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CASONATO, Alexandre. Colonizacdo do binémio mae-crianca por
staphylococcus aureus comunitario. 2020. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Laboratorial) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2020.

RESUMO

O principal local de colonizacédo de Staphylococcus aureus é o vestibulo nasal (ou
narinas anteriores) e na populacdo geral a prevaléncia de colonizacdo é de
aproximadamente 20 a 30%. O Staphylococcus aureus resistente a meticilina
associado a comunidade (CA-MRSA) é uma ameaca global emergente em saude
publica por causar infeccBes invasivas leves e potencialmente fatais como a
pneumonia necrotizante. Além disso, a incidéncia de infec¢cdes por CA-MRSA é maior
em criancas. A admissao hospitalar de criancas colonizadas por S. aureus podem ser
uma fonte de transmissao e propagacao do S. aureus neste ambiente. O objetivo
desse estudo foi avaliar a prevaléncia de colonizacdo por S. aureus em criancas
admitidas no Pronto Socorro Pediatrico do Hospital Universitario da Universidade
Estadual de Londrina (HU-UEL). As amostras de swab foram coletadas da mucosa de
boca e narinas, axilas e virilhas de 200 criancas e suas respectivas maes, de maio de
2018 a abril de 2019. S. aureus foi identificado por metodologias fenotipicas e
moleculares. Foram realizados testes fenotipicos para avaliar o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos e testes moleculares para deteccédo de genes de resisténcia e de
viruléncia. Em 32,5% das criancas foi detectada a presenca de S. aureus, sendo
35,4% MRSA. Em 43 méaes (21,5%) foi detectada a presenca de S. aureus, 17
amostras eram MRSA (39,5%). A colonizacdo do binbmio mée-crianca 46,5% (OR:
2,164 [IC 95% 1,083-4,323], p = 0,027). As criancas com idade maior ou igual a seis
anos apresentaram maior frequéncia de colonizacdo por S. aureus em relacdo as
criancas menores de seis anos (OR: 0,423 [IC 95% 0,230-0,778], p = 0,005), porém
as criancas menores de 6 anos apresentaram maior frequéncia (44.6%) de MRSA
(65,2%). Trés isolados de MRSA (12%) apresentaram resisténcia a cefoxitina, sendo
0 gene mecA positivo (OS-MRSA). O gene SCCmec IV foi detectado em 11/23
(47,8%) amostras e foi o0 mais frequente. A maioria dos isolados de MSSA e MRSA
foram positivos para o gene icaA, que codifica a producéo de biofilme. Foi detectada
a presenca de Panton-Valentine Leucocidina (PVL) em 11/25 (44%) dos isolados de
MRSA. Em relacdo aos isolados MSSA, 19 (48,7%) apresentavam PVL. A presenca
de colonizacédo por CA-MRSA em criancas atendidas em um pronto-socorro publico
de referéncia, no norte do Parana, demonstra o risco elevado desta populagédo
adentrar com esse microrganismo no ambiente hospitalar, propiciando a
disseminagao do mesmo para outros pacientes.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Crianga. Staphylococcus aureus resistente
a Meticilina.



CASONATO, Alexandre. Staphylococcus aureus community colonization in the
mother-child binomial. 2020. 91 p. Dissertation (Master’s in Clinical and Laboratory
Phatophysyology) — State University of Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

The main colonization area of Staphylococcus aureus is the frontal nostril, and in
general population the colonization prevalence is approximately 20 to 30%. Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus associated to community (CA-MRSA) is an emerging
global threat on public health system for causing light-invasive infections to potentially
fatal ones, for instance Necrotizing Staphylococcal Pneumonia. Besides, CA-MRSA
infection occurrences is higher on children. S. aureus colonized children hospital
admission could be the transmission and propagation source of this bacteria in such
setting. The goal of this research was to evaluate the colonization prevalence by S.
aureus on children admitted on the Pediatric Hospital's emergency of Londrina’s
University Hospital. Swab samplings were collected from mouth and nostrils’ mucosa,
armpits, and groin area of 200 children and their respective mothers, from May/2018
to April/l2019. Phenotypic and molecular methodologies identified S. aureus in this
research. Phonotypic tests were done to evaluate the resistance profile to antimicrobial
medicine, and molecular tests to detect resistant virulent genes. S. aureus was
detected in 32,5% of the children tested, 35,4% being MRSA. S. aureus was detected
in 43 mothers (21,5%), 17 samples were MRSA (39,5%). In relation to the binominal
mother-child colonization, 46,5% of the mothers were colonized by S. aureus, just like
their own children (OR: 2,164 [IC 95% 1,083- 4,323], p = 0,027). Children on or above
six years old presented higher colonization rate, comparing to children younger than 6
years of age (OR: 0,423 [IC 95% 0,230- 0,778], p = 0,005), however those children
presented higher MRSA frequency. Three isolated MRSA cases (12%) showed
cefoxitin resistance, of which being mecA- positive gene (OS-MRSA). SCCmec IV
gene was detected in 11/23 samples (47,8%) and it was the most frequent. Most of the
MSSA and MRSA isolates have been positive for the icaA gene, which codes biofilm
production. The presence of PVL was detected in 11/25 (44%) of the MRSA samples.
Regarding MSSA strains, 19 of them (48,7%) presented PVL. CA-MRSA colonization
presence on children assisted at public reference hospital’s emergency, on the north
of Parana, demonstrates the high risk of this population to enter on a hospital
environment with this microorganism, providing its dissemination.

Key words: Staphylococcus aureus. Child. Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus.
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1 INTRODUCAO

1.1 AGENTE ETIOLOGICO

Staphylococcus € um género de bactérias anaerdbias facultativas que se
apresenta na forma de cocos gram-positivos, com tamanho aproximado de 0,5a 1,5
pum de didmetro. Podem se agrupar na forma de cachos, aos pares, em tétrades ou
em cadeias curtas (JORGENSEN et al., 2015). Esse género pertence a familia
Staphylococcaceae, que é composta por 51 espécies e 28 subespécies. Esses
microrganismos se desenvolvem bem em condi¢cdes adversas, como em ambientes
com baixa umidade ou elevada pressdo osmatica. Possuem elevada flexibilidade
nutricional e apresentam capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo sob diferentes
condi¢cdes ambientais (DSMZ, 2015).

Staphylococcus aureus € um microrganismo comensal que pode ser
encontrado em pessoas saudaveis, mas também é causa frequente de infeccdes
graves. Frequentemente coloniza superficies epiteliais e mucosas de varias regides
do corpo, como narinas anteriores, garganta, axila, virilha, reto, vagina e perineo
(ABDULGADER et al., 2019).

O principal local de colonizacédo do S. aureus € o vestibulo nasal (ou narinas
anteriores), e na populagédo geral a prevaléncia de colonizacdo varia de 20 a 30%
(CHEN et al., 2017; DEN HEIJER et al., 2013; GORWITZ et al., 2008; SAADATIAN-
ELAHI et al., 2013). S&o bactérias mais abundantes na microbiota nasal adulta
(FRANK et al., 2010; KASPAR et al., 2016; YAN et al., 2013).

Trés padrbes de transporte nasal foram descritos na literatura: portadores
persistentes 10% a 30%, ndo portadores 10% a 47%, e outros sdo considerados
portadores intermitentes (MUTHUKRISHNAN et al., 2013; NOUWEN et al., 2004).

S. aureus apresenta a capacidade de formar coagulos quando inoculados no
plasma sanguineo humano. Através desse mecanismo as espécies de S. aureus s&o
classificadas em coagulase-positiva e coagulase-negativa. Em cepas de fendtipos
coagulase-positiva, a secrecao coagulase (COA) liga-se a protrombina e altera o sitio
alvo da enzima através da insercdo de seus residuos N-terminais na bolsa de
ativacao, proporcionando a clivagem do fibrinogénio em fibrina (FRIEDRICH et al.,
2003). A ligacdo do complexo COA-Protrombina converte o fibrinogénio em fibrina
insoltvel formando a rede de malha de um coagulo (KROH; PANIZZI; BOCK, 2009).
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S. aureus é considerado um patdégeno oportunista, podendo causar desde

infeccbes leves de pele a doencas invasivas como pneumonia, endocardite e
osteomielite (PAN et al., 2019).

O éxito do S. aureus em colonizar e causar doencgas em seu hospedeiro deve-
se aos fatores de viruléncia que participam na adesao, aquisicdo de nutrientes e na

evasao da resposta imune do hospedeiro (SAKR et al., 2018).

1.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recentemente classificou a resisténcia
aos antimicrobianos como uma séria ameaca a saude mundial. S. aureus esta entre
0s patégenos humanos mais frequentes e letais devido a sua capacidade de
desenvolver resisténcia a multiplos farmacos (PATERNINA-DE LA OSSA et al., 2018).

O surgimento da penicilina (1928) foi importante para combater infec¢cdes
graves. Contudo, dois anos ap0s 0 seu uso, isolados de S. aureus ja se apresentavam
resistentes ao farmaco (NOVICK; BOUANCHAUD, 1971).

No final da década de 50 foi desenvolvida a meticilina, uma penicilina
semissintética que possui adicdo de um radical do grupo funcional carbono a do anel
betalactamico. ApGs dois anos do seu surgimento, foram relatados os primeiros casos
de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (HARTMAN; TOMASZ, 1981).

O mecanismo de resisténcia a meticilina ocorre por mudanca no sitio de
insercdo para o antimicrobiano, denominado Penicillin-Binding Protein (PBP)
(HARTMAN; TOMASZ, 1981).

A proteina alterada, PBP2a ou PBP2’ é responsavel por fazer a ligagcao da ponte
cruzada de pentaglicina entre o 3° e 0 4° aminoacidos, L-lisina e D-alanina,
respectivamente, das cadeias laterais de N-acetil glicosamina (NAG) e acido N-
acetilmuramico (NAM) para formacédo da parede celular bacteriana (SASSINE et al.,
2017).

A baixa afinidade aos antibioticos B-lactamicos produzidos pelas PBP’s,
confere resisténcia a oxacilina e meticilina, bem como resisténcia cruzada a todos os
antibiéticos B-lactamicos e esse mecanismo € codificado pelo gene mecA. Este gene

faz parte do complexo mec (juntamente com seus reguladores mecR1 e mecl) e esta
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localizado em um elemento genético mével chamado Staphylococcal Cassette

Chromosome mec (SCCmec) (LIU et al., 2016).

Além disso, o SCCmec carrega o complexo ccr (ccrA e ccrB) que codifica as
recombinases responsaveis pela mobilidade do cassete. A combinacdo da
complexidade do gene mec e do al6tipo do gene ccr € utilizada para tipagem genética
do SCCmec (BAIG et al., 2018; WU et al., 2015).

Até o momento, 13 tipos SCCmec (indicados pelos algarismos romanos | a
XIIl) e trés genes mec (mecA, B e C) foram identificados entre S. aureus no mundo
(HIRAMATSU et al., 2013; KAYA et al., 2018).

Os isolados de MRSA eram inicialmente restritos ao ambiente hospitalar,
denominadas Healthcare-associated Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (HA-
MRSA), porém, nos ultimos anos, surgiram MRSA adquiridos na comunidade, ou
Community-associated Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA).
Geralmente as isolados HA-MRSA transportam SCCmec do tipo |, Il e lll, enquanto os
CA-MRSA transportam os tipos IV e V (KAYA et al., 2018).

