o teste estatistico %’ através do programa SPSS (versio 16.0 para
Macintosh) com corre¢do de Yates ou Fisher, para detectar correlagdes entre os dados dos

diferentes grupos, considerando o nivel de significancia de 5%.
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4 -RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amostragem
Foram coletadas 511 amostras de 269 individuos. As amostras foram
organizadas em 5 grupos: Alunos, Técnicos, Equipe Médica, Pacientes e Comunidade

(Tabela 5 e Grafico 2).

Tabela 5: Numero de amostras coletadas divididas por grupos

Grupo Individuos Amostras
Alunos 56 109
Equipe Médica 61 120
Técnicos 49 98
Comunidade 68 136
Pacientes 35 48
Total 269 511

Cinco amostras foram excluidas devido a erros em sua manipulagdo durante os
experimentos, trés de alunos e duas da equipe médica. Ocasionalmente, mais de uma
amostra do mesmo paciente foi recebida, em geral nos casos de multiplos focos de

infeccdo ou em infecgdes recorrentes.

Namero de individuos participantes

Pacientes 35

Comunidade

68

Técnicos

Equipe Médica |51

-~ B

o 20 40 60 80

Alunos

Grafico 2: Numero de individuos de cada grupo amostrado. Grupos de estudo:
Alunos, Técnicos e Equipe Médica. Grupos controle: Comunidade (negativo) e
Pacientes (positivo).
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4.2 Caracterizaciao microbiolégica e bioquimica de Staphylococcus aureus

Todas as amostras foram submetidas aos mesmos testes e procedimentos
visando o isolamento e caracterizacdo de Staphylococcus aureus. As andlises foram
realizadas na seguinte seqiiéncia: coleta, transporte, semeadura em BP, semeadura em

manitol-sal, coagulase e teste de suscetibilidade a oxacilina e a vancomicina.

4.2.1 Primeiro inéculo: Agar Baird Parker

Embora em varios de trabalhos relacionados a identificagdo de portadores
assintomaticos de S. aureus, as amostras coletadas dos individuos sdo inoculadas
diretamente em agar manitol-sal [21, 73, 94-96], optamos por utilizar o meio BP
como meio inicial de isolamento, uma vez que consideramos que, devido a sua
composi¢do quimica, o meio BP propiciaria condicdes menos drésticas para o
isolamento das linhagens de S. aureus.

O meio de cultura Baird Parker (BP), ¢ caracterizado pela inibicdo do
crescimento de diversas espécies de bactérias Gram negativas e positivas. Devido a
adi¢do dos reagentes cloreto de litio e telurito de potéssio, além da adi¢do de uma
emulsdo contendo gema de ovos, este meio de cultura seleciona principalmente
Proteus mirabilis, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus. Uma vez que
cepas do género Staphylococcus sdo capazes de reduzir o composto telurito de
potassio, suas colonias adquirem uma coloragdo diferencial, podendo variar de cinza
claro a preto. Tanto as espécies S. aureus e S. epidermidis caracterizam-se pela
coloracdo negra e brilhante. A diferenciacdo entre essas duas espécies ocorre devido a
acdo da enzima lecitinase, produzida por S. aureus, que atua sobre a emulsdo de ovo,
uma fonte de lecitina, produzindo um halo branco ao redor das colonias (Figura 8).

Os isolados que originavam colonias redondas, convexas, de coloracdo negra,
brilhantes e com um halo branco ao redor foram selecionadas como provaveis
linhagens de S. aureus, sendo entdo utilizadas nas etapas adicionais de caracterizag@o
presuntiva deste microrganismo.

Das 511 amostras testadas em BP, incluindo os grupos de estudo e dois grupos
controle, 483 (94,5%) foram consideradas como positivas. Nos grupos de estudo,
(Técnicos, Equipe Médica e Alunos), 94,5% (309 de 327) amostras foram positivas.
No grupo Comunidade, 92,5% (126 de 136) foram positivas, e no grupo Pacientes,

conforme o esperado, todas as 48 amostras foram positivas (Tabela 6).
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Figura 7.: Colonias caracteristicas do género Staphylococcus em meio de
cultura Baird Parker.

Eventualmente, duas ou mais colonias provenientes de uma unica amostra
foram selecionadas. Estas colonias foram submetidas aos ensaios posteriores de forma

independente e os resultados associados as amostras de origem.

4.2.2 Crescimento em agar manitol-sal

O 4gar manitol-sal ¢ um meio seletivo e diferencial, também utilizado no
isolamento e identificacdo presuntiva de S. aureus. A seletividade deste meio de
cultura ¢ decorrente da alta concentragdo de sal (7,5% de NaCl), que inibe o
crescimento de diversas espécies, corrigindo assim, uma eventual sele¢do incorreta de
uma coldnia crescida em 4gar Baird-Parker. A incorporacdo do indicador de pH
vermelho fenol ao meio, torna-o de natureza diferencial, permitindo a verificacdo da
fermentag@o do d-manitol. Quando ocorre a fermentagdo do manitol, a acidificagdo do
meio de cultura resulta na producdo de uma coloragdo amarela (Figura 9), tipica de S.
aureus. Esta propriedade possibilita a distincdo de diversas espécies, incluindo S.
epidermidis, que ¢ o representante do género mais comum na microbiota humana
[27]. Em alguns casos negativos, o meio adquire a coloracdo rosa devido a
alcalinizag@o gerada pela hidrolise de proteinas proveniente do extrato de carne ou da
peptona.

A semeadura em meio manitol sal foi realizada com todas os isolados
consideradas positivas em BP, visando a separagdo destas em dois grandes grupos:
Staphylococcus manitol positivo e negativo. Foram consideradas como S. aureus

aqueles isolados capazes de produzir acido a partir da fermentacdo de d-manitol apos
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24 horas a 37°C.
Dos 483 isolados previamente selecionados em BP, 292 foram considerados

positivos para S. aureus, o que representa 57,1% do total de amostras coletadas (511).

. a4 . ‘ ‘

Figura 8. A esquerda, preparagdo do 4gar Manitol-sal em tubo inclinado. A
direita, uma comparagdo entre um resultado positivo (amarelo), um negativo (rosa) e
um tubo ndo inoculado.

Em relag¢do aos grupos estudados, os Alunos corresponderam a 63,3% (69 de
109) das amostras positivas, Equipe Médica 43,3% (52 de 120), Técnicos 65,3% (64
de 98), Comunidade 43,4% (59 de 136). Novamente, de acordo com o esperado, no
grupo Pacientes todas as 48 amostras foram positivas (Tabela 6).

Estes resultados revelam a importidncia da semeadura em mais de um meio
seletivo e diferencial, quando se tem por finalidade a identificacdo de S. aureus, a
partir de um grande numero de amostras. A utilizacdo destes dois procedimentos
indica que o meio BP ¢ util para um primeiro isolamento das linhagens bacterianas
isoladas dos individuos, mas que a posterior semeadura em agar manitol-sal, por suas
caracteristicas mais estringentes devido a alta concentracdo de NaCl, enriquecem o0s
provaveis isolados de S. aureus.

Assim, os resultados obtidos nestas primeiras analises revelam que no grupo
Alunos, 66,99% dos isolados previamente selecionados como S. aureus em meio de
cultura Baird Parker, confirmaram tal identificacdo presuntiva. No grupo Equipe
Meédica, apenas 46,84% foram positivas nesta segunda avaliacdo. No grupo Técnicos,

46,82% foram positivas e no grupo Comunidade, apenas 46,82%. No grupo Pacientes,
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todos os isolados presuntivamente identificadas como S. aureus no meio BP foram

também positivas no Agar Manitol-Sal.

Tabela 6: Isolados identificados presuntivamente como S. aureus, apos as duas
primeiras etapas de identificagdo em meios de cultura seletivos e diferenciais.

Grupo Coletadas | Pos. em BP | Pos. Manitol
Aluno 109 103 69
Equipe Médica 120 111 52
Técnico 98 95 64
Comunidade 136 126 59
Paciente 48 48 48
Total 511 483 292

Apesar da fermentacdo de manitol ter sido utilizada como critério de
identificacdo presuntiva de S. aureus, outras espécies de Staphylococcus podem
também apresentar o carater positivo de fermentacao de manitol [27]. Algumas destas
podem, eventualmente, estar associadas a infec¢des hospitalares, especialmente S.
epidermidis, S. haemolyticus e S. saprophyticus [97-98]. Entretanto, de acordo com
Koneman et al [27], dentre as espécies de Staphylococcus de importancia médica,
apenas S. aureus ¢ capaz de produzir a enzima coagulase, alvo do proximo teste para
caracterizacdo microbioldgica.

Assim, aqueles isolados capazes de crescer em manitol sal, promovendo a
fermentagdo do agucar (acidificagdo do meio), foram selecionados para a analise da
presenga de coagulase, uma caracteristica tipicamente associada as espécies de S.

aureus.