Recentemente um novo perfil de resisténcia foi identificado, trata-se de S.
aureus que se apresenta fenotipicamente sensivel a oxacilina e genotipicamente é
portador do gene mecA, denominado Oxacillin-susceptible mecA-positive
Staphylococcus aureus (OS-MRSA). Essa caracteristica do microrganismo pode levar
a resultados falso-negativo dos testes de sensibilidade e inducéo a falha terapéutica
(ANDRADE-FIGUEIREDO; LEAL-BALBINO, 2016).

Outro antibidtico frequentemente empregado como tratamento de primeira linha
para infec¢cBes graves causadas por MRSA é a vancomicina. Embora a suscetibilidade
entre MRSA permaneca préoxima de 100%, had um relato crescente de isolados
sensiveis a vancomicina que exibem um fendtipo heterorresistente (MARTIROSOV et
al., 2017).

Heterogeneous Vancomycin-Intermediate S. aureus (hVISA) é definido pela
presenca de uma subpopulacdo de S. aureus com resiténcia intermediaria a
vancomicina. De acordo com CLSI (2018), S. aureus com concentracao Inibitoria
minima (CIM) £ 2 pg/mL sdo considerados sensiveis, CIM 4-8 pg/mL s&o
intermediarios e CIM = 16 ug/mL sao resistentes para o antimicrobiano.

Geralmente infecgBes por hVISA estédo relacionadas a assisténcia a saude, e

novos estudos epidemiologicos sdo necessarios para descreverem dados atuais
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sobre a sua prevaléncia global. Esses parametros sédo primordiais para a vigilancia de

possivel disseminacéo do hVISA.

Contudo, o desafio ndo esta exclusivamente na identificacdo dos mecanismos
de resisténcia dos isolados MRSA e hVISA. Outros perfis identificados em sequéncias
de insercao de transposons e plasmideos (penicilina [blaZ] trimetoprim [dfrA e dfrK],
eritromicina [ermC], clindamicina [ermC constitutivamente expressa] e tetraciclinas
[tetK e tetlL]) foram encontrados tanto em MRSA como em MSSA (MALACHOWA,
DELEO, 2010).

1.3 FATORES DE VIRULENCIA

S. aureus expressam ampla quantidade de fatores de viruléncia, incluindo
toxinas (hemolisinas e leucocidinas), fatores de superficie imuno-evasivos (biofilme e
proteina A), enzimas que promovem invasdo tecidual (hialuronidase), catalase,
coagulase, entre outros (TURNER et al., 2019).

Os genes de viruléncia podem estar agrupados através das llhas de
patogenicidades de S. aureus (SaPls), e geralmente contém dois ou mais genes
superantigenos, tais como a Toxina da Sindrome do Choque Téxico (Toxic Shock
Syndrome Toxin 1 — TSST1) e as enterotoxina do tipo B e C, que estao associadas a
sindrome do choque toxico e intoxicagdo alimentar, respectivamente (UHLEMANN et
al., 2014).

Outro determinante de viruléncia frequentemente estudado € a proteina
Panton-Valentine Leucocidina (PVL), que esta associada a pneumonia necrotizante e
infeccdo dos tecidos moles. Além disso, PVL tem sido bem descrita como um
marcador epidemioldgico nas infeccdes por CA-MRSA, devido a sua alta prevaléncia
guando comparada ao HA-MRSA (THOMSEN et al., 2019).

Na natureza, quase 90% dos microrganismos sdo capazes de formar biofilme,
esse mecanismo de viruléncia confere um importante fator de protecao através das
substancias poliméricas extracelulares (EPSs) (LUAN et al., 2019). Com isso, as EPSs
produzem uma barreira que contribui para a menor sensibilidade e maior resisténcia
aos antimicrobianos (HALL; MAH, 2017).

O operon ica de S. aureus contém quatro genes (ica ABCD) organizados em
uma estrutura denominada operon-like. Contudo, a formacao das EPSs e proteinas
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se da, principalmente, pela presenca do operon transportador do gene icaA

(MOULAVI et al., 2019).

Das muitas espécies de estaficocos, S. aureus evoluiu expressivamente como
a mais virulenta, em decorréncia de determinantes coordenadamente regulados por
varios fatores de transcricdo, como: AgrA, SaeR, Rot e SarA (JENUL; HORSWILL,
2018). Paralelamente, um conjunto separado de fatores de transcricdo (CcpA, CcpE,
CodY, RpiRc, SrrA e Rex) age controlando a expressao de enzimas em varias vias
metabdlicas, e influenciam direta e indiretamente as fun¢des dos reguladores de
genes de viruléncia (RICHARDSON, 2019).

Os fatores de viruléncia de S.aureus sdo de extrema importancia para a sua
sobrevivéncia, no entanto, esse processo exige adaptacdo significativa que
promovera danos ao seu hospedeiro.

1.4 FATORES DE RIScO

Os riscos impostos por MRSA trouxeram uma nova percepcdo sobre a
importancia de conhecer melhor sua diversidade genética, epidemiolégica, evolutiva.
Além disso, é importante saber que a colonizacdo esta relacionada com 50% a 80%
dos casos de infecbes. (CLARRIDGE et al., 2013). Devido a alta crescente de
colonizados, pesquisadores tem se desempenhado em elucidar fatores de riscos para
colonizacgéao e infeccédo na populacao geral.

Os fatores ambientais, o perfil populacional e o tranporte cruzado tem papel
importante na dissemin¢do do CA-MRSA e HA-MRSA.. Estudos de Coorte descrevem
varios fatores que corroboram com a contamicdo de seres humanos e ambientes,
dentre eles: género, idade, sitio de colonizacéo, habitos, objetos e perfil socioecémico
(ABDULGADER et al., 2019; NG et al., 2016).

Os indices de colonizagéo de S.aureus séo elevados na infancia. Nas primeiras
oito semanas de vida, a taxa de colonizacao varia de 40% a 50%, e 21% aos 6 meses
de idade (SAKR et al., 2018). Davoodabadi et al. (2016) encontraram uma prevaléncia
de 60% de MRSA aos 6 anos de idade; outro estudo relacionou o0 aumento
proporcional de transmissdo com aumento do numero de criangas no domicilio (KNOX
et al., 2015). Esses estudos demonstram que criancas estao submetidas a um risco

significativo de coloniza¢do por MSSA e MRSA.
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A exposicao a S. aureus (HA-MRSA e CA-MRSA), principalmente o CA- MRSA,

podem ser adquiridos através do contato com os mais variados tipos de objetos
encontrados no ambiente, dentre eles: roupas de cama, toalha de banho, cadeira,
carpete, caneta, lo¢gbes e equipamentos esportivos (NG et al.,, 2016). Além disso,
grupos com contato fisico de alta intensidade sdo especialmente afetados, incluindo-
se atletas de competicdo, criancas em creches, militares, usuarios de drogas e
presidiarios (DAVOODABADI et al., 2016).

A presenca de colonizacdo por MRSA também foi associada a criancas com
tabagismo passivo, e a utlizacdo de antioticos nos utlimos doze meses. Além disso,
foi associado a colonizagéo nasal isolados de MRSA com presenca do gene PVL entre
criacas saudaveis (CHEN et al., 2018).

Outros relevantes fatores de riscos a colonizacdo por MRSA sao: admissao
hospitalar prévia, obesidade, abcessos, transporte vaginal de maes para criancas
durante o parto, cirurgias e viagens internacionais recentes (KNOX et al., 2015; LIN;
YAO, 2018; NARAYANAN et al., 2019).

S.aureus estdo entre os maiores produtores de infecgcbes humanas, e seus
mecanismos de viruléncia podem causar infeccbes graves como pneumonia,
meningite, endocardite, sepse, entre outras (SANTOS et al., 2007). O transporte nasal
€ considerado um fator de risco de infeccdo para pacientes submetidos a didlise,
incisdo cirurgica e tempo de internacdo prolongado. Além disso, é a causa mais
comum de infeccdo do sitio cirlrgico em cirurgias ortopédica e cardiacas
(TRAUTMANN et al., 2007).

Condicbes clinicas e sociais do hospedeiro sdo determinantes para
desenvolvimento de infec¢cdes por MSSA, HA-MRSA e CA-MRSA, respectivamente.
Segundo Thomas et al. (2017), pessoas de nivel social mais baixo estdo mais
propensas a desenvolverem essas infec¢cdes. Ja para Septimus e Schweizer (2016),
pacientes imunocomprometidos estdo expostos as infeccbes mais graves.

Conhecer os fatores de riscos da colonizacao e infeccado dos isolados de S.
aureus é condigdo primordial no controle das infec¢des, e é de grande importancia na

reducdo do impacto econémico nos sistemas de saude.

1.5 TRATAMENTO
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Dentre as opcdes de tratamento de infeccbes por S. aureus, 0 uso de

antimicrobianos € a opcao terapéutica de primeira escolha. No entanto, ha uma
relativa escassez de ensaios controlados randomizados de alta qualidade para guiar
todas as indicacbes de tratamento de forma correta, exceto para as infecgOes
bacterianas agudas de pele que estdo bem descritas na literatura (TURNER et al.,
2019).

A vancomicina, um antimicrobiano glicopeptidico (inibidor da sintese da parede
celular bacteriana que através da incorporacao no peptidoglicano das subunidades N-
acido acetilmuramico e N-acetilglucosamina liga-se reversivelmente a estas
moléculas), tem sido usado por mais de 50 anos e continua a ser o padrdo de
atendimento para tratamento das infeccfes graves por MRSA (LIU et al., 2011).

Outro farmaco relativamente novo utilizado para o tratamneto de infeccbes
estafilococicas é a daptomicina. Esta, € um antimicrobiano lipopeptideo ciclico
aprovado para o tratamento de infeccdes complexas da estrutura da pele,
bacteremias, endocardites causadas por bactérias Gram-positivas. A daptomicina
exerce seus efeitos bactericidas através de varios mecanismos, incluindo a insercéo
e rompimento da membrana plasmatica bacteriana, inibicao proteica e da sintese de
DNA, RNA e &cido lipoteicdico (HANCOCK, 2005). E importante ressaltar que, como
a daptomicina € inativada pelo surfactante pulmonar, ela ndo deve ser usada no
tratamento de pneumonia por MRSA (PALMQVIST et al., 2005).

A clindamicina, disponivel pela primeira vez no final do ano de 1960, € um
agente bacteriostatico da classe das lincosamidas, e trabalha bloqueando a sintese
de proteinas bacterianas, inibindo a reacéo de peptidiltransferase na subunidade 50S
do ribossomo bacteriano. E indicada no tratatamento de infec¢cbes por MRSA, por
exemplo, osteomielite, infeccbes de partes moles e pneumonia (BOUAZZA et al.,
2012; LIU et al., 2011).

Assim como a clindamicina, a linezolida, da classe das oxazolidinonas, é um
antimicrobiano conhecido por sua eficacia no tratamento de pneumonias por MRSA.
Seu mecanismo de acdo ocorre através da ligacdo da subunidade ribossomal
bacteriana 50S (MORATA et al., 2013).