4.2.3 Coagulacio de plasma de coelho

Esse ensaio foi utilizado como teste bioquimico confirmatorio para a
identificacdo de Staphylococcus aureus nos isolados selecionados.

De acordo com a literatura [27], somente cinco espécies de Staphylococcus s@o
capazes de produzir a coagulacdo de plasma sanguineo, na presenca de anti-
cogulantes. No entanto, tais espécies podem ser diferenciadas pela fermentagdo do
manitol, onde apenas S. aureus, S. intermedius e S. schleiferi subsp. coagulans
produzem acido na fermentagao de d-manitol em 24 horas. Além disso, as espécies S.
schleiferi e S. intermedius ndo colonizam o homem, sendo normalmente encontradas
na microbiota de cdes e cavalos [27]. Apesar de existirem relatos de isolamento

dessas espécies em homens, estes correspondem a casos raros, nos quais os individuos
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estabeleciam grande contato com os animais citados e as infec¢des ndo produziam
grandes conseqiiéncias como surtos, sepse ou obitos [99-100].

Portanto, os isolados positivos em manitol-sal que produziram coagulo neste
teste foram consideradas Staphylococcus aureus.

Em relacdo ao niumero de amostras, no grupo Equipe Médica, dos 52 isolados
presuntivamente caracterizados como S. aureus, 35 (67,30%) foram positivos; em
Alunos, 51 de 69 (73,91%) foram positivos; em Técnicos, 35 de 64 (54,68%) foram
positivos; no grupo Comunidade, 13 de 59 (22,03%) isolados foram positivos € no

grupo Pacientes, 45 de 48 (93,75%) foram positivos (Tabela 7).

Tabela 7: Resultado do teste de coagulagdo de plasma de coelho, dos isolados
previamente caracterizadas como S. aureus, em Agar Manitol-Sal.

Descricao Manitol-Sal Coagulase
Positivas Positivas
Aluno 69 51
Equipe Médica 52 35
Técnico 64 35
Comunidade 59 13
Paciente 48 45
Total 292 179

Novamente, os resultados obtidos indicam que o cultivo em meios seletivos e
diferenciais sdo muito Uteis na caracterizagdo presuntiva de S. aureus, mas que, no
entanto, ndo podem ser considerados definitivos, sendo necessaria a realizacdo do
teste de coagulase para a confirmagao da caracterizagdo da linhagem em estudo como
S. aureus.

Os dados resultantes do teste de coagula¢do revelam que dos varios isolados
considerados positivos em agar manitol-sal, um numero menor foi definitivamente
caracterizado como pertencente a espécie S. aureus.

Estatisticamente, a difereng¢a entre o numero de portadores de S. aureus do
grupo Comunidade em relagdo a cada um dos outros grupos estudados é significativa
(P =<0,001).

Desta forma, se considerarmos as amostras totais, inicialmente coletadas,
verificamos que a frequencia de amostras definitivamente identificadas como S.
aureus, nos diferentes grupos analisados foi de: Alunos: 46,79%; Equipe Médica:
29,17%; Técnicos: 35,71%; Comunidade: 9,56%; Pacientes: 93,75% (Tabela 8 e
apéndice D)).
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Tabela &: Numero de amostras identificadas como S. aureus e ntimero de
individuos portadores de S. aureus.

Grupo Total de Total de Amostras Numero de
Individuos amostras confirmadas individuos
coletadas S. aureus portadores
Alunos 56 109 51 39 (69,6%)
Equipe Médica 61 120 35 29 (47,5%)
Técnicos 49 98 35 25 (51,0%)
Comunidade 68 136 13 12 (17,6%)
Paciente 35 48 45 32 (91,42%)

Nosso estudo revela que dentre todos os individuos submetidos a analise,

descontando-se os pacientes, sabidamente infectados ou colonizados por S. aureus,

44,87% foram considerados como portadores assintomadticos, ou colonizados, e

55,13% como nio portadores

Estudos realizados em diversos paises revelam que, em relagdo aos portadores

assintomdticos de S. aureus, as frequéncias observadas em equipes médicas ¢ de

23,7% (revisado por Albrich, W. C. ef al., 2008) [66]. Nos trabalhos existentes sobre

portadores de S. aureus entre membros da equipe médica no Brasil, foram relatadas

frequéncias de portadores varia entre 33,3% e 84,7% [55, 90, 101, 102], o que coloca

o HUB com valores dentro dos numeros reportados.

Resultado da caracterizacdo bioquimica de S. aureus
individuos portadores x ndo portadores

B Individuos portadores M Individuos ndo portadores

Grafico 3. Frequéncia de portadores de S. aureus apds a caracterizagdo
bioquimica. Valores referentes aos grupos Alunos, Equipe M¢édica, Técnicos e
Comunidade. Somados, os grupos totalizam 234 individuos, dos quais 105 foram
considerados portadores.
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Caracterizagdo bioquimica de S. aureus Caracterizacgio bioquimica de S. aureus.
Populagdo Hospitalar Comunidade

82%

44%

56% 18%

W Individuos portadores M Individuos ndo portadores M Individuos portadores M Individuos ndo portadores

Grafico 4. A esquerda frequéncia de portadores de Staphylococcus aureus nos
grupos relacionados com o ambiente hospitalar (Alunos, Técnicos e Equipe Médica),
e a direita frequéncia de portadores de S. aureus na comunidade.

Tendo em vista a potencial gravidade das infecgdes por S. aureus,
especialmente aquelas provocadas por linhagens resistentes a varios agentes
antimicrobianos de uso corrente no tratamento de tais quadros, consideramos também
importante analisar o perfil de sensibilidade dos isolados caracterizados como S.
aureus a oxacilina e a vancomicina. A escolha destas drogas baseou-se no crescente
isolamento de linhagens MRSA (ou ORSA) e pelo fato de, nestes casos, a
vancomicina corresponder a droga de escolha no tratamento de pacientes [21, 30, 46,

47, 62-76, 100, 103-111].

4.2.4 Analise do padrio de suscetibilidade a oxacilina e vancomicina

Os 179 isolados caracterizados microbioldgica e bioquimicamente como
pertencentes a espécie Staphylococccus aureus foram entdo submetidos ao teste de
susceptibilidade a oxacilina (Gréafico 5) e a vancomicina, conforme descrito no item
metodologia. Destes isolados totais, 45 eram provenientes do grupo Pacientes
(controle positivo), sendo as demais subdivididas nos grupos de estudo, conforme
apresentado a seguir: 51 de alunos, 35 da equipe médica, 35 de Técnicos e 13 da
Comunidade.

Esta andlise foi realizada empregando-se dilui¢des seriadas das drogas, variando
de 2 a 16 mg/l, com a finalidade de fornecer dados que permitissem a avaliacdo da

concentracdo minima inibitéria (MIC) das drogas para cada isolado analisado [68].
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Padrio de suscetibilidade a oxacilina

57,14%

MSSA MIC=4mg/l BEMIC=6mg/l BEMIC=8mg/l EMIC>16mg/l

Grafico 5: Perfil de susceptibilidade a oxacilina dos isolados identificados como
S. aureus. Grupos: Alunos, Técnicos, Equipe Médica, Comunidade e Pacientes

Padrao de susceptibilidade a oxacilina em
cada grupo estudado

Alunos 18 1 17 = e Iy

Técnicos ! S S —— 8]
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Comunidade
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MSSA MIC = 4mgfl BMMIC = 6mg/l MMIC = 8mg/l EMIC = 16mg/

Grafico 6: Perfil de susceptibilidade a oxacilina das amostras identificadas
como S. aureus de cada grupo estudado..

De acordo com o CLSI (Clinical and Laboratory Standads Institute), cepas de S.
aureus devem ser consideradas MRS A quando possuem um MIC maior ou igual a 4
mg/l, em teste empregando oxacilina [69].

Apenas 33,52% (60 de 179) dos isolados foram suscetiveis a droga e 66,48%
(119 de 179) caracterizados como MRSA. Destes, 24 (20,17%) apresentaram MIC de
4mg/1; 16 (13,45%) MIC de 6mg/l; 11 (9,24%) MIC de 8mg/l e 68 (57,14%) MIC
maior ou igual a 16mg/1 (Gréfico 5).

Nenhum isolado apresentou crescimento nos ensaios empregando as mesmas
concentragdes de vancomicina.

Os genes que conferem resisténcia a multiplos antibidticos ao Staphylococcus
aureus estdo presentes em um cassete cromossomal chamado SCCmec

(Staphylococcal cassette chromosome mec), ¢ de acordo com Hiramatsu et al. [68], a
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incorporagdo do SCCmec ao cromossomo da célula ¢ seguida de uma série de
mutagdes que irdo determinar o nivel de resisténcia dessa cepa. Esse processo gera
uma heterogeneidade criando sub-populagdes com diferentes padroes de
suscetibilidade. Células que apresentam maior resisténcia a oxacilina podem nao ser
percebidos em testes de difusdo de disco, por este impor a pressdo seletiva de 2mg/1
de oxacilina a um nimero reduzido de células [69-70]. Assim, o teste realizado nesse
estudo produz um resultado mais preciso do perfil de resisténcia dos isolados
caracterizados como S. aureus, que pode passar despercebido por outras

metodologias.

4.3. Frequéncia de individuos portadores de Staphylococcus aureus susceptiveis
(MSSA) e resistentes a oxacilina (MRSA), em relacio a populacido total
analisada.

Dos 269 individuos que participaram deste estudo, 35 correspondiam a
pacientes internados no HUB, infectados por isolados de S. aureus previamente
caracterizados como MRSA. As amostras destes pacientes foram submetidas aos
testes de sensibilidade a oxacilina, uma vez que desconheciamos seus valores de MIC.
No entanto, para avaliarmos a frequéncia de individuos portadores de MSSA e
MRSA, o grupo pacientes foi descartado, resultando assim em um namero total de
234 individuos, separados nas seguintes categorias: Alunos - 56, Equipe Médica - 61,
Técnicos - 49 e Comunidade - 68.

Deste total de 234 individuos, 129 ndo eram portadores, 41 portadores de

MSSA ¢ 64 de MRS A (Grafico 7)

Caracterizacdo dos individuos analisados neste
estudo

M Individuos ndo portadores Individuos portadores de MSSA
M Individuos portadores MRSA

Grafico 7: Frequéncia de individuos portadores de MRSA. Valores referentes
aos grupos Alunos, Equipe Médica, Técnicos e comunidade.
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A fim de verificarmos a existéncia de diferengas significativas na frequéncia de
portadores de MSSA e MRSA em individuos vinculados ao hospital e aqueles da
comunidade, os dados foram analisados separadamente, para os dois grupos. Os
resultados revelam que ha, de fato, uma importante diferenca de portadores de MRS A
na populacdo hospitalar e na comunidade, uma vez que dentre os 166 individuos
associados ao hospital (56 alunos, 61 equipe médica e 49 técnicos), 73 (43.98%) eram
ndo portadores, 30 (18,07%) eram portadores de MSSA e 63 (37,95%) eram
portadores de MRS A (Grafico 8)

Caracterizcio dos individuos relacionados aoc ambiente
hospitalar

18,07%

B Individuos ndo portadores Individuos portadores de MSSA
B Individuos portadores MRSA

Grafico 8: Frequéncia de individuos portadores de MRSA dos grupos com

contato hospitalar: Alunos, Equipe Médica e Técnicos.

Por outro lado, dentre os 68 individuos da comunidade 56 eram nio portadores,

11 eram portadores de MSSA e 1 era portador de MRS A (Gréfico 9), indicando

Caracterizagdo dos individuos do
grupo comunidade

B Individuos ndo portadores Individuos portadores de M55A
B Individuos portadores MRSA

Grafico 9: Frequéncia de individuos portadores de MRSA no grupo Comunidade.

claramente uma diferenc¢a significativa na frequéncia de portadores de MRSA
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nas duas populagdes.

O isolamento de MRSA em funciondrios ¢ comum em varios hospitais no
mundo, mas uma frequéncia de 38% corresponde a um valor bastante elevado, tendo
em vista que a média internacional é de 5,4 % (revisado por Albrich, W. C. et al.,
2008) [66]. Embora outros trabalhos relatem frequéncias de portadores de MRSA
variando de 0% a 59%, a média internacional em hospitais onde MRS A ¢ considerado
endémico ¢ de 8,1%, tendendo a ser mais alta em paises do sul da Europa [46, 47] ¢
em paises em desenvolvimento [66]. No Brasil outros estudos relataram frequéncias
de portadores de MRSA de até 20% [55, 90, 101, 102].

A maioria dos estudos relacionados a funcionarios sem sintomas de infec¢do
abordam apenas uma classe profissional, normalmente médicos e enfermeiros que
lidam diretamente com pacientes acometidos de infecg¢@o por este agente [21, 65, 66,
69, 71, 73, 74, 102, 112,]. Assim, a comparagdo entre os resultados desta pesquisa e
estudos prévios € possivel apenas entre os grupos individualmente (Tabela 9 e
apéndice D).

No grupo Alunos foram identificados 39 portadores de S. aureus, sendo 30
(76,92%) portadores MRSA e 9 (23,08%) de MSSA. No grupo Técnicos foram
identificados 25 portadores de S. aureus, sendo 19 (76,0%) portadores de MRSA e 6
(24,0%) de MSSA. No grupo Equipe Médica, foram identificados 29 portadores de S.
aureus, sendo 14 (48,28%) portadores de MRSA e 15 (51,72%) de MSSA. No grupo
Comunidade foram identificados 12 portadores de S. aureus, sendo 1 (8,33%)

portador de MRSA e 11 (91,67%) de MSSA.

Tabela 9. Numeros e propor¢des dos resultados encontrados por
Grupo de Estudo e no grupo Comunidade.

N° Portadores de
Grupo G MRSA (%)
Alunos 56 39 (69,64%) 30 (76,92%)
Técnicos 49 25 (51,02%) 19 (76,0%)
Equipe Médica 61 29 (47,54%) 14 (48,28%)
Comunidade 68 12 (17,64%) 01 (8,33%)
Total 234 105 (44,87%) 64 (27,35%)
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Propor¢io de portadores por grupo

Comunidade |

Equipe Médica |

Técnicos |

Alunos |

¥ 1% 0% 3 4 0% L T Bl F ] 100%%

|l Niio Poriadores MSS5A  BIMRSA [

Grafico 10: Representacdo por proporcdo de cada grupo estudado. Cada
barra representa 100% das amostras do respectivo grupo. Os valores impressos
nas barras representam os valores absolutos do numero de individuos nao
portadores, portadores de S. aureus sem resisténcia a oxacilina (MSSA) e
portadores de S. aureus resistentes a oxacilina (MRSA).

O grupo Comunidade foi incluido no estudo a fim de podermos comparar os
resultados obtidos na populacdo hospitalar com uma populagido sem qualquer vinculo
com ambientes hospitalares. No entanto, nosso grupo Comunidade ndo deve ser
considerado como representativo da comunidade do Distrito Federal. Entre os fatores
que levam a essa limitagdo estdo os locais de coleta, que consistiram em salas de aulas
de curso preparatdrios, ou seja, recintos confinados, caracterizados pelo grande
transito de individuos que interagem diariamente, ¢ a amostragem, que foi pequena
frente ao numero de habitantes da regido. Contudo os valores sdo proximos aos de
estudos realizados em outros paises [66, 71, 74].

Na Tailandia, por exemplo, um estudo com 1838 individuos da comunidade
relatou uma frequéncia de portadores de S. aureus de 25,2% e uma frequéncia de
portadores de MRSA de 3,5% [71]. Outros estudos em diversos paises reportam
frequéncias similares [66]. No Brasil, estudos mostram frequéncias de até 37% de

portadores de S. aureus, e 3% de MRSA [72, 112].

4.4 Discussio e Relevancia dos Resultados Obtidos na Populacio Hospitalar
Além de relatar a frequéncia de individuos portadores de S. aureus MSSA e
MRSA dentre os funciondrios e alunos que freqlientam regularmente o HUB, os

resultados obtidos neste estudo permitem discutir alguns aspectos de grande
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relevancia em relagdo as medidas de prevencdo e controle de infecgdes hospitalares
por S. aureus, bem como as possiveis medidas a serem adotadas no sentido de
minimizar o grau de colonizagio dos profissionais e alunos que freqiientam o Hospital
Universitario.

Assim, passaremos a discutir alguns dos resultados obtidos nos diferentes
grupos estudados, abordando também as diferencas observadas nas sub-populagdes
que constituiam cada um dos grupos.

A frequéncia de portadores de S. aureus entre os grupos Equipe Médica e
Técnicos foi de 47,54% e 51,02%, respectivamente, o que ndo representa uma
diferenga significativa (P = 0,717). No entanto, a proporc¢io de portadores de MRSA e
MSSA nestas duas categorias diferiu consideravelmente (P = 0,037) (Gréfico 10).
Dentre os isolados identificados como S. aureus na Equipe Médica, 48,28% foram
caracterizados como MRSA e 51,72% como MSSA, enquanto no grupo Técnicos,
76% foram caracterizados como MRSA e 24% como MSSA. Essa diferenca pode ser
explicada com base em diversos fatores. Inicialmente, a menor frequéncia de MRS A
nos individuos do grupo Equipe Médica provavelmente é decorrente das praticas de
higienizacdo adotadas rotineiramente pelos individuos que estabelecem contatos
proximos com pacientes. Por outro lado, a alta frequéncia de MRSA observada nos
individuos do grupo Técnicos sugere que tal populagdo possa estar sujeita a uma
exposi¢do a objetos e materiais contaminados, uma vez que neste estudo, tais
individuos n2o mantinham contato direto com pacientes. Desta forma, o ambiente
pode atuar como fonte de contamina¢do. Além disso, € possivel que os individuos do
grupo Técnico ndo realizem com freqiiéncia as praticas de higienizagdo correntemente
adotadas pelo grupo Equipe Médica.