Em se tratando de infecgbes comunitarias por MSSA (pneumonia, pele e partes
moles), a ceftarolina (cefalosporina de geragcdo avancgada), apresenta resultados

satisfatorios na préatica médica. O seu mecanismo de acédo é bactericida,
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e isso acontece pela ligacao das PBPs e inibicdo da sintese da parede celular

(NARAYANAN et al., 2019).

E por fim, sulfametoxazol (SMX)/Trimetoprima (TMP), uma combinacao
antimicrobiana de amplo espectro, vem sendo utilizada no cenéario ambulatorial ha
mais de 50 anos, tanto em adultos como em criancas. A TMP inibe a competividade
de producao de diidrofolato redutase, e a SMX interfere na producéo de diidrofolato.
Essa combinacdo sinérgica é bactericida, levando a morte do microrganismo
(NARAYANAN et al., 2019).

Outras apresentacdes farmacoldgicas estdo disponiveis no mercado para o
tratamento das infecgdes por S. aureus, sendo importante conhecé-las afim de ampliar
as possibilidades terapéuticas no ambito hospitalar e ambulatorial.

Na expectativa de novos tratamentos, terapias alternativas antiestaficocicas
vem sendo testadas. Compostos isolados de cha verde, galato de epicatiaquina e
galato de epigalocatequina, exibiram a capacidade de reduzir a resisténcia a [3-
lactamicos em S. aureus (Hamilton-Miller e Shah, 2000; Stapleton et al., 2006). Outra
substancia chamada Totarol da classe dos Diterpenos, tem demonstrado potencializar
a atividade da meticilina contra MRSA (Nicholson et al., 1999) e capacidade de inibicao
a atividade da bomba de efluxo de multiplos farmacos em S. aureus (SMITH et al.,
2007).

A imunizacdo anti-MRSA também foi testada na expectativa de uma inovacgao
terapéutica, mas nesse sentido, os resultados dos ensaios clinicos até o momento néo
obtiveram sucesso. Por exemplo, a StaphVAX, uma vacina conjugada bivalente que
ataca os polissacarideos capsulares tipo 5 e 8, ndo foi capaz de conferir imunidade
duradoura (SHINEFIELD et al., 2002). A V710, uma vacina monovalente que tem
como alvo a proteina de salvamento de ferro IsdB, estava na verdade associada a um
aumento da mortalidade, resultando na interrupgéo precoce do estudo (GIERSING et
al., 2016). E recentemente a empresa americana Pfizer® anunciou em dezembro de
2018 que o ensaio da fase Ilb de sua vacina multi- antigeno (PF-06290210) foi
descontinuada por futilidade (TURNER et al., 2019).

1.6 EPIDEMIOLOGIA

Aproximadamente 30% da populacdo mundial abriga S. aureus, sendo as

narinas anteriores o principal local de colonizacdo. O transporte nasal esta
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associado a um risco aumentado de desenvolver infec¢cdes estafilocécicas

subsequentes (ANTRI et al., 2018).

MRSA sé&o responsaveis por 25 a 50% das infeccbes de S. aureus em hospitais
(WANG et al., 2018). No entanto, a epidemiologia de MRSA esta mudando em todo o
mundo, e esse advento se da pelo aumento dos isolados CA-MRSA que variam
substancialmente nos fatores idade, geografia e doenca de base. Além disso, a
incidéncia de infecgbes por CA-MRSA é maior em criancas (CHEN; HUANG, 2014).

Surtos globais foram relatados nos Estados Unidos (EUA) e na Nova Zelandia.
Em um estudo de vigilancia de base populacional de trés comunidades dos EUA em
2001 e 2002, 8 a 20% de todos os isolados de MRSA foram CA-MRSA por definicéo,
com maior incidéncia entre criangas menores de 2 anos de idade. As maiores taxas
de colonizagédo por CA-MRSA sio relatadas na América do Norte e do Sul, Asia e
Malta (50%). Taxas intermediarias s&o reladas na China, Australia, Africa e alguns
paises europeus, como Portugal (49%), Grécia (40%), Italia (37%) e Roménia (34%).
Outros paises europeus, incluindo os Paises Baixos e Escandinavos, apresentam
taxas de prevaléncia geralmente baixas (ALAKLOBI et al.,, 2015; SOLTANI et al.,
2014).

Uma meta-andlise (152 estudos transversais e caso-controle) realizado na
regido Asia-Pacifico entre 2000 a 2016, sendo a populagdo a maioria criangas com
idade igual ou menor de 6 anos, identificou CA-MRSA em 25% e HA-MRSA em 56%.
Além disso, foi analisada a prevaléncia de colonizacdo de CA-MRSA entre os
subgrupos, dentre eles, membros do agregado familiar (13,0%-26.4%), maes de
criancas de 2 anos (8,0%) e pediatras (8,5%). Também vale ressaltar que no presente
estudo as maiores estimativas foram observadas quando as coletas de swab foram
realizadas em varias regides do corpo (WONG et al., 2018).

Na América do Sul os primeiros relatos de CA-MRSA apareceram em 2003 e
2004. Na Argentina, pesquisadores identificaram o aumento de trés vezes o numero
de infeccbes causadas por CA-MRSA na populacéo pediatrica entre os anos de 2004-
2014 (ENSINCK et al., 2018). Na Colébmbia, um estudo realizado em pacientes
pediatricos do Hospital Universitario de Santander em Bucaramanga identificou 42%
de taxas de infec¢des causadas por MRSA. No total, 8% das criangas tinha menos de
1 més de idade, 40% de 1 a 24 meses, 35% de 2 a 10 anos e 17% maiores que 10
anos (MACHUCA; GONZALEZ; SOSA, 2014). No Uruguai, o fenétipo CA-MRSA
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foi identificado em 73% dos isolados de pacientes com doencas invasivas

(osteoarticular, pneumonia e bacteremia) (PARDO et al., 2013).

No Brasil, 0 CA-MRSA é um patdgeno emergente, sendo responsavel por
aproximadamente um terco de todos os isolados de S. aureus de criangas com
infeccBes graves adquiridas na comunidade. Em um estudo realizado na Unidade de
Emergéncia de um Hospital Universitario terciario de 121 leitos na cidade de Ribeir&o
Preto, foram analisadas as taxas de densidade de incidéncia por 1000 pacientes
pediatricos, dos quais CA-MRSA e HA-MRSA apresentaram tendéncia crescente e
MSSA mostrou tendéncia oposta (PATERNINA-DE LA OSSA et al., 2018). Ja Arias et
al. (2017) reportaram 62% de taxas de infeccdes por MRSA no Brasil.

As infec¢des por CA-MRSA tém sido pouco relatadas no Brasil, com isso, ha
pouco conhecimento sobre a epidemiologia nacional desse patégeno (DA SILVEIRA
et al., 2018; PIRES et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

A colonizagdo por S. aureus aumenta o risco para o desenvolvimento de
infeccbes entre criancas, bem como criancas colonizadas sédo reservatérios para
disseminacdo desse agente. Ndo ha estudos de colonizagdo por S. aureus em
criancas da comunidade na regido norte do Parana. Portanto, & importante conhecer
a prevaléncia de colonizacao por S. aureus e CA-MRSA em criancas da comunidade
de Londrina e regido.

Os resultados do presente estudo podem demonstrar fatores associados a
colonizacgao por S. aureus e a relagéo de colonizacdo entre mée e crianca pelo mesmo

microrganismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia de colonizacdo por S. aureus em criancas e suas maes

admitidas no pronto socorro pediatrico de um hospital universitario.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a prevaléncia de colonizacdo por S. aureus em criancas
admitidas em pronto-socorro, bem como de suas maes;

b) Identificar a sensibilidade aos antimicrobianos de S. aureus isolados de
criancas e suas maes;

c) ldentificar os mecanismos de resisténcia de S. aureus a oxacilina;

d) Realizar a determinacéo da tipagem do gene mecA em isolados de S.
aureus resistentes a oxacilina;

e) Determinar os fatores de viruléncia de S. aureus.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LoCAIS DE REALIZAGAO DO ESTUDO

O Hospital Universitario de Londrina € um 6rgédo suplementar da Universidade
Estadual de Londrina (HU-UEL), entidade sem fins lucrativos, que se dedica ao
ensino, pesquisa e extensdo de servicos a comunidade, pela prestacdo de
atendimento universal. E um hospital terciario, centro de referéncia para o SUS na
regido norte do estado do Parana, Brasil. Atende pacientes de cerca de 250
municipios do Parana e de mais de 100 cidades de outros estados. Possui 508 leitos
distribuidos entre unidades de internacdo, pronto socorro e unidade de terapia
intensiva (UTI).

Os testes laboratoriais descritos nesse trabalho foram realizados no setor de
microbiologia do laboratério de analises clinicas do HU-UEL e no laboratério de
biologia molecular de microrganismos localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas
(CCB) no campus da UEL.

4.2 DELINEAMENTO

Estudo transversal, de prevaléncia, ndo controlado, realizado no pronto-
socorro pediatrico da instituicdo do estudo. Foram incluidas 200 criancas e suas
respectivas maes, admitidas no pronto-socorro entre maio de 2018 e abril de 2019.
Foi realizado um estudo caso-controle entre criancas colonizadas e néo colonizadas
por S. aureus, para analisar as seguintes variaveis: idade, colonizacdo materna por
S. aureus, internacdo nos ultimos 6 meses, presenca de doenca crbnica, uso de
antibidtico prévio e familiar que trabalha em hospital. As criancas colonizadas por S.
aureus foram encaminhadas ao ambulatorio de Infectologia Pediatrica do Ambulatério

de Especialidades do HU para seguimento.
4.3 CALCULO DA AMOSTRA
Considerando uma prevaléncia estimada de 40% de criancas colonizadas por

Staphylococcus aureus (BRAGA et al., 2014) e 1.000 criancgas atendidas por ano do

Pronto Socorro Pediatrico em um ano, com intervalo de confianca de 90% e erro
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aceitavel de 5%, o tamanho estimado da amostra foi de 207 criangas (Epi Info™

DHIS, CDC, versédo 5.2.1).

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas criancas entre 1 més e 12 anos de idade, admitidas no Pronto
Socorro Pediatrico do Hospital Universitario de Londrina (HUL) com tempo de

hospitalizagdo menor que 48 horas.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os seguintes pacientes: recém-nascidos; criancas internadas
mais que 5 dias nos ultimos 6 meses; criancas com histéria de admissao prévia

durante no minimo 48 horas em UTI, nos ultimos 6 meses.

4.6 METODOS FENOTIPICOS

4.6.1 Coleta das Amostras

Para investigar a presenca de S. aureus foram coletadas amostras (oral, nasal,
axilar e inguinal) da mée e crianca utilizando-se hastes de algodao flexiveis (swab).
As amostras foram obtidas girando-se o swab, delicadamente, nas fossas nasais. Os
mesmos foram transportados ao laborat6rio de microbiologia em meio de transporte
Stuart, imediatamente ou no prazo maximo de 2 horas.

Juntamente com a coleta da amostra, foram anotados os dados do individuo
para céalculos de prevaléncia. Para tal, utilizou-se um instrumento de coleta de dados
(Apéndice C).