Na Alemanha, por exemplo, ao encontrar portadores de MRSA entre
funcionarios de um hospital, a administragdo iniciou um trabalho de descolonizagdo
do pessoal. Nesse processo, foram isoladas cepas geneticamente relacionadas a partir
de diversos objetos inanimados pertencentes a esses profissionais, como armarios do
proprio hospital, além de roupas, interruptores de luz, televisdes, sofds e diversos
utensilios domésticos, sugerindo assim, a importdncia do ambiente fisico como
reservatorio, permitindo que esses individuos atuassem como disseminadores de

linhagens de S. aureus [21].
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Tabela 10. Propor¢do do tipo de coloniza¢do por MRS A nos grupos de estudo

Grupo Total Nasal Sub-ungueal Ambos
Alunos 30 12 (40,0%) 13 (43,3%) 5 (16,6%)
Equipe Médica 14 9 (64,3%) 3 (21,4%) 2 (14,3%)
Técnicos 19 9 (47,4%) 5 (26,3%) 5 (26,3%)
Total 63 30 (46,9%) 21 (32,8%) 13 (20,3%)

Dentre os portadores de MRSA no grupo Técnicos, 73,68% (14 de 19)
apresentaram amostras positivas isoladas do nariz, sendo 9 de portadores
exclusivamente nasais e 5 amostras de portadores nasais e sub-ungueais (Grafico 11 e
Tabela 10 e apéndice D). O sitio corporeo do qual foi isolada a amostra de MRSA
pode também indicar o possivel estado de colonizacdo do individuo. Estudos
relacionados a descoloniza¢do de funcionarios relataram grande dificuldade em se
erradicar uma coloniza¢do nasal, enquanto a descolonizagdo sub-ungueal se mostrou
relativamente simples [21, 77]. Esses dados sugerem que existe uma maior
possibilidade de a colonizagdo sub-ungueal ser transitéria, enquanto a colonizagdo

nasal apresenta uma caracteristica mais estavel.

Locais de colonizacdo nos portadores de MRSA do HUB

Alunos
Equipe Médica

Técnicos

T L] T T T

0% 10% 20% 30 40% 50% 60% 70% 80% S50% 100

T 1

W Nasais M Ambos B Sub-ungueais

Grafico 11: Representacdo da propor¢do do tipo de colonizacdo por MRSA nos
grupos de estudo. Cada barra representa 100% das amostras do respectivo
grupo. Os valores impressos nas barras representam os numeros absolutos de
individuos colonizados apenas no nariz (vermelho), em ambos os locais (Azul)
e apenas nas unhas (verde).
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Nao ¢ possivel determinar se os funcionarios envolvidos neste estudo sdo
portadores transitorios ou estaveis, visto que apenas uma amostra foi coletada dos
sitios de cada individuo. Contudo, uma possivel exposi¢do a objetos e materiais
contaminados, sugerida pela alta frequéncia de portadores de MRSA neste grupo,
pode estar contribuindo para uma colonizacdo mais estavel, evidenciada pela
frequéncia de portadores nasais.

Ao mesmo tempo que a colonizacdo nasal pode corresponder a um potencial
reservatdrio desses microorganismos, a colonizacdo sub-ungueal pode desempenhar
papel crucial na disseminagdo de cepas epidémicas [21, 31, 46, 47, 77]. Com 52,63%
(10 de 19) de amostras sub-ungueais positivas entre os portadores de MRS A do grupo
Técnicos, sendo 5 portadores exclusivamente sub-ungueais € 5 em ambos os locais
(Grafico 11 e Tabela 10), pode-se questionar se tais individuos teriam papel na
disseminacdo de MRSA no hospital. Alguns desses funcionéarios podem estabelecer
contatos indiretos com os pacientes, seja pela manipula¢do das vestimentas e roupas
de cama dos pacientes ou pela higienizagdo do hospital (Grafico 12). Como o grupo
Técnicos ¢ um grupo heterogéneo no que diz respeito a atividade dos seus
constituintes, ¢ importante verificar se os individuos dos diferentes setores de trabalho
contribuiram de maneira uniforme ao resultado obtido, e com isso identificar as
atividades de maior risco de disseminacao dessas cepas. Essa analise foi realizada e os
resultados obtidos sdo apresentados item 4.5.2 deste trabalho.

Apesar do grupo Equipe Médica ser o grupo com a menor frequéncia de
portadores de MRSA, os nimeros encontrados sdo alarmantes. Alguns autores
afirmam que a maioria dos casos de infec¢do hospitalar é decorrente de
microrganismos pertencentes a microbiota natural do paciente, onde determinados
grupos teriam maior oportunidade de crescer, quando o individuo encontra-se
imonucomprometido [22, 113, 114]. Entretanto, indmeros artigos indicam o
importante papel dos microrganismos exogenos como causadores de infeccdes
hospitalares [21, 62-65, 67-77]. A maneira como esses mMmicCroorganismos se
disseminam pelo hospital, ou até mesmo para outros hospitais, ainda ndo esta
totalmente elucidada [75], porém os profissionais da equipe médica estdo entre os
suspeitos apontados como possiveis agentes ndo sé dessa disseminacdo, como
também da transmissdo para os pacientes [21, 66, 75-77].

De acordo com um estudo que tabulou dados relativos a frequéncias de
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portadores em nivel mundial, a média internacional de portadores de MRSA em
profissionais que estabelecem contato direto com o paciente ¢ de 5,3% [66]. No
entanto, estes nimeros diferem significativamente de uma institui¢do para outra, com
relatos apontando desde hospitais sem qualquer portador, até institui¢des onde 50%
da equipe encontra-se colonizada [66]. Em um estudo realizado na Santa Casa de
Ponta Grossa, no Parand, entre 1996 e 2000, a frequéncia de portadores de MRS A
dentre os membros da equipe médica foi em média de 5,7% contra 26,6% de MSSA
[102]. Em contraste, neste estudo foram registrados 48,28% (14 de 29) portadores de
MRSA e 51,72% portadores de MSSA dentre os individuos que pertenciam ao grupo
Equipe Médica (Grafico 10)

Entre os portadores de MRSA na Equipe Médica, 78,57% (11 de 14) tiveram
amostras positivas isoladas do nariz, sendo que 2 individuos apresentaram também
colonizagdo sub-ungueal. Apenas 3 individuos apresentaram MRSA exclusivamente
nas unhas.

O intenso contato desses profissionais com individuos infectados e possiveis
reservatorios de MRSA poderia sugerir uma elevada frequéncia de portadores sub-
ungueais. No entanto, apenas 3 individuos apresentaram isolados positivos para este
sitio. Tal resultado pode ser reflexo da higienizacdo das maos, habitualmente
realizada por esses profissionais. No caso da colonizagdo nasal, esta torna-se mais
preocupante em virtude da maior dificuldade de sua erradicacéo.

Apesar de poucos trabalhos analisarem a frequéncia de individuos portadores
dentre alunos das diferentes areas da satde, seu possivel papel na disseminacdo de
MRSA ja foi discutido a partir da identificagdo, em alunos de um curso de
enfermagem, clones relacionados a um surto [65]. Em um estudo na India, 88% dos
alunos de um hospital universitario portavam S. aureus, sendo identificadas linhagens
de MRSA em 24%, e MSSA em 64% dos individuos [73]. No presente estudo, a
frequéncia de portadores de S. aureus foi de 69,64% no grupo Alunos, sendo que
destes portadores, 76,92% apresentavam linhagens de MRS A (Grafico 10 e Tabela 9).

O grupo Alunos foi o grupo com a maior frequéncia de portadores de MRSA,
atingindo um valor préximo ao mais altos reportados na literatura, de acordo com a
revisdo de Albric et al. (2008) [66]. Os individuos que integraram esse grupo
realizavam atividades no hospital, porém seu contato com pacientes ndo era tdo
intenso como aquele de profissionais formados, e tais individuos ndo estabeleciam

contato com os objetos e materiais como os individuos do grupo Técnicos.
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Entre os portadores de MRSA no grupo Alunos, 56,67% (17 de 30) tiveram
amostras positivas isoladas do nariz, sendo 12 amostras de portadores exclusivamente
nasais e cinco amostras de portadores nasais e sub-ungueais. Treze (43,33%)
individuos foram classificados como portadores exclusivamente sub-ungueais
(Grafico 11). Este foi o grupo com o maior nimero de portadores sub-ungueais, sendo
encontradas linhagens MRSA nas unhas de 60% dos portadores do grupo (13 sub-
ungueais € 5 nasais e sub-ungueais, Grafico 11). Ao comparar esses nimeros com
aqueles encontrados no grupo Comunidade (em relagdo a portadores de MSSA) ¢
levantada a questdo sobre a origem da colonizacdo sub-ungueal. Apenas um individuo
possuia MSSA nas unhas, e este era também portador nasal. Este dado refor¢a o
argumento de que a colonizacdo sub-ungueal tende a ser transitoria, visto que
individuos da comunidade possuem pouco contato com possiveis fontes de
contaminac¢do. Neste caso, o estado de portador sub-ungueal dos individuos do grupo
Alunos poderia estaria ligado a exposi¢ado a fatores de risco, associado a um possivel
descuido em relagdo a procedimentos preventivos.

Por negligéncia, desconhecimento, ou simplesmente falta de habito, os alunos
podem ndo estar cumprindo a rotina de higieniza¢do adequadamente, o que explicaria,
em parte, a grande diferenga entre o nimero de portadores de MRSA neste grupo em
comparacdo a Equipe Médica e a semelhanca proporcional com Técnicos, que,
teoricamente, ndo executam uma rotina de higiene pessoal tio rigida.

A questao do papel dos alunos na disseminagdo de MRS A abordada pelo estudo
francés [65] ¢ levantada neste trabalho. A alta frequéncia de portadores de MRSA,
principalmente de portadores sub-ungueais, ligada ao acesso e contato com os
pacientes pode levar os individuos deste grupo a atuarem como vetores diretos ou
indiretos de MRSA. Contudo ndo existem dados suficientes na literatura, e também
neste trabalho, que permitam afirmar se essa relagdo € verdadeira, sendo necessarias
investigacdes mais profundas e direcionadas a fim de confirmar tal hipotese.

Apds essa analise preliminar, cada grupo de estudo foi subdividido e analisado

individualmente, sendo os resultados apresentados abaixo.
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4.5 Analise do perfil dos portadores dos Grupos de Estudo

Para permitir uma andlise mais detalhada dos resultados obtidos em cada
categoria, os grupos de estudo foram subdivididos de acordo com a profissdo (Equipe
Médica), setor de trabalho (Técnicos) ou curso de formagao (Alunos) (Grafico 12).
Como nosso principal enfoque referia-se aos portadores assintomaticos no ambiente
do HUB, os grupos Comunidade e Pacientes ndo foram subdivididos.

O grupo Alunos foi dividido em alunos de medicina, alunos de enfermagem e
alunos de odontologia. O grupo Equipe Médica foi dividido em técnicos e auxiliares
de enfermagem; enfermeiros e médicos. O grupo Técnicos foi dividido em
administracdo, cozinha, higienizacdo, lavanderia e servigos gerais. O numero de

amostras coletadas em cada categoria ¢ apresentado no Gréafico 12.

Amostras Coletadas: Grupos de Estudo
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Enfermagem Técnicos @ aux. Enfermeiros Cozinha Lavanderia
de enfermagem
Alunos Equipe Médica Técnicos

Grafico 12: Numero de amostras coletadas por categoria de cada grupo de
estudo.

4.5.1. Alunos
Alunos de trés cursos participaram do estudo: medicina, enfermagem e
odontologia (Tabela 11 e apéndice D). Entre os alunos do curso de medicina, 72,97%
(27 de 37) foram caracterizados como portadores de S. aureus, sendo que 21
(56,76%) possuiam MRSA, seis (16,21%) possuiam MSSA e dez (27,02%) eram ndo
portadores. Entre os alunos do curso de enfermagem, 71,42% (10 de 14) foram
caracterizados como portadores de S. aureus sendo sete (50,0%) portadores de

MRSA, trés (21,42%) portadores de MSSA e quatro (28,57%) ndo portadores. Entre
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os alunos de odontologia, 40,0% (2 de 5) foram caracterizados como portadores de

MRSA, e trés (60%) como nao portadores (Tabela 11 e Grafico 13).

Tabela 11. Resultados encontrados por curso no grupo Alunos.

Curso Total de Portadores de Portadores de
individuos S. aureus MRSA

Medicina 37 27 (72,97%) 21 (56,76%)
Enfermagem 14 10 (71,41%) 7 (50,0%)
Odontologia 5 2 (40,0%) 2 (40,0%)

Os alunos dos cursos de medicina e enfermagem possuem propor¢des de
portadores de MRS A semelhantes (P = 0,665), o que era esperado visto que o acesso
desses alunos ao hospital e o contato com os pacientes, médicos, enfermeiros € com o
ambiente ¢ semelhante.

Poucos estudos foram realizados com o objetivo de analisar os estudantes de
medicina ou enfermagem durante o curso de formagdo, o que dificulta a comparagdo
com os dados obtidos. Pesquisas publicadas na Irlanda, Nigéria e Australia
demonstraram, em média, uma frequéncia de 30% de portadores de S. aureus [115].
Esse valor ndo se alterou com o aumento da exposicdo do aluno ao hospital, mas o
grau de resisténcia das bactérias sim. Quanto mais exposto ao hospital, maior a
tendéncia do aluno ser portador de uma cepa multi-resistente [115]. Neste estudo,

56,76% dos estudantes de medicina foram caracterizados como portadores de MRSA.

Portadores: Grupo Alunos

Medicina Enfermagem Odonto

HENdo portadores | MSSA l MRSA

Grafico 13: Caracterizagdo das amostras de alunos divididos por curso de
formacao.
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Em Ribeirdo Preto, na Escola de Enfermagem da Universidade de Sdo Paulo,
um estudo apontou 88,1% de portadores de S. aureus entre 42 alunos do curso de
auxiliar de enfermagem [116]. Infelizmente, ndo foi realizada uma andlise sobre o
perfil de resisténcia desses isolados. Mesmo nao sendo o ideal para uma comparagao,
esse estudo em Sao Paulo demonstra que a alta frequéncia de portadores de S. aureus
entre alunos da area de saude pode ser uma realidade em alguns hospitais do Brasil.

A baixa representatividade dos alunos de odontologia impede inferir sobre sua

contribuig¢do ao resultado final.

Portadores de MRSA no grupo Alunos: Tipo de colonizagdo

Odonto

Enfermagem

Medicina
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Grafico 14. Numero de portadores de MRSA que tiveram a caracterizagdo nas
amostras nasais ¢ sub-ungueais

Um dado que ¢ digno de nota refere-se ao grande numero de alunos que
apresentaram MRSA nas amostras coletadas das unhas (Grafico 14). Entre os alunos
de medicina, 52% (11 de 21) tiveram MRSA isolado da unha, 33% (7 de 21) isolado
do nariz e 14% (3 de 21) tiveram MRSA isolado em ambos os locais. Entre os alunos
de enfermagem, 29% (2 de 7) tiveram MRSA isolado da unha, 36% (4 de 7) isolado
do nariz e 14% (1 de 7) tiveram MRSA isolado em ambos os locais. Entre os alunos
de odontologia, 50% (1 de 2) tiveram MRSA isolado da unha, e 50% (1 de 2) tiveram
MRSA isolado em ambos os locais (Grafico 14).

Tanto a propor¢do de portadores de MRSA entre alunos de medicina e de
enfermagem ¢ semelhante, como a propor¢ao de portadores nasais e sub-ungueais.

Esse fato € curioso, pois um aluno de enfermagem ou medicina esta ciente do

perigo de contaminagdo pessoal e ao paciente. Poderiamos esperar que os alunos



67

apresentassem um padrdo de colonizagdo semelhante ao do grupo Equipe Médica
(Gréfico 11), com uma menor probabilidade de exibir colonizagdo das maos, quando
comparado ao nariz, visto que a rotina de assepsia deveria eliminar tais

microorganismos das regides sub-ungueais.

4.5.2. Técnicos

Das cinco divisdes do grupo Técnicos, trés compreendem um pequeno nimero
de amostras: Administracdo ¢ Higienizacdo, com quatro cada, e Servigos Gerais, com
sete. O numero de portadores de MRSA desses subgrupos sdo: Administragdo e
Higienizagdo com trés e dois (75,0% e 50,0%), respectivamente, sendo que todos
apresentaram resisténcia a oxacilina, e Servigos Gerais, onde foram identificados trés
portadores de S. aureus, sendo que apenas um apresentou resisténcia (Tabela 12,
Grafico 15 e apéndice D).

Os outros dois grupos sd@o Cozinha, com 11 individuos e Lavanderia com 23. Na
cozinha foi encontrado apenas um (9,1%) portador de S. aureus, que foi caracterizado
como MRSA. J4 na lavanderia, 16 (69,6%) individuos foram considerados portadores
de S. aureus, sendo que 12 (52,2%) foram caracterizados como MRSA (Tabela 12 e
Grafico 15).

Tabela 12. Resultado final do grupo Técnicos.