4.6.2 Isolamento e ldentificagdo Fenotipica de Staphylococcus aureus

As amostras biolégicas contidas nos swabs foram inoculadas em caldo de soja
e tripticaseina (Tryptone Soya Broth — TSB) contendo 6,5% de cloreto de sddio (NaCl),
sendo incubado em estufa microbiolégica a 35 + 2°C por 24 horas. Apds este periodo,

com auxilio de uma alca bacterioldgica, foi retirada uma aliquota de 10uL
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do caldo TSB que apresentou turvacdo e inoculada em Mannitol Salt Agar (MSA)

(Oxoid, Basingstoke, England), a placa foi incubada a 35 + 2°C por 24 horas. As
colonias amarelas que se desenvolveram no MSA foram identificadas utilizando-se
metodologia manual de acordo com Jorgensen et al. (2015). Apos a confirmacgéo de
gue a amostra realmente continha S. aureus, procedeu-se a avaliacdo da
sensibilidade aos antimicrobianos e demais testes, na sequéncia as bactérias foram

armazenadas a -80°C em meio TSB contendo 30% de glicerol.

4.6.3 Avaliagéo da Sensibilidade aos Antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado por disco-
difusdo de acordo com metodologia padronizada pelo Clinical Laboratory Standards
International (CLSI, 2017), de modo que as colbnias corretamente identificadas como
S. aureus foram suspensas em salina 0,9%, ajustando a suspensdao em
espectrofotometro (DensiCHEK Plus, BioMérieux®) na escala 0,5 de McFarland
(1x108 UFC/mL) a qual foi aplicada em Mueller Hinton Agar (MHA) com um swab
estéril e os discos foram dispostos sob o agar com auxilio de uma pinga flambada.

Utilizaram-se os antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, England): penicilina
(10V); cefoxitina (30ug); eritromicina (15ug); clindamicina (2ug); gentamicina (10ug);
tetraciclina (30ug); linezolida (30upg); ciprofloxacino (5ug); rifampicina (5uQ);
cloranfenicol (30ug) e sulfametoxazol + trimetoprima (23,75/1,25ug). Além destes,
também foi testado o disco de tigeciclina (15ug), conforme metodologia determinada
pelo The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST,
2017).

4.6.4 Avaliagéo da Sensibilidade a Oxacilina em Meio Suplementado

Para fornecer resultados complementares aos do TSA, foram aplicados discos
de oxacilina (1 pg) (Oxoid, Basingstoke, England) em MHA suplementado com 2% de
NaCl. Foi utilizada a mesma suspensdo bacteriana e técnica de execucdo
empregadas no TSA. As placas foram incubadas a 35 + 2°C, efetuando as leituras em
24 e 48 horas. O halo de inibi¢cdo foi anotado em milimetros (nenhum halo de inibicdo

foi anotado como 0 mm). O isolado foi classificado como resistente a
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oxacilina quando o halo de inibigdo <10mm de diametro, intermediario quando halo

de inibicdo entre 11 e 12mm e sensivel quando 213mm (CLSI, 2012a, 2012b).

4.6.5 Triagem para Identificacdio de Resisténcia a Oxacilina em Agar Diluicéo

Para esta triagem foi utilizada a técnica de Agar screening em Brain Heart
Infusion Agar (BHIA) contendo 6pg/mL de oxacilina. A partir da suspenséo de S.
aureus previamente preparada para o TSA, com uma alca calibrada estéril e
descartavel, retirou-se uma aliquota de 10uL, a qual foi disposta sob uma placa
contendo o agar suplementado e incubada a 35 + 2°C por 24 horas. As leituras foram
feitas em 24 e 48 horas (CLSI, 2016).

4.6.6 Triagem para ldentificacdo de Isolados hVISA

Visando a deteccdo de hVISA, foi utilizada novamente a técnica de Agar
screening em BHIA, porém este suplementado com vancomicina, utilizando-se
biplacas, contendo em um lado 3pug/mL e no outro 4ug/mL de vancomicina. A partir da
suspensdao de S. aureus previamente preparada para o TSA, com uma alca calibrada
estéril e descartavel, retirou-se uma aliquota de 10uL, a qual foi disposta sob uma
placa contendo o 4gar suplementado e incubada a 35 + 2°C por 24 horas. As leituras
foram feitas em 24 e 48 horas. O resultado foi considerado positivo quando ocorreu o
crescimento de duas ou mais coldnias apés 24 horas. Como controles positivos foram
utilizadas as cepas de S. aureus Mu3 ATCC® 700698 (h- VISA), Mu50 ATCC® 700699
(VISA), Enterococcus faecalis ATCC® 51299 (VRE) e como negativo, S. aureus
ATCC® 29213 (KHATIB et al., 2015).

4.6.7 Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima para Oxacilina
Para determinacdo da concentragdo inibitdria minima (CIM) de oxacilina foram

utilizadas fitas de E-test® (AB Biodisk, Solna, Suécia) impregnadas com oxacilina em
concentracOes seriadas de 0,016 a 256 g, de acordo com orienta¢des do fabricante.
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4.6.8 Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima para Vancomicina

Para determinacao da sensibilidade e CIM de vancomicina foram utilizadas fitas
de E-test® (AB Biodisk, Solna, Suécia) impregnadas com vancomicina em

concentracfes seriadas de 0,016 a 256 ug, de acordo com orientacdes do fabricante.

4.6.9 Reativacao dos Isolados

Para realizacdo das anélises moleculares, as bactérias previamente estocadas
necessitam ser inoculadas em meio TSB para sua reativacao. Para tal, utilizou-se uma
aliquota do estoque, a qual foi inoculada em 3mL do referido caldo e incubada

overnight. Na sequéncia foi realizada a extracdo do DNA bacteriano.

4.7 METODOS GENOTIPICOS

4.7.1 Extracdo de DNA

A extragdo do DNA total foi realizada conforme descrito por Ausubel et al.
(1999).

4.7.2 PCR Convencional

Como teste confirmatério para a identificacdo da espécie foi utilizado gene
codificante da coagulase (gene coa) de acordo com Tiwari, Sapkota e Sen (2008). A
deteccdo dos genes de viruléncia: Leucocidina de Panton-Valentine (lukS-PV-lukF-
PV); toxina da sindrome do choque téxico-1 (tst) e biofilme (icaA) foram realizadas
como descrito por Campbell et al. (2008). A avaliacdo da resisténcia, para os farmacos
B-lactamicos, foi avaliada de acordo com a presenca do gene mecA. Além da presenca
deste gene, os elementos SCCmec foram tipificados de acordo com metodologia

proposta por Milheirico, Oliveira e Lencastre (2007), assim como mecA.
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4.7.3 Genotipagem

A diversidade genética de todos os isolados mecA positivos foi analisada por
PCR baseada em sequéncia de elementos repetitivos (REP-PCR) usando o primer
RWS3A como descrito por (DEL VECCHIO et al., 1995).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram digitados em banco de dados do Programa Microsoft Office
Excell® 2010 e a andlise estatistica foi realizada com o software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS® — IBM Corp., Nova York, EUA), versdo 20 para
Windows. Foram calculadas mediana e intervalos interquartis das variaveis continuas.
Variaveis categoricas foram analisadas pelo Teste de Qui-quadrado ou Exato de
Fisher, quando apropriado. Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

4.9 AsPECTOS ETICOS

O estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL) sob o nimero CAAE:
86708018.4.0000.5231, obtendo o parecer de numero: 2.620.864 (Anexo)

Os individuos foram esclarecidos sobre a pesquisa e convidados a participar
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), que pode
ser visualizado no Apéndice A e B).

Apbs esclarecimento dos objetivos e métodos do estudo e o consentimento do
participante, foi realizada a coletada da amostra.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho estéo apresentados e discutidos em dois
artigos descritos a segquir.

Artigo 1 — Colonizacdo por Staphylococcus aureus em criangas da comunidade, no
Parana.

Artigo 2 — Caracterizagdo molecular de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

adquirido na comunidade (CA-MRSA) de criancas atendidas em um hospital do sul do
Brasil.



32
5.1 ARTIGO 1 — COLONIZAGAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM CRIANGAS DA

COMUNIDADE, NO PARANA

RESUMO

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina associado a comunidade (CA- MRSA)
€ uma ameaca global emergente por causar infeccdes invasivas potencialmente fatais.
O objetivo desse estudo foi avaliar a colonizagéo por CA- MRSA em criangas e suas
respectivas méaes atendidas no pronto-socorro de um Hospital Universitario. Foram
incluidas 200 criancas hospitalizadas por periodo menor de 48 horas no momento da
coleta dos swabs, sem histéria de internacado recente, entre maio de 2018 e abril de
2019. Foram coletadas amostras de swab oral, nasal, axilar e inguinal da mée e
crianca. Apos o isolamento do S. aureus foram realizados os testes fenotipicos, com
avaliacdo da sensibilidade a oxacilina e aos demais antimicrobianos. Em 32,5% das
criancas foi detectada a presenca de S. aureus, sendo 35,4% MRSA. Em 43 maes foi
detectada a presenca de S. aureus (21,5%), 17 amostras eram MRSA (39,5%). Em
relacédo a colonizacdo dos binbmios mae-crianca, 46,5% destes estavam colonizadas
S. aureus (OR: 2,164 [IC 95% 1,083-4,323], p = 0,027). As criancas com idade maior
ou igual a seis anos apresentaram maior indice de colonizagéo por S. aureus (44,6%)
em relacdo as criancas menores de seis anos (OR: 0,423 [IC 95% 0,230-0,778], p =
0,005), porém as criangcas menores de 6 anos apresentaram maior frequéncia (65,2%)
de MRSA. Entre as criancas colonizadas por MRSA, 74% apresentaram resisténcia a
clindamicina e 34,7% resisténcia e sulfametoxazol-trimetoprima. Foi detectada
elevada colonizacdo por CA-MRSA entre criancas e suas maes. O perfil de
sensibilidade destas cepas comunitarias € preocupante, pelo risco de disseminacao e
dificuldade de tratamento.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, Mae, Crianca, Staphylococcus aureus
Resistente a Meticilina.
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INTRODUCAO

O principal local de colonizagédo do S. aureus é o vestibulo nasal (ou narinas
anteriores) e na populacao geral a prevaléncia de colonizacao é de aproximadamente
20 a 30% (CHEN et al.,, 2017; DEN HEIJER et al., 2013; GORWITZ et al., 2008;
SAADATIAN-ELAHI et al., 2013). Na maioria dos casos o Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) a origem é hospitalar (HA- MRSA), responsavel por 25
a 50% das infeccdes por S. aureus em hospitais (WANG et al., 2018). Porém, o S.
aureus resistente a meticilina associado a comunidade (CA-MRSA) é uma ameaca
global emergente em saude publica por causar infeccbes invasivas leves e
potencialmente fatais como a pneumonia necrotizante (WONG et al., 2018). O CA-
MRSA é definido clinicamente como o0 MRSA isolado de pacientes ambulatoriais ou
coletado nas 48 horas iniciais de hospitalizacdo (MOBASHERIZADEH et al., 2019). A
epidemiologia do MRSA esta mudando em todo o mundo e esse advento se da pelo
aumento das cepas CA-MRSA, que variam substancialmente conforme a localizacao,
faixa etaria e presenca de doenca de base. Além disso, a incidéncia de infec¢des por
CA-MRSA é maior em criancas (CHEN; HUANG, 2014). No Brasil, a poucas
disseminacgdes cientificas acerca das infecgBes e colonizagdes por CA-MRSA, e
pouco € conhecido sobre a epidemiologia nacional desse patégeno em criancas
(PATERNINA-DE LA OSSA et al.,, 2018). O objetivo desse estudo foi avaliar a
colonizagéao por CA-MRSA em criangas e suas respectivas maes atendidas no pronto-

socorro de um hospital universitario.