Setor . To.ta,l de Portadores de MRSA
individuos S. aureus
Administragdo 4 3 (75,00%) 3 (75,00%)
Cozinha 11 1 (9,09%) 1 (9,09%)
Higienizagdo 4 2 (50,00%) 2 (50,00%)
Lavanderia 23 16 (69,56%) 12 (52,17%)
Servicos Gerais 7 3 (42,85%) 1 (14,28%)

Os setores Cozinha e Lavanderia apresentam um grande contraste quanto ao
nimero de portadores de S. aureus ¢ de MRSA (P = 0,016). Era esperado um baixo
nimero de amostras positivas na cozinha, porém o resultado obtido na lavanderia foi
uma surpresa. E provavel que o pequeno numero de portadores entre os funcionarios
da cozinha seja devido ao rigoroso controle de higiene a que sdo submetidos. Sado
obrigatorios, por exemplo, a lavagem criteriosa das maos sempre que entrar e sair do
setor € 0 uso de toucas descartaveis dentro do ambiente da cozinha. Provavelmente,

critérios tdo rigorosos ndo sejam executados na lavanderia, ou, outra possivel
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explicagdo seria o fato dos funciondrios da lavanderia estabelecerem contato regular
com materiais possivelmente contaminados. Funcionarios da lavanderia diariamente
manuseiam roupas de cama e vestimentas de pacientes e funcionarios, eventualmente

contaminados.

Portadores de MRSA no Grupo Técnicos
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Grafico 15. Classificacdo do grupo Técnicos, por setor de atividade

Devido ao numero de amostras coletadas de funcionarios da cozinha do HUB, o
resultado final da frequéncia de portadores do grupo Técnicos pode ter sido
mascarada. Ao se eliminar as amostras desse setor, a frequéncia de portadores de
MRSA sobe de 38,8% para 47,4%, ficando proxima da frequéncia observada no
grupo Alunos (53,6%). Nao existe qualquer evidéncia de que esses nimero possam
estar relacionados a um fator comum entre esses dois grupos, mas levanta a questdo
da exposi¢do versus higiene. A importancia de cada um destes fatores para que dois
grupos tdo distintos tivessem uma frequéncia de colonizagdo similar e, a0 mesmo
tempo, tdo diferentes de outros setores do hospital, tais como cozinha e equipe
médica, poderd ser respondida através de um estudo direcionado a essas duas
categorias.

Ao comparar os portadores quanto a origem da amostra, ¢ interessante verificar
que apenas o grupo Lavanderia apresenta individuos portadores de MRSA em ambos
os locais de coleta, nariz ¢ unha, além do alto nimero de portadores exclusivamente

sub-ungueais (Grafico 16).
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Grupo Técnicos: Tipo de colonizacdo
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Grafico 16. Tipo de colonizagdo do grupo Técnicos subdividido por setor de
trabalho. Dados referentes a portadores de MRSA.

As amostras oriundas dos sub-grupos administrativo, cozinha e servigos gerais
apresentaram coloniza¢@o exclusivamente nasal. Dos dois funcionarios do sub-grupo
higienizacdo portadores de MRSA, um possuia colonizagdo nasal e o outro
colonizagdo sub-ungueal. Na lavanderia, trés funcionarios apresentaram colonizacio
nasal, quatro sub-ungueal, e cinco funciondrios em ambos os locais de coleta (Grafico
16).

Individuos que ndo possuem contato provavel com pacientes ou materiais
possivelmente colonizados, como funcionarios da area administrativa e cozinha,
apresentaram colonizagdo nasal, fato que, aliado ao isolamento de MRS A em todas as
categorias estudadas, pode ser um indicio do endemismo dessa bactéria no hospital
[66].

Apesar de ndo manter contato direto com o paciente, os individuos do grupo
Técnicos podem desempenhar um papel importante na disseminagdo de cepas
endémicas e até na colonizagdo de pacientes. Seja ao manipular objetos que serdo
utilizados por membros da equipe médica ou até mesmo pelo proprio paciente, ou na
manutengdo do hospital, portadores transientes ou permanentes neste grupo podem
estar transportando essas bactérias para diversas alas do hospital.

A colonizagdo sub-ungueal pode estar relacionada a uma higieniza¢do
inadequada das maos, seguida de um contato recente a uma fonte de contaminagao.
Esse tipo de contaminagdo, foi controlado em outros hospitais apenas com uma
campanha de lavagem das mados, seguida de um acompanhamento semanal dos

funcionarios identificados como portadores [21].
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Ja a colonizacdo nasal, s6 pode ser controlada nesses mesmos hospitais com
antibioticos de uso topico a base de mupirocina, seguida de descolonizacdo de
possiveis reservatorios de cada individuo e acompanhamento semanal. Na maioria dos
casos a descolonizagdo leva vérios meses, € apos algumas semanas seguidas com
amostras negativas podem voltar a apresentar uma amostra positiva geneticamente
relacionada com as cepas anteriores [21].

A inclusdo desse grupo teve como objetivo abordar o maior nimero de setores e
profissionais do HUB, no intuito de tracar um perfil da colonizagdo. O nuimero de
amostras em alguns subgrupos ndo foi grande o suficiente para serem analisadas
estatisticamente. Entretanto, a amostragem cumpriu com o objetivo proposto visto
que, a partir dos resultados obtidos, € possivel inferir quais setores do hospital talvez
necessitem incrementar politicas e descoloniza¢do e acompanhamento do pessoal

envolvido nas diversas atividades.

4.5.3 Equipe médica

Entre os funcionarios de nivel técnico, 51,3% (20 de 39) foram caracterizados
como portadores de S. aureus, sendo que dez (25,6%) possuiam MRSA, dez (25,6%)
possuiam MSSA e em 19 (48,7%) ndo foi identificado S. aureus. Entre os médicos,
31,2% (5 de 16) foram caracterizados como portadores de S. aureus, sendo que trés
(18,8%) possuiam MRSA, dois (12,5%) possuiam MSSA e em 11 (68,8%) ndo foi
identificado S. aureus. Entre os enfermeiros, 66,7% (4 de 6) foram caracterizados
como portadores de S. aureus sendo que um (16,7%) possuia MRSA, trés (50,0%)
possuiam MSSA e em 2 (33,3%) ndo foi identificado S. aureus. (Tabela 13 e Grafico
17).

Tabela 13. Resultado do grupo Equipe Médica. Um total 61 de individuos
participaram da pesquisa, sendo 14 (23%) portadores de MRSA.

Total de Portadores de
Profissao individuos S. aureus MRSA
Aux. e Téc. enferm. 39 20 (51,3%) 10 (25,6%)
Médicos 16 5 (31,2%) 3 (18,8%)
Enfermeiros 6 4 (66,7%) 1 (16,7%)

Técnicos e auxiliares de enfermagem comparados aos médicos ndo possuem

diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia de portadores de S. aureus

(P = 0,175) e MRSA (P = 0,585). O numero de amostras de enfermeiros nao foi
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suficiente para realizar comparacdes estatisticas.

Quanto a frequéncia de portadores de MRS A nasais e sub-ungueais, 70% (7 de
10) dos técnicos e auxiliares de enfermagem tiveram isolados provenientes do nariz e
30% (3 de 10) das unhas. Nenhum apresentou MRSA em ambas as regides. Entre os
médicos, dois individuos (67%) possuiam MRSA tanto no nariz quanto na unha, um
(33%) possuia apenas no nariz ¢ nenhum possuia MRSA apenas nas unhas. Entre os
enfermeiros, a Unica amostra caracterizada como MRSA foi coletada de nariz

(Grafico 18).

Portadores: Grupo Equipe Médica
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Aux. e Técnico de Médicos Enfermeiros
enferm.
B M3o Portadores MsSsA B MRSA

Grafico 17. Propor¢do de portadores entre os profissionais do Grupo Equipe
Médica.

Grupo Equipe Médica: Tipo de colonizagao

Enfermeiros

Médicos

Aux. e Técnico de
enferm.
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Grafico 18. Tipo de colonizagdo do grupo Equipe médica subdividida por
profissional.
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Apesar de ndo ter sido encontrado entre os médicos portadores de MRSA
exclusivamente sub-ungueais, dois individuos possuiam coloniza¢do tanto nas maos
quanto no nariz. Dividindo esses casos em portadores nasais e sub-ungueais, a nova
propor¢ao seria de 60% (3 de 5) portadores nasais para 40% (2 de 5) portadores sub-
ungueais. Comparando estes nimeros com os dos profissionais de nivel técnico, 70%
de portadores nasais e 30% sub-ungueais, conclui-se que o tipo de colonizagdo entre
esses profissionais ¢ semelhante. Ambos os profissionais estdo expostos as mesmas
condi¢des e riscos de contamina¢do, mesmo com a duragdo e tipo de contato distintos
com o0s pacientes.

Embora ndo seja possivel determinar se a equipe médica desempenha algum
papel na disseminagdo de MRSA ou na contaminacdo de pacientes, ou se estes
profissionais estdo sendo contaminados pelos pacientes ou pelo ambiente hospitalar, a
descolonizagdo de funcionarios ¢ recomendada em protocolos internacionais de
controle de infeccdo nosocomial [21, 117]. Apesar de vdarios administradores
questionarem a eficacia desse procedimento frente ao custo operacional [75], ¢
evidente a queda no nimero de infec¢cdes por MRSA nos hospitais que executaram a
descontaminacdo criteriosa [21, 30, 76, 104, 105]. De fato, as instituicdes que
adotaram tais medidas de maneira enfatica tiveram uma reducdo significativa nas
infeccdes por MRSA [21, 30, 76, 104, 105], alcangando uma frequéncia de

descolonizagdo em torno de 85% [21, 66].