MATERIAIS E METODOS

Locais de Realizagcédo do Estudo

O Hospital Universitario € um 6rgao suplementar da Universidade Estadual de
Londrina (HU-UEL), entidade sem fins lucrativos, que se dedica ao ensino, pesquisa
e extens&o de servicos a comunidade, pela prestacio de atendimento universal. E um
hospital terciario, centro de referéncia para o SUS na regido norte do estado do
Parand, Brasil. Atende pacientes de cerca de 250 municipios do Parana e de mais de
100 cidades de outros estados. Possui 508 leitos distribuidos entre unidades de

internacao, pronto socorro e unidade de terapia intensiva.
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Os testes descritos nesse trabalho foram realizados no setor de microbiologia

do laboratorio de analises clinicas do HU-UEL e no laboratorio de biologia molecular
de microrganismos localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas no campus da UEL.

O Pronto Socorro Pediatrico do HU-UEL é referéncia no atendimento de
criancas em situacdo de urgéncia e emergéncia. Durante o periodo do estudo 8.386
criancas foram atendidas neste servico, das quais 4.193 foram submetidas a
atendimento seguido de alta, 2.930 atendimentos seguidos de periodo de observagéo
durante menos de 24 horas e 1.563 internagoes.

Delineamento

Estudo transversal, de prevaléncia, ndo controlado, realizado no pronto-
socorro pediatrico de um hospital universitario de Londrina, no Parana. Foram
incluidas 200 criancas e 200 mées admitidas no pronto-socorro entre maio de 2018 e
abril de 2019. Foi realizado um estudo caso-controle entre criancas colonizadas e ndo
colonizadas por S. aureus, para analisar os seguintes fatores: idade, colonizagéo
materna por S. aureus, internacao nos ultimos 6 meses, presenca de doenca crénica,

uso de antibiotico prévio e familiar que trabalha em hospitalar.

Célculo da Amostra

Considerando uma prevaléncia estimada de 40% de criancas colonizadas por
S. aureus (BRAGA, 2014) e 1.000 criangas atendidas por ano no Pronto Socorro
Pediéatrico do HU-UEL em um ano, com intervalo de confianca de 90% e erro aceitavel
de 5%, o tamanho estimado da amostra foi de 197 criangas (Epi Info™ DHIS, CDC,

versao 5.2.1).
Critérios de Inclusao
Foram incluidas criancas entre 1 més e 12 anos de idade, admitidas no Pronto

Socorro Pediatrico do Hospital Universitario de Londrina (HUL) nas primeiras 48 horas

de hospitalizacéo.
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Critérios de Excluséao

Foram excluidos os seguintes pacientes: recém-nascidos; criancas internadas
por mais que 5 dias nos ultimos 6 meses; criancas com histdria de admissao prévia

em UTI, por pelo menos 48 horas, nos ultimos 6 meses.

Coleta das Amostras

Para investigar a presenca de S. aureus foram coletadas amostras (oral, nasal,
axilar e inguinal) da mae e crianca utilizando-se hastes de algodéao flexiveis (swab).
As amostras das maes e das criancas foram obtidas rotacionando o swab,
delicadamente, em orofaringe, nas fossas nasais, em axilas e virilhas. Os mesmos
foram transportados ao laboratério de microbiologia em meio de transporte Stuart,
imediatamente ou no prazo maximo de 2 horas.

Juntamente com a coleta da amostra, foram anotados os dados dos pacientes

em instrumento de coleta de dados.

Isolamento e Identificacdo Fenotipica de S. aureus

As amostras biologicas contidas nos swabs foram inoculadas em caldo de soja
e tripticaseina (Tryptone Soya Broth — TSB) contendo 6,5% de cloreto de sodio (NaCl),
sendo incubado em estufa microbioldgica a 35 + 2°C por 24 horas. Apos este periodo,
com auxilio de uma al¢a bacteriologica, foi retirada uma aliquota de 10uL do caldo
TSB que apresentou turvacdo e inoculada em Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid,
Basingstoke, England), a placa foi incubada a 35 + 2°C por 24 horas. As colonias
amarelas que se desenvolveram no MSA foram identificadas utilizando-se
metodologia manual de acordo com Jorgensen et al. (2015). Apos a confirmagéo de
gue a amostra realmente continha S. aureus, procedeu-se a avaliacdo da
sensibilidade aos antimicrobianos e demais testes, na sequéncia as bactérias foram

armazenadas a -80°C em meio TSB contendo 30% de glicerol.
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Avaliagcdo da Sensibilidade aos Antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado por disco-
difusdo de acordo com metodologia padronizada pelo Clinical Laboratory Standards
International (CLSI, 2017), de modo que as colbnias corretamente identificadas como
S. aureus foram suspensas em salina 0,9%, ajustando a suspensdo em
espectrofotometro (DensiCHEK Plus, BioMérieux®) na escala 0,5 de McFarland
(1x108 UFC/mL) a qual foi aplicada em Mueller Hinton Agar (MHA) com um swab
estéril e os discos foram dispostos sob 0 agar com auxilio de uma pinca flambada.

Utilizaram-se os antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, England): penicilina
(10V); cefoxitina (30ug); eritromicina (15ug); clindamicina (2jg); gentamicina (10ug);
tetraciclina (30pg); linezolida (30ug); ciprofloxacino (5ug); rifampicina (5uQ);
cloranfenicol (30ug) e sulfametoxazol + trimetoprima (23,75/1,25ug). Além destes,
também foi testado o disco de tigeciclina (15ug), conforme metodologia determinada
pelo The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST,
2017).

Avaliacdo da Sensibilidade a Oxacilina em Meio Suplementado

Para fornecer resultados complementares aos do TSA, foram aplicados discos
de oxacilina (1 pg) (Oxoid, Basingstoke, England) em MHA suplementado com 2% de
NaCl. Foi utilizada a mesma suspensdo bacteriana e técnica de execucao
empregadas no TSA. As placas foram incubadas a 35 + 2°C, efetuando as leituras em
24 e 48 horas. O halo de inibi¢édo foi anotado em milimetros (nenhum halo de inibi¢cao
foi anotado como 0 mm). O isolado foi classificado como resistente a oxacilina quando
o halo de inibicdo <10mm de diametro, intermediario quando halo de inibigao entre 11
e 12mm e sensivel quando 213mm (CLSI, 2012a, 2012b).

Triagem para Identificacdo de Resisténcia a Oxacilina em Agar Dilui¢&o

Para esta triagem foi utilizada a técnica de Agar screening em Brain Heart
Infusion Agar (BHIA) contendo 6pg/mL de oxacilina. A partir da suspenséo de S.
aureus previamente preparada para o TSA, com uma alca calibrada estéril e

descartavel, retirou-se uma aliquota de 10pL, a qual foi disposta sob uma placa
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contendo o agar suplementado e incubada a 35 £ 2°C por 24 horas. As leituras

foram feitas em 24 e 48 horas (CLSI, 2016).

Determinagédo da Concentracgao Inibitéria Minima para Oxacilina

Para determinacéo da concentracao inibitoria minima (CIM) de oxacilina foram
utilizadas fitas de E-test® (AB Biodisk, Solna, Suécia) impregnadas com oxacilina em

concentracdes seriadas de 0,016 a 256 g, de acordo com orientagdes do fabricante.

Triagem para Identificag&o de Isolados hVISA

Visando a deteccéo de isolados hVISA, foi utilizada novamente a técnica de
Agar screening em BHIA, porém este suplementado com vancomicina, utilizando-se
biplacas, contendo em um lado 3pug/mL e no outro 4pug/mL de vancomicina. A partir da
suspensao de S. aureus previamente preparada para o TSA, com uma alca calibrada
estéril e descartavel, retirou-se uma aliquota de 10uL, a qual foi disposta sob uma
placa contendo o agar suplementado e incubada a 35 + 2°C por 24 horas. As leituras
foram feitas em 24 e 48 horas. O resultado foi considerado positivo quando ocorreu o
crescimento de duas ou mais coldnias apds 24 horas. Como controles positivos foram
utilizadas as cepas de S. aureus Mu3 ATCC® 700698 (h- VISA), Mu50 ATCC® 700699
(VISA), Enterococcus faecalis ATCC® 51299 (VRE) e como negativo, S. aureus
ATCC® 29213 (KHATIB et al., 2015).

Determinacao da concentracao inibitéria minima para vancomicina

Para determinacao da sensibilidade e CIM de vancomicina foram utilizadas fitas
de E-test® (AB Biodisk, Solna, Suécia) impregnadas com vancomicina em
concentracdes seriadas de 0,016 a 256 ug, de acordo com orientacdes do fabricante

Andlise Estatistica

Os dados foram compilados em banco de dados do Programa Microsoft Office
Excell® 2010 e a analise estatistica foi realizada com o software Statistical Package
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for the Social Sciences (SPSS® — IBM Corp., Nova York, EUA), versdo 20 para

Windows. Foram calculadas mediana e intervalos interquartis das variaveis continuas.
Variaveis categoricas foram analisadas pelo Teste de Qui-quadrado ou Exato de
Fisher, quando apropriado. Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo, e intervalo de confianca de 95%.

Bioética

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL) sob o numero CAAE:
86708018.4.0000.5231, com o numero do parecer: 2.620.864

Os individuos foram esclarecidos sobre a pesquisa e convidados a participar

mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

RESULTADOS

Foram coletadas 200 amostras de swabs de criancas e suas respectivas maes.
A frequéncia de isolamento de S. aureus foi maior em criangas, que em maes. Em
32,5% das criancas foi detectada a presenca de S. aureus, sendo 35,4% MRSA
(Figura 1). A mediana de idade das mées foi de 30 anos (25 anos no percentil 25 e 36
anos no percentil 75) e das criancas 48 meses (36 meses no percentil 25 e 84 meses
no percentil 75).

Figura 1 — Distribuicdo de mées e criancas colonizadas ou nao por Staphylococcus
aureus (n=400)



200 binémios (m&e-crianga)
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| 1 [ 1
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Do total de binbmios mae-crianca investigados, 46,5% estavam ambos

colonizados por S. aureus. Destes 60% estavam colonizados por MRSA. As criancas

com idade maior ou igual a seis anos apresentaram maior frequéncia de colonizacao

por S. aureus em relacéo as criangas menores de seis anos. As criangas do sexo

feminino apresentaram indices maiores de colonizacao por S. aureus e MRSA (Tabela

1).

Tabela 1 — Associacao das variaveis clinico-demograficas e colonizacdo materna com
criancas colonizadas e ndo colonizadas por Staphylococcus aureus
(n=200) Londrina, PR, Brasil, 2019

Variaveis

Crianca colonizada
por S. aureus

Sim Nao
n % n %

Odds Ratio
(IC 95%)

p-valor

Mée colonizada
para S. aureus
Sim
Nao

Hospitalizacéo
prévia®
Sim
Nao

Doenca cronica
Sim
Nao

Familiar trabalhador
da saude
Sim
Néo

Uso prévio de
antimicrobianos**
Sim
Nao

Idade das criancas
< 6 anos
2 6 anos

Sexo
Feminino
Masculino

20 (46,5) 23 (53,5)
45 (28,7) 112 (71,3)

8 (38,1) 13(61,9)
57 (31,8) 112 (68,2)

21 (42,9) 28 (57.1)
44 (29.1) 107 (70,9)

6(353) 11(64.7)
59 (32,2) 124 (67,8)

8(38.1) 13(61,9)
57 (31,8) 122 (68,2)

32(254) 94 (74,6)
33(44,6) 41 (55.4)

40 (61,5) 69 (51,1)
25(38,5) 66 (48.9)

2,164 (1,083-4,323)

1,317 (0,517-3,356)

1,824 (0,937-3,549)

1,146 (0,404-3,250)

1,317 (0,517-3,356)

0,423 (0,230-0,778)

1,530 (0,837-2,797)

0,027

0,563

0,075

0,797

0,563

0,005

0,165

*Crianga internada até 5 dias nos Ultimos 6 meses. **Uso de antimicrobianos nos ultimos 6 meses. Os
dados categéricos foram avaliados pelo teste de qui-quadrado.
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N&o houve associacao significativa entre criancas positivas para S. aureus e as

variaveis: historico de doenca crbnica, uso de antibioético nos ultimos seis meses e

familiar que trabalha em hospital (Tabela 1).

Observou-se taxas mais elevadas de colonizagdo de MRSA nas criangas
menores de seis anos (65,2%) quando comparadas aos maiores de seis anos (34,8%)
(Tabela 2).

Tabela 2 — Associacao das variaveis clinico-demograficas em relacdo a colonizagéao
de criancgas por Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a oxacilina,
‘Londrina, PR, Brasil, 2019

Variaveis Colonizacao da
crianca
MSSA MRSA Odds Ratio p-valor
n % n % (IC 95%)

Mae colonizada
para S. aureus

Sim 13 (31,0) 7(30,4) 1,025 (0,340-3,088) 0,966
N&o 29 (69,0) 16 (69,6)
Hospitalizacao
prévia*
Sim 4(9,5 4(017,4) 0,500 (0,113-2,221) 0,439
N&o 38 (90,5) 19 (82,6)
Doenca crénica
Sim 13(31,0) 8(34,8) 0,841 (0,286-2,473) 0,752
N&ao 29 (69,0) 15 (65,2)
Familiar trabalhador
da saude
Sim 4 (9,5) 2(8,7) 1,105 (0,187-6.548) 1,000
Nao 38 (90,5) 31(91,3)

Uso prévio de
antimicrobianos™*

Sim 7(16,7) 6(26,1) 0,567 (0,165-1,948) 0,364
Nao 35(83,3) 17(73,9)
Idade das criancas
<6 anos 17 (40,5) 15 (65,2) 0,363 (0,126-1,043) 0,056
26 anos 25 (59,5) 8(34,8)
Sexo
Feminino 26 (61,9) 14(60,9) 1,045 (0,368-2,966) 0,935
Masculino 16 (38,1) 9(39,1)

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina. MSSA: Staphylococcus aureus sensivel &
meticilina. *Crianga internada até 5 dias nos ultimos 6 meses. **Uso de antimicrobianos nos ultimos 6
meses. Os dados categoricos foram avaliados pelo teste de qui-quadrado.
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As méaes mais jovens, que internaram ou usaram antibiotico nos ultimos 6

meses e com familiares trabalhadores da area da saude ndo apresentaram maior

chance de colonizacao por S. aureus, que as maes néao colonizadas (Tabela 3).

Tabela 3 — Associacéo das variaveis clinico-demograficas e colonizacdo materna
por Staphylococcus aureus, Londrina, PR, Brasil, 2019

Variaveis Crianga colonizada
por S. aureus
Sim Nao Odds Ratio p-valor
n % n % (IC 95%)
Idade das maes
< 30 anos 26 (22,2%) 91(77,8% 1,109 (0,557 -2,208) 0, 768
>30 anos 17 (20,5%) 66 (79,5%)
Hospitalizagao
prévia*
Sim 2 (40,0%) 3(60,0%) 2,504 (0,405 -15,486) 0,293
Nao 41 (21,0%) 154(79,9%)

Uso prévio de
antimicrobianos**

Sim 5(22,7%) 17 (77,3%) 1,084 (0,376 —3,126) 0,882
Nao 38 (21,3%)140 (78,7%)
Familiar trabalhador
da saude
Sim 6 (35,3) 11(64,7) 1,146 (0,404-3,250) 0,797
Nao 59 (32,2) 124 (67,8)

*Crianga internada até 5 dias nos Ultimos 6 meses. **Uso de antimicrobianos nos Ultimos 6 meses. Os
dados categoricos foram avaliados pelo teste de qui-quadrado.

Quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos para as cepas de S.
aureus de criancas, 52,4% das cepas MSSA e 74% das cepas MRSA apresentaram
resisténcia concomitante a clindamicina; 26,2% das cepas MSSA e 34,7% das MRSA
apresentaram resisténcia para sulfametoxazol-trimetoprima. Menos de 10% das
cepas de MSSA e MRSA foram resistentes a rifampicina. Com relacdo ao perfil de

sensibilidade a vancomicina, ndo foi identificada nenhuma cepa VISA ou hVISA
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Perfil de sensibilidades aos antimicrobianos das cepas de Staphylococcus
aureus sensivel e resistente a oxacilina, Londrina, PR, Brasil, 2019

Antimicrobiano

MSSA (n=42)

MRSA (n=23)

Sensivel Sensivel

Clindamicina 20 (47,6%) 6 (26,0%)
Eritromicina 7 (16,6%) 4 (69,5%)
Penicilina 1 (2,3%) 0 (0%)

Cefoxitina 42 (100%) 0 (0%)

Ciprofloxacino 36 (85,7%) 14 (60,8%)

Gentamicina 41 (97°6%) 19 (82,6%)
Tetraciclina 36 (85,7%) 8 (34,7%)
Tigeciclina 42 (100%) 16 (69,5%)
Linezolida 42 (100%) 23 (100%)
Rifanpicina 40 (95,2%) 21 (91,3%)
Sulfametoxazol trimetoprima 31 (73,8%) 8 (34,7%)
Vancomicina 42 (100,0%) 23 (100,0%)

MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina. MRSA: Staphylococcus aureus resistente a
meticilina.

DISCUSSAO

Houve associacao significativa de colonizacao por S. aureus entre méaes e seus
filhos. No Brasil existem poucos estudos sobre a epidemiologia do S. aureus
comunitério no bindbmio mae-crianca, nesse sentido, ndo conseguimos identificar
dados nacionais relatando informacdes semelhantes as deste estudo. No entanto,
pesquisadores Chineses e Angolanos identificaram frequéncia de 26,1% e 10,1% de
colonizagcéo de mées e seus respectivos filhos (LIN; YAO, 2018; RODRIGUES et al.,
2018). Ja em um Hospital Universitario da Argélia, 104 amostras de S. aureus de mae
e filhos foram isoladas, contudo, nenhuma relagao entre mées e criangas infectadas
foi confirmada (DJOUDI et al., 2014).
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A frequéncia de MRSA no presente estudo foi elevado, quando comparado aos

dados reportados pela literatura. Em 2015 pesquisadores norte-americanos
reportaram 16% de colonizac&o por MRSA em criancas (KNOX et al., 2015). Em uma
meta-analise Lin et al (2016) relatou frequéncias de colonizagdo por MRSA em
criancas com variacdo de 1,0% a 19,1%. Em Vitéria da Conquista - BA, foi realizado
um estudo que obteve 148 amostras de swab nasal de criancas saudaveis, sendo que
o S. aureus foi recuperado em 47,3% da populagdo analisada, sendo 15,7% dos
isolados positivos para MRSA (CARVALHO et al., 2017a). Um estudo realizado por
Rodrigues et al. (2018), identificou a colonizacdo por MRSA em criancas
hospitalizadas (15,7%) e seus respectivos pais (10,1%). Pesquisadores iranianos
relataram taxa de 5,8% de colonizacdo por MRSA em criancas saudaveis
(MOBASHERIZADEH et al., 2019).

A colonizagéo por S. aureus e MRSA foi mais frequente nas criangas do sexo
feminino. Em Atlanta, nos EUA, a colonizacdo por S. aureus também foi mais
frequente no sexo feminino (IMMERGLUCK et al., 2019). No entanto, outros estudos
sugerem maior propensdo do sexo masculino a colonizacdo por MRSA (JOACHIM et
al., 2017; SOLTANI et al., 2014; THOMSEN et al., 2019). A divergéncia do presente
estudo com relacdo ao género pode ser justificada pela maior propor¢cdo do niumero
de individuos do sexo feminino (n=109) em relacédo aos do sexo masculino (n=91).

Apesar de fatores como: uso de antibiético recente, doenca crbnica e
internacdo nos ultimos seis meses estarem descritos na literatura como fatores de
riscos para colonizacdo de MSSA e MRSA (PAN et al., 2019), o presente estudo ndo
encontrou resultados significativos com relacdo a essas variaveis. Uma provavel
justificativa pode ser porque estes fatores estdo mais frequentemente relacionados a
colonizacgao por bacilos Gram-negativos multirresistentes.

Identificamos um aumento significativo de colonizagdo por S. aureus nas
criangas maiores de seis anos de idade. E possivel que isso seja justificado por tempo
maior de frequéncia na escola. Apos revisao de trés estudos, Knox et al. (2015)
encontraram relacdo entre colonizagdo por S. aureus e maior tempo de frequéncia a
escola. Shetty et al. (2014) relataram maior frequéncia de S. aureus em idade escolar,
assim como Joachim et al. (2017), que constataram elevadas taxas de colonizagéo
por S. aureus em criangas da educagéo primaria.

Em contrapartida, criangas menores de seis anos de idade apresentaram

maiores indices de colonizacdo por MRSA. Nesse sentido, o estudo de Davoodabadi
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et al. (2016), com 345 criangas saudaveis em 15 creches da cidade Isfahan, no Iran;

e em uma meta-analise de prevaléncia realizada na China por Lin et al. (2016),
corroboram com nossos achados. Nossas evidéncias sobre o perfil de S. aureus por
faixa-etaria aparentemente sdo um indicador importante para a pratica clinica;
conhecer as tendéncias do tipo de colonizacéo por idade pode ser fundamental na
escolha da terapia empirica adequada nas infec¢des estafilocécicas. Os fatores de
riscos analisados néo foram capazes de justificar o aumento do CA-MRSA na
populacdo mais jovem e novos estudos sd@o necessarios para confirmar esses
achados.

Quanto a elevada resisténcia a clindamicina para as cepas de MRSA e MRSA,
nossos dados sdo comparaveis aos encontrado por Ensinck et al. (2018) que
acompanharam durante seis anos criangas colonizadas por CA-MRSA em um hospital
argentino. O perfil de sensibilidade para sulfametoxazol-trimetoprima também foi baixo
para as cepas de MRSA, diferentemente da literatura que relatam taxas de 80 a 90%
de sensibilidade a sulfametoxazol-trimetoprima (PATERNINA-DE LA OSSA et al.,
2018; WANG et al., 2018). Por outro lado, a ampla sensibilidade a vancomicina,
rifampicina e linezolida para as cepas MRSA estdo de acordo com a literatura
(JOACHIM et al., 2017; LIN; YAO, 2018; WONG et al., 2018).