4.5.5 Comunidade

Na comunidade, foram encontrados 12 (17,6%) individuos portadores de S.
aureus sendo que 16,2% (11 de 68) possuiam MSSA e, 1,5% (1 de 68) possuiam
MRSA. Nao foi identificado S. aureus nas amostras de 82,3% (56 de 68) individuos

Os grupos de estudo foram comparados ao grupo controle (Comunidade)
utilizando o teste % . O resultado de cada teste ¢ o valor de “P” estdo expressos na
Tabela 14.

Todos os grupos de estudo tiveram diferenga significativa do grupo comunidade
em relagdo a frequéncia de portadores de S. aureus e MRSA. Esses resultados
validam os nimeros obtidos nos grupos de estudo, deixando clara a maior associagao
de linhagens MRS A ao ambiente hospitalar, embora trabalhos realizados em outros
paises vém indicando um crescente aumento de linhagens MRS A em individuos da

comunidade, sem qualquer vinculo com hospitais [71, 118, 119].
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Tabela 14. Resultados dos testes estatisticos realizados com o grupo controle

Comunidade.

Comparacio Tipo Valor de x” Significincia
Comunidade X Equipe Médica | S. aureus x ndo S. aureus 1,325 P < 0,001
Comunidade X Equipe Médica | MRSA x MSSA 5,837 P=0,016
Comunidade X Técnicos S. aureus X ndo S. aureus 1,467 P <0,001
Comunidade X Técnicos MRSA x MSSA 1,495 P < 0,001
Comunidade X Alunos S. aureus x ndo S. aureus 1,796 P <0,001
Comunidade X Alunos MRSA x MSSA 1,811 P < 0,001

4.6 Caracterizacio molecular de S. aureus a partir das amostras coletadas

Uma vez que os procedimentos de caracterizagdo microbioldgica e bioquimica
de linhagens de S. aureus correspondem a procedimentos relativamente trabalhosos,
que levam cerca de 2 a 4 dias para gerarem resultados confirmatorios, este trabalho
teve como segundo objetivo propor metodologias diagndsticas alternativas,
empregando técnicas moleculares, especificamente a PCR. Tal proposi¢do baseou-se
na rapidez e alta especificidade de tais testes.

Para tanto, propusemos o uso da técnica de PCR, no sentido de detectarmos a
presenca de genes especificos de S. aureus. Os genes escolhidos foram aqueles que
codificam a proteina A, presente na superficie das células de S. aureus, o gene de
coagulase, a fim de substituir a necessidade do teste de coagulacdo de plasma de
coelho, e o gene que codifica a DNAse termoestdvel, um marcador tipico de S.
aureus.

Além de genes especificos de S. aureus, também realizamos experimentos de
PCR visando detectar a presenga de genes associados a resisténcia a meticilina e a
vancomicina.

Desta forma, tal tipo de abordagem possibilitaria, a partir da extra¢do direta de
DNA das amostras coletadas, uma ampla andlise molecular que permitiria
simultaneamente, a deteccdo de portadores de S. aureus e a deteccdo de linhagens
MRSA e MSSA em cada individuo.

Embora tais aspectos tedricos sejam absolutamente verdadeiros, haja visto o
grande nimero de testes diagnosticos moleculares atualmente disponiveis para uma
série microrganismos, nos deparamos com muitas dificuldades em nosso trabalho, as

quais retardaram sobremaneira a execu¢do dos experimentos de PCR. Contudo,
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nossos resultados preliminares sdo bastante promissores, indicando que tais
metodologias, apds sua otimizagdo para o caso de S. aureus, poderdo corresponder a
alternativas confidveis e bastante adequadas ao diagnostico deste microrganismo, a
partir de espécimes clinicos.

Abaixo sdo descritos os resultados desta abordagem molecular, onde descremos

os principais problemas e solugdes encontrados, bem como os resultados obtidos.

4.6.1 Extracido de DNA

As amostras caracterizadas como S. aureus foram inoculadas em meio LB e
apos a incubagdo por uma noite, foram submetidas aos protocolos de extragdo de
DNA total.

Uma vez que as células de S. aureus caracterizam-se pela presenga de uma
espessa parede celular, contendo varias camadas de peptidioglicano, os diferentes
procedimentos de extragdo de DNA adotados neste trabalho mostraram-se bastante
insatisfatérios, uma vez que seu rendimento freqiientemente era muito baixo (Figura
10e 11).

Embora existam reagentes, tais como lisozima e [lysostaphin, utilizados
especificamente na extragdo de DNA de células de S. aureus, tais reagentes sdo de
alto custo, particularmente o lysostaphin. Tal fato comprometeu esta etapa, visto que
ndo dispunhamos de verbas para sua aquisi¢do. Além disso, consideramos que para
adotar metodologias moleculares de diagnoéstico, € essencial que estas ndo apresentem
custos muito mais elevados que os procedimentos rotineiramente adotados em
laboratorios hospitalares de microbiologia.

Assim, apds inumeras tentativas, empregando diversos protocolos distintos,
optamos por utilizar um procedimento de lise celular mediada pelo tratamento das
amostras com fenol (Figura 10).

Apesar de resultar em um rendimento ainda relativamente baixo, a metodologia

apresentada neste trabalho foi a que apresentou os melhores resultados (Figura 10).
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ATCC CO3N COSN C1iIN C13N C15N C19N C37N C43N C44N C47N CSON

R .

Figura 9. Perfil eletroforético em gel de agarose corado com brometo de etidio
de DNA total extraido de amostras de S. aureus, isoladas do nariz de individuos do
grupo Comunidade utilizando o protocolo descrito neste trabalho. No primeiro poco,
foi aplicada uma amostra do DNA total extraido da linhagem 29213 ATCC

4.6.2 Reacdes de PCR para a deteccio de genes especificos de S. aureus e do
gene mecA, que confere resisténcia a oxacilina.

Os experimentos de PCR foram realizados com o intuito de confirmar a
identificacdo bioquimica de S. aureus e a presenca do cassete cromossomal SCCmec,
que confere a resisténcia a oxacilina.

Os genes escolhidos para identificacdo da espécie S. aureus foram: PtnA
(proteina A), Coa (coagulase) e nuc (nuclease termoestavel) Para identificagdo de
linhagens MRSA, foi escolhida uma regido do gene mecA4 que é conservada em todos
os subtipos descritos deste cassete cromossomal.

Todas as amostras identificadas como positivas, em todos os grupos de estudo,
foram submetidas aos testes de PCR. No entanto, em virtude das dificuldades
enfrentadas no procedimentos iniciais de extragdo de DNA, os resultados mostravam-
se pouco reprodutiveis (Figura 11).

Além disso, por questdes alheias a nossa vontade, quando definimos o
procedimento adequado de extragdo de DNA, haviamos perdido um grande nimero
das amostras isoladas do HUB. Assim, como dispunhamos de todas as amostras
coletadas da comunidade e dos pacientes, estas foram escolhidas para a realizagdo dos

ensaios moleculares.
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Figura 10: Perfil eletroforético em gel de agarose corado com brometo e etidio
dos fragmentos amplificados na reacdo de PCR realizada com iniciadores especificos
do gene mecA. O ensaio foi realizado com DNA de amostras de pacientes (1, 3, 8, 10)
provenientes de 3 extragdes distintas (a, b, ¢). A metodologia de extragao realizada foi

a mesma (fervura/centrifugacdo), diferindo apenas pela data do procedimento.

Todas as amostras de comunidade previamente identificadas como S. aureus,

foram positivas nos trés ensaios de PCR (PtnA, Coa e nuc: Figura 12) para

confirmacdo da identificacdo bioquimica da espécie S. aureus (Figura 11). Em relagdo

as amostras de pacientes, das 48 que dispinhamos, 45 foram positivas e 3 negativas,

confirmando assim os resultados obtidos na caracterizagdo microbiologica (Figura

13).
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Figura 11. Perfil eletroforético em gel de agarose corado com brometo de etidio
dos fragmentos amplificados por PCR empregando-se os iniciadores especificos para
os genes de nuclease, proteina A e coagulase, a partir de amostras de DNA de
isolados de comunidade. Os resultados obtidos corroboram aqueles dos testes

bioquimicos.