As variaveis clinicas-demograficas testadas no presente estudo ndo estavam
associadas a colonizacdo materna. Com relacdo ao menor indice de colonizacéo
materna por S. aureus em relacdo as criangas, ndo encontramos estudos semelhantes
gue compararam as propor¢des de colonizagdo por S. aureus entre mae e crianga. No
entanto, Davoodabadi et al. (2016) demonstram frequéncias proporcionais de

colonizagdo por S. aureus entre mées e recém nascidos, logo apds o nascimento.

CONCLUSAO

A presenca de colonizagdo por CA-MRSA em criangas e suas maes atendidas
em um pronto-socorro publico de referéncia do norte do Parana, demonstra o risco
elevado desta populagao adentrar com esse microrganismo no ambiente hospitalar,
propiciando a disseminacdo para outros pacientes. Vale ressaltar também que

criancas colonizadas por CA-MRSA podem desenvolver
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infeccdo por este mesmo microrganismo, sendo necessario terapia antimicrobiana

adequada para estes pacientes.
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5.2 ARTIGO 2 — CARACTERIZACAO MOLECULAR DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE

A METICILINA ADQUIRIDO NA COMUNIDADE (CA-MRSA) DE CRIANGCAS ATENDIDAS EM UM

HOSPITAL DO SUL DO BRASIL

RESUMO

Staphylococcus aureus sdo patdgenos versateis que ocasionam grande diversidade
de infeccdes. Essas podem ser restritas aos tecidos superficiais, como nas infec¢oes
de pele, ou sistémicas, caso das bacteremias. Recentemente, de acordo com suas
caracteristicas, isolados de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) vém sendo
classificados como adquiridos na comunidade (CA-MRSA) ou no hospital (HA-
MRSA). Portanto, esse estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia de
isolados MRSA em criancas atendidas em um hospital universitario do sul do Brasil.
No periodo de maio de 2018 a abril de 2019 foram isolados 64 S. aureus coletados de
200 criangas atendidas no setor de pronto atendimento provenientes de culturas
nasais, orais, axilares e inguinais. Os isolados foram identificados utilizando métodos
fenotipicos e genotipicos. A sensibilidade aos antimicrobianos foi determinada por
técnica de disco de difusdo e os genes de resisténcia aos beta-lactamicos (mecA),
bem como a tipagem dos elementos SCCmec, para isolados MRSA, e genes de
viruléncia que codificam a formacdo de biofilme (icaA), leucocidina de Panton-
Valentine (lukS-PV-lukF-PV) e toxina da sindrome do choque téxico (tsst) foram
determinados por técnicas de PCR. A diversidade genética foi avaliada utilizando
técnicas de REP-PCR e técnicas de RTQ-PCR foram realizadas para obter sequence
typing e clonal complex. Quanto a sensibilidade aos antimicrobianos, verificou-se que
34,38% (22/64) eram resistentes a cefoxitina, enquanto 65,62% (42/64) eram
sensiveis. Quanto a tipagem dos elementos SCCmec, foi encontrada maior frequéncia
de isolados que continham o cassete tipo IV (50%). Entre os isolados MRSA, 92%
foram positivos para o gene icaA, 44% para leucocidina de Panton- Valentine e 32%
para tsst. Os isolados desse estudo foram agrupados em 12 diferentes clusters, 5 ST's
e 4 CC’s. Com os dados obtidos neste estudo foi possivel observar a presenca de
isolados CA-MRSA portadores de genes de viruléncia em criancas da comunidade.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, Crianca, Staphylococcus aureus
Resistente a Meticilina.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus estdo entre os patdbgenos humanos mais comuns em
todo mundo, podendo causar diversos tipos de infec¢des, que variam de superficiais,
como as lesdes de pele e tecidos moles, a doencas invasivas e potencialmente fatais,
como sepse, pneumonia necrotizante (TONG et al., 2015).

Entre os desafios terapéuticos mais significativos destaca-se a emergéncia de
S. aureus resistente a meticilina (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus —
MRSA), comumente associado a infec¢des hospitalares (Hospital acquired Methicillin-
resistant S. aureus — HA-MRSA). Entretanto, desde a década de 90, MRSA tem sido
detectado em individuos sem fatores de risco para infeccao, referidos como S. aureus
resistentes a meticilina adquiridos na comunidade (Community-acquired MRSA- CA-
MRSA) (ARAUJO; GALDINO; AMARAL, 2011)

A resisténcia a meticilina é atribuida a presenca do gene mecA, o qual codifica
uma proteina de ligagdo a penicilina (Penicillin Binding Protein — PBP) modificada, a
PBP2a, que apresenta baixa afinidade pelos betalactamicos. O gene mecA esta
localizado em um elemento genético mével conhecido como Cassete Cromossémico
Estafilococico (Staphylococcal Chromosome Cassette - SCCmec). HA-MRSA
comumente apresentam os SCCmec tipo | a lll, enquanto nos CA-MRSA, os tipos IV
e V sdo os mais frequentes (SHORE et al., 2011; WATANABE et al., 2009).

No Brasil, diversos estudos epidemioldgicos tém avaliado a frequéncia de
MRSA em pacientes adultos e hospitalizados, porém, pouco se sabe acerca da
epidemiologia, das caracteristicas moleculares e da viruléncia de CA-MRSA em
criancas saudaveis. Dessa maneira, 0 objetivo deste estudo foi determinar a

prevaléncia de MRSA em criangas saudaveis.

MATERIAIS E METODOS

Um total de 64 isolados de S. aureus foram identificados de 200 criancas
atendidas no setor de pronto atendimento de um hospital na regido sul do Brasil, no
periodo de maio de 2018 a abril de 2019. Estes microrganismos foram isolados de
amostras nasais, orais, axilares e inguinais de criancas, com idade de um més a 12

anos, estocados em caldo de soja e tripticaseina (Tryptone Soya Broth — TSB)
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contendo 30% de glicerina a -80°C. Para realizacdo da caracterizacado fenotipica e

molecular os isolados de S. aureus foram reativadas em caldo TSB e cultivadas em
agar manitol salgado (JORGENSEN et al., 2015). A identificacdo da espécie foi
realizada por metodologia padréo e confirmada por método molecular, utilizando-se o
gene da coagulase (coa), de acordo com Tiwari, Sapkota e Sen (2008) e o gene
codificante de termonuclease (nuc) de acordo com Hirotaki et al. (2011).

A sensibilidade aos antimicrobianos foi determinada pelo método de disco
difusdo para cefoxitina (30 ug), penicilina (10 U), eritromicina (15 pg), clindamicina (2
Mg), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), sulfametoxazol-trimetoprima
(23,75/1,25 pg), rifampicina (5 ug), linezolide (10 pg) and tigecicline (15ug), de acordo
com o Clinical Laboratory Institute Standards (CLSI, 2018).

A sensibilidade a meticilina foi detectada por métodos fenotipicos utlizando a
técnica de disco de difusédo e por método genotipico, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), para deteccdo do gene mecA. Os isolados positivos para o gene foram
submetidas a tipagem SCCmec de acordo com Milheiri¢o, Oliveira e Lencastre (2007).

A deteccdo dos genes de viruléncia: leucocidina de Panton-Valentine (lukS-PV-
lukF-PV); toxina da sindrome do choque toxico-1 (tsst) e de biofilme (icaA) foram
realizadas como descrito por Campbell et al. (2008).

A diversidade genética entre os isolados mecA positivos foi analisada pela
técnica de PCR, baseada em sequéncia de elementos repetitivos (repetitive element
sequence-based PCR — REP-PCR), usando o primer RW3A como descrito por Del
Vecchio et al. (1995). Os padrbes de bandas foram categorizados utilizando o
algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard (SNEATH; SOKAL, 1973) do software
Bionumerics v.6.5 (Applied Mathematics, Kortrijk, Belgium), com a tolerancia de banda
definida em 3% e o valor limite de corte definido em 80%.

A analise estatistica foi realizada com o software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS — IBM Corp., Nova York, EUA), versédo 20 para Windows. As
variaveis foram apresentadas em valores absolutos e em frequéncias. Variaveis
categoricas foram analisadas pelo Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, quando
apropriado. Foram consideradas estatisticamente significativas as variaveis que

apresentam p com valor < 0,05.
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O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo seres

humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL) sob o nimero CAAE:
86708018.4.0000.5231.

RESULTADOS

A sensibilidade aos antimicrobianos foi avaliada para os 64 isolados de S.
aureus. Verificou-se que 34,38% (22/64) eram resistentes a cefoxitina, enquanto
65,62% (42/64) eram sensiveis.

Entre os isolados caracterizados como resistente, fenotipicamente, 19/22
(86,36%) foram positivos para gene mecA e 3/22 (13,64%) nao o amplificaram. Ainda,
entre os isolados que se mostraram sensiveis, no método fenotipico, 3/42 (7,14%)
foram positivos para pesquisa do gene mecA. Dessa forma, esses isolados, foram
caracterizados como S. aureus sensiveis a oxacilina-mecA positivo (Oxacillin- sensible
MRSA — OS-MRSA). Portanto, de acordo com os critérios do CLSI (2018), entre todos
os isolados testados 25/64 (39,06%) foram considerados MRSA e 39/64 (60,94%)
como MSSA.

Figura 2 — Caracterizacdo dos 64 isolados de Staphylococcus aureus comunitarios,
provenientes de criancas. Sensibilidade a cefoxitina, presenga do gene
mecA e tipagem dos elementos SCCmec
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64 S. aureus —l
22 (44%) 42 (66%)
mecA pos mecA neg
¢ } ¢ IR
Cefoxitina Sensivel Cefoxitina Resistente Cefoxitina Resistente Cefoxitina Sensivel
SCCmec 19 (30 %) 3 (4,5%) 39 (61 %)
Tipo IV -2
Nao tipavel — 1 l
l SCCmec
Tipo | — 3
0,
3(45%) Tipo Il — 2
Tipo IV -9
TipoV -1
N&o tipavel — 4

Quanto ao perfil de sensibilidade in vitro observamos elevada resisténcia a
eritromicina, tanto para 0 grupo MSSA quanto para MRSA, 76 e 71%,
respectivamente. Da mesma forma, 43% dos MSSA e 58% dos MRSA eram
resistentes a clindamicina. Ao contrario, a resisténcia a ciprofloxacina e gentamicina
foi menor, 3% para MSSA e 12% para MRSA. Nao foi identificado nenhum S. aureus
resistente a linezolida, tigeciclina e rifampicina.

A tipagem SCCmec, realizada para 22 isolados, identificou o cassete do tipo |
em 13,64% (3/ 22) dos isolados, o tipo Il em 9,09 % (2/ 22), o tipo IV em 50% (11/ 22),
o tipo V em 4,54% (1/ 22) e 27,73% (5/ 22) foram classificados como nao taipaveis. A
Figura 2 exemplifica o fluxo de tipagens moleculares de acordo com os resultados de
cefoxitina e pesquisa do gene mecA, bem como a tipagem dos elementos SCCmec.