Curiosamente, no ensaio de PCR visando a detec¢do do gene mecA, todas as

amostras de pacientes exibiram resultado positivo, incluindo aquelas negativas para os

genes tipicos de S. aureus (PtnA, Coa e nuc) (Figura 13). Tais resultados sugerem que

trés das amostras de pacientes enviadas pelo HUB correspondem a linhagens de

Staphylococcus coagulase-negativas, resistentes a oxacilina. Quanto as amostras de

comunidade, apenas uma amostra foi positiva neste teste, novamente confirmando os
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resultados anteriormente obtidos pelos métodos convencionais.

mecA: 906 BP Coagulase: 719 bp
P19 P21 P22 P24 P29 ATCC P1 9. P21 P22 P24 P23 ATCC MM
2130
= S— 1510 -
1278 =
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- e = . W= — = -— —
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Figura 12. Perfil eletroforético, em gel de agarose corado com brometo de
etidio, dos produtos de amplificacdo resultantes de ensaios de PCR empregando-se os
inciadores especificos para os genes de coagulase e mecA, a partir de amostras de
DNA de isolados de pacientes.

Técnicas moleculares como PCR e Real-Time PCR estdo sendo utilizadas em
diversos hospitais na identificagdo de MRSA provenientes de pacientes e de
funcionarios [106-109]. O uso dessas metodologias em geral emprega kits comerciais,
que possuem um custo elevado.

A vantagem do uso dessa tecnologia frente as técnicas tradicionais sdo
evidenciadas no controle de surtos de infeccdo hospitalar por MRSA. A rapida
identificacdo de infec¢des e de portadores seguido de isolamento demonstrou ser
eficiente em evitar uma disseminagdo [109]. Em contrapartida, o uso de metodologias
tradicionais para a deteccdo destes pacientes pode gerar uma identificagdo tardia,
muitas vezes inutilizando o isolamento do paciente [109-111].

Nossos resultados indicam que os trés pares de iniciadores desenvolvidos para
identificagdo da espécie possuem alta especificidade, enquanto o par desenvolvido
para deteccdo do gene mecA possui uma grande abrangéncia, sendo teoricamente
capaz de identificar todos subtipos de SCCmec ja descritos para S. aureus. De fato,
todas as amostras que apresentaram crescimento na presenca de oxacilina tiveram
amplificacdo de fragmento no tamanho esperado. Todos os quatro pares de
iniciadores possuem temperatura tedrica de anelamento proxima e fragmentos
resultantes da amplificagdo por PCR com tamanhos distintos. Isso talvez possibilite o
uso de multiplos pares de iniciadores em uma Unica reagao, o que diminuiria o custo e
0 tempo necessarios para a identificacdo de uma amostra.

Todos os ensaios com os iniciadores mencionados foram otimizados para uma

temperatura de anelamento a 45 °C.
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Os ensaios com o par de iniciadores para detec¢do do gene relacionado a
resisténcia a vancomicina foi otimizado utilizando uma cepa de Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina pela presenca do gene vanA. Porém nenhuma cepa de S.

aureus resistente a vancomicina foi encontrada.
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5- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclusdes

Este trabalho identificou portadores assintomadticos de S. aureus em 44,87% da
populacdo analisada, sendo que destes 60,95% sdo portadores de MRSA. Dentre os
individuos relacionados ao HUB, 56,02% dos individuos foram identificados como portadores
de Staphylococcus aureus, sendo que destes, 64,74% foram identificados como portadores de
MRSA, o que contrasta com o valor obtido na comunidade: 1,5%. Esses dados sugerem uma
forte tendéncia entre pessoas vinculadas ao HUB de serem portadoras de MRSA.

Dentre os individuos relacionados ao HUB, alunos e funcionarios da lavanderia sdo os
grupos com a maior frequéncia de portadores de Staphylococcus aureus: 69,64% e 69,56%
respectivamente. Dentre esses, 76,92% e 75,0% foram identificados como MRSA.

Importantes etapas na padronizagdo de um protocolo molecular para identificacdo de S.
aureus ¢ genes de resisténcia a antibidticos foram concluidas, contudo mais estudos no
desenvolvimento deste protocolo deverdo ser realizados para uma futura utilizagdo pelo

hospital.

Perspectivas

- Otimizar extragdo de DNA a partir de culturas puras de S. aureus.

- Desenvolver procedimento de extracdo de DNA de S. aureus a partir de
culturas mistas.

- Otimizar reacdo de PCR utilizando iniciadores especificos para DNA
ribossomal bacteriano afim de obter um controle positivo interno das reagdes
de PCR.

- Otimizar reagdo de PCR multiplex para identificag¢do de S. aureus ¢ MRSA.

- Estabelecer reagdo de RAPD.

- Comparar o perfil polimérfico de DNA, gerado a partir de ensaios de RAPD,
entre as amostras de funciondrios, pacientes e alunos.

- Analisar prevaléncia clonal entre as cepas isoladas de pacientes no HUB.

- Comparar clones prevalentes no HUB com clones epidémicos nacionais e

internacionais.
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Processo n.° ....... ...
FIS. B.° coveeeeeereeenris cveenn
Rubrica ..eneeeeere eenne.

Universidade de Brasilia — Faculdade de Medicina

Comité de Etica em Pesquisa — CEP-FM/UnB

Campus Universitdrio, Asa Norte CEP 70910-900 — Brasilia, DF
Telefone: (61) 307-2520 ‘

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do projeto: CEP-FM 061/2005

Titulo: “Estudo epidemiolégico com Staphylococcus aureus em ambientes
hospitalares”

Pesquisador responséavel: Cynthia Maria Kyaw

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declarag¢ao
de responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e
esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente e curriculo(s) do
pesquisador(es)

Data de entrada: 09/08/2005

Proposicao do(a) Relator(a):

( x) Aprovagio
() Aprovacéo com pendéncias
() Nao aprovagao

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UnB: 31/08/2005
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB: 13/09/2005

PARECER

Com base na Resolugao CNS/MS n.° 196/96, que regulamenta a
matéria, o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, a Coordenagdo do CEP-FM decidiu APROVAR “ad
referendum”, de acordo com o parecer da Coordenacdo, o prOJeto de
pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

Observagao: .
1 - Modificagbes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a
notificagao imediata de eventos adversos graves.-

2 - O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatérios periddicos do
andamento da pesquisa ao CEP-FM.

Brasilia-DF, 26 de setembro de 2005.

Dr.? Elaine Maria de Olivéira Alves
Coordenadora do CEP-FM/UnB
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Universidade de Brasilia
Laboratorio de Microbiolodgia

Identificagdo da amostra

Nome

Endereco

Nascimento Sexo Identidade
Peso Altura Telefone

Hospital Coletado

Setores de Trabalho

Cargo

Horas Semanais

Outros Locais de trabalho

Setor

Cargo Horas
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‘ ' Universidade de Brasilia
Laboratéario de Microbioloaia

Identificagao da amostra

«NOME»

Nome
Endere¢o
Nascimento Sexo Identidade

M F
Peso Altura Telefone/ celular

Kg M

Profissao
Local de Trabalho Fungao Telefone comercial
Outros locais de trabalho Fungiao Telefone comercial

IMPORTANTE: Possui algum parente, amigo ou pessoa proxima, que
trabalha ou esteve em contato direto com qualquer hospital, clinica ou
laboratério clinico / microbiologico, por mais de 1 més no ultimo ano?

Sim Nao

Data: / / ass.




APENDICE C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

98



Eu,

7
Universidade de Brasilia

Departamento de Biologia Celular
Laboratério de Microbiologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

b

abaixo assinado, declaro ter sido plenamente esclarecido, ter lido e ouvido o presente termo de

responsabilidade que me informa estar ciente de:

a)

b)

¢)

d)

g)

Que pelo presente documento concordo em participar da pesquisa “Andlise de portadores
assintomaticos de Staphylococcus aureus em ambiente hospitalar no Distrito Federal”,
executado por pesquisadores do Departamento de Biologia Celular, da Universidade de
Brasilia.

Que este projeto visa ao desenvolvimento da pesquisa cientifica no Brasil, buscando
novas metodologias para a andlise de individuos portadores de S. aureus em ambiente
hospitalar.

Que essa participagdo implicard na doacdo de amostras nasais e sub-ungueais, coletadas
por meio de “swabs” estéreis umidificados em solugdo salina estéril, sendo que esse
material sera utilizado inoculagdo de meios de cultura acelulares, visando o isolamento e
posterior identificacdo de S. aureus e, eventualmente, outrosos microrganismos
implicados em casos de infec¢@o hospitalar.

Que a doacdo do material ndo implicard em risco & minha saide ou em qualquer
desconforto fisico adicional.

Que a participagdo na pesquisa também implicara no fornecimento de dados pessoais
como tais como idade, sexo e dados clinicos gerais.

Que essa participagdo ¢ voluntaria, ndo implicando em nenhuma forma de pagamento,
além de ser assegurada a privacidade do participante e a confidencialidade dos dados.
Que a recusa em participar do projeto podera ser feita a qualquer tempo, mesmo apds a
assinatura do presente termo de consentimento e que ficarei livre para abandonar a

pesquisa a qualquer momento, bastando a comunicag@o ao responsavel.

Brasilia, de de 2008.

Assinatura:

Documento de identidade:

Responsavel pelo projeto:

Telefones: (61) 3307-2176 r.4/ FAX (61) 3349-8411
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TABELA DE RESUMO COM OS RESULTADOS OBTIDOS
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