Foram pesquisados genes que codificam para fatores de viruléncia como o
biofilme, gene icaA, Leucocidina de Panton Valentine, genes IukS-PV / lukF-PV e
toxina da sindrome do choque toxico, gene tsst. O gene icaA foi o encontrado em
maior frequéncia, tanto nos isolados MSSA, presente em 82,1% (32/39) deles, como
nos MRSA 92% (23/25). Ja o gene que codifica para Leucocidina de Panton- Valentine
foi encontrado em 44% (11/ 25) dos MRSA e 48,7% (19/ 39) dos MSSA. O gene tsst
foi positivo em 32% (8/ 25) e 23,1% (9/ 39) dos isolados MRSA e MSSA,
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respectivamente. Entretanto, como descrito na Tabela 5, esses dados ndo foram

estatisticamente significativos.

Tabela 5 — Analise da associacdo dos genes de viruléncia luks-PV / lukF-PV, tsst e
icaA e resisténcia a meticilina entre 25 amostras de MRSA e 39 de MSSA,
isolados de criangas (n=329)

Genes MRSA MSSA OR p valor
lukS-PV / lukF-PV
Negativo 14 (56,0%) 20 (51,3%) 0,827 (0,302 - 2,268) 0,712
Positivo 11 (44,0%) 19 (48,7%)
tsst
Negativo 17 (68,0%) 30 (76,9%) 1,569 (0,510 - 4,822) 0,430
Positivo 8 (32,0%) 9 (23,1%)
icaA
Negativo 2 (8,0%) 7 (17,9%) 2,516(0,478 - 13,234) 0,463
Positivo 23 (92,0%) 32 (82,1%)

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina. MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina. OR: odds ratio. lukS-PV / lukF-PV: Genes codificadores da leucocidina de Panton- Valentine.
tsst: Gene da Toxina da Sindrome do choque toxico. IcaA: Gene relacionado a produgéo de biofilme.

A presenca de genes de viruléncia também foi avaliada de acordo com os

tipos de SCCmec, como pode ser verificado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Frequéncia de genes de viruléncia de 21 amostras de Staphylococcus
aureus mecA positivo de acordo o tipo de SCCmec

SCCmec SCCmec SCCmec
Gene | (n-3) Il (n—2) IV(n-11) NT (5) total
lukS-PV-lukF-PV 02 (67%) 02 (100%) 05 (45%) 01 (20%) 10
Tsst
00 (00) 02 (100%) 03 (27%) 02 (40%) 7
icaA 02 (67%) 02 (100%) 11 (100%) 05 (100%) 20

Para 21 isolados MRSA comunitarios isolados de criancas foi avaliado o perfil
de similaridade, pela técnica REP-PCR. Os isolados foram agrupados em 12
diferentes clusters (A a L). A Figura 3 mostra o dendrograma com o perfil de

similaridade, tipagem SCCmec e fatores de viruléncia.

Figura 3 — Caracteristicas moleculares de 21 amostras de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) por REP-PCR, tipagem SCCmec e genes

de viruléncia
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A relacao genética de todos os MRSA foi analisada por PCR baseada em sequéncia de elementos
repetitivos (REP-PCR) usando o primer RW3A como descrito por Del Vecchio et al. (1995). Os padrdes
de bandas que tinham mais de uma banda diferindo em tamanho foram considerados tipos diferentes
de REP-PCR (VAN DER ZEE et al., 1999). Padrdes de bandas foram categorizados usando o algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Jaccard (SNEATH; SOKAL, 1973) do software Bionumerics v.6.5 (Applied
Mathematics, Kortrijk, Belgium), com a toleréncia de banda definida em 3% e o valor limite de corte
definido em 80%. POS: positivo. NG: negativo. NT: néo tipavel.

Entre os isolados MRSA comunitarios que tiveram seus perfis de similaridade
analisados, como descrito acima, dos que possuiam SCCmec tipo IV, sete foram

selecionados, para tipagem do complexo clonal (CC) e Sequence Typing (ST)
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utilizando técnicas de RTg-PCR de acordo com o preconizado por Lilliebridge et al.
(2011) (Tabela 7).

Tabela 7 — Caracterizacdo do complexo clonal e sequence typing de sete isolados
MRSA SCCmec tipo IV

Isolado ST CC SCCmec | icaA pvl tsst Cluster
c70 30 30 \Y, POS POS POS J
Cc121 6 5 \Y, POS POS NG I
c84 4 45 v POS NG NG C
C 69 328 5 \Y, POS NG POS J
c85 30 30 \Y, POS NG POS H
C 122 30 30 \Y, POS POS NG I
C 148 873 873 \Y, POS NG NG F

POS: positive. NG: negative. CC: complexo clonal. ST: Sequence Typing. SCCmec: Staphylococcal
chromosome cassette mec. icaA: gene biofilme. pvl: gene leucocidina de Panton-Valentine. tsst: gene
sindrome do choque toxico.

DISCUSSAO

Neste estudo verificou-se elevada prevaléncia de colonizacdo por S. aureus
resistente a meticilina comunitario (CA-MRSA) em criancas da comunidade, em um
servico de referéncia do sul do Brasil. Diferente do que se encontra na literatura, os
isolados desse estudo nao apresentam PVL como um marcador de CA-MRSA e séo
resistentes a diversos antimicrobianos n&o beta lactamicos.

Isolados caracterizados como CA-MRSA sao de grande importancia clinica e
epidemioldgica. Esses, além de ocasionarem processos infecciosos até mesmo em
individuos imunocompetentes, apresentam grande potencial de viruléncia e de
disseminagdo, mesmo no ambiente comunitario. A prevaléncia de portadores nasais
varia de 0,4% a cerca de 40% (DAVOODABADI et al., 2016; ESCOBAR-PEREZ et al.,
2017; NIMMO, 2012; RAVEN et al., 2019).

Lamaro-Cardoso et al. (2009) encontrarm uma prevaléncia de CA-MRSA de
1,2% em criancas com idade pré-escolar. Ja em outro estudo conduzido por Bes et al.
(2018), essa frequéncia, em pessoas adultas, foi de 2,3%. Por outro lado, Braga et al.
(2014), num estudo que avaliou 500 criancas atendidas em um centro de cuidados
diarios, com idade de trés meses a seis anos, verificou que 6,2% eram colonizadas

por S. aureus resistentes, resultados semelhantes ao verificado nesse trabalho (5,5%).
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Estudos prévios tém reportado um clone de CA-MRSA pandémico conhecido

como USA300, que circula principalmente na América do Norte. Contudo esse ja foi
relatado em todos os outros continentes (DIEKEMA et al., 2014; ESCOBAR-PEREZ
et al., 2017; NIMMO, 2012). Este clone é portador da toxina PVL e sensivel a
antimicrobianos ndo beta-lactamicos.

Recentemente, no entanto, tem sido verificada a emergéncia de novos clones
e a disseminacédo, ndo s6 na comunidade como também em hospitais. A presenca de
PVL e a sensibilidade aos antimicrobianos tem sido variavel entre estes novos CA-
MRSA. Isolados com diferentes caracteristicas estdo espalhados ao redor do mundo
e predominam, com suas particularidades nas diferentes regibes (EDSLEV et al.,
2018).

E possivel observar que esse patdgeno esta presente em varias regides do
mundo, com frequéncias e mecanismos de resisténcia distintos. Em estudo realizado
por Paternina-De La Ossa et al. (2018) isso fica evidente, mostrando inclusive
aumento de casos de CA-MRSA de 19,7% (2007) para 36,4% (2011) no Canada e
aumento de 0,43% (2004-2007) para 5,44% (2088-2012) na Espanha. No Brasil o
autor descreve uma taxa 8,7% de CA-MRSA em colonizagéo nasal. Por outro lado,
nosso estudo mostrou uma frequéncia de 34,37% de CA-MRSA em criancas, com
frequéncia proxima a que foi descrita no Canada.

Laub et al. (2018), avaliaram amostras nasais, coletadas em 2012 na Hungria,
de 1.390 criancas saudaveis, com idades entre 3 e 7 anos. A frequéncia de S. aureus
encontrada foi de 34,1%, contudo, apenas 0,8% deles CA-MRSA. Todos os MRSA
apresentaram o SCCmec tipo IV, e as seguintes taxas de resisténcia: 0,2% para
ciprofloxacina, 0,6% para gentamicina e oxacilina, 9,5% para clindamicina, 10,3% para
eritromicina e 91,4% para penicilina, geralmente mais baixos em comparacdo com
isolados clinicos hungaros.

Na india, Dey et al. (2013) avaliaram um total de 1.002 criangas quanto a
colonizagdo por MRSA e verificaram que MRSA comunitarios apresentavam
resisténcia ndo apenas a uma classe de antimicrobianos, mas a multirresisténcia era
comum. Numa outra avaliagdo de resisténcia a antimicrobianos, realizada no Iran em
2016, verificou-se que todos os isolados eram resistentes a penicilina e a cefoxitina.
Neste mesmo estudo a resisténcia a eritromicina foi de 45%, enquanto a clindamicina
foi de 20% e a gentamicina, rifampicina e sulfametoxazol-trimetoprima foi de 10%,
entre os CA-MRSA (DAVOODABADI et al., 2016).
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Estes achados apresentam algumas discordancias dos verificados nesta

pesquisa. A resisténcia a cefoxitina ndo foi de 100%, a despeito da presenca do gene
mecA, a resisténcia a clindamicina e a sulfametoxazol-trimetoprima foram maiores e,
por outro lado, nenhum dos nossos isolados foi resistente a rifampicina.

A tipagem dos elementos SCCmec é de extrema importancia para a deteccéo
da origem do isolado. Sabe-se que isolados que contém os cassetes dos tipos | ao lll,
até recentemente, eram mais frequentemente encontrados em amostras hospitalares.
J4 aqueles que contém os elementos IV, V e IV podem ser relacionados aos
patdogenos de origem comunitaria (PENG; LIU; MA; GAO, 2018). Nesse estudo
54,54% dos isolados MRSA podem ser classificados, com base nesse critério, como
isolados CA-MRSA.

Isolados MRSA comunitarios relacionados ao SCCmec tipo IV tém sido
descritos desde a década de 90. Eles sdo resistentes apenas a beta-lactamicos e
portadores de PVL. Pesquisadores iranianos relataram 44% de SCCmec tipo IV em
criancas (MOBASHERIZADEH et al., 2019). Na China Wang et al. (2018) identificaram
59,3% de SCCmec do tipo IV em criangas da comunidade da cidade de Shanghai. No
Brasil, Carvalho et al (2017) encontraram maior prevaléncia do SCCmec do tipo IV
(27,2%) em criancas saudaveis gue frequentavam creche local.

De acordo com o descrito por Machuca, Gonzalez e Sosa (2014) isolados CA-
MRSA, além de apresentarem aumentando de sua frequéncia, em isolados de origem
de hospitalar, em paises como Franca, Italia, EUA, Brasil, Argentina, contam com a
caracteristica marcante da sensibilidade aos antimicrobianos, o SCCmec do tipo IV e
a presenca do gene pvl. Em nosso estudo 45% dos isolados que continham o cassete
tipo IV foram apresentavam esse gene.

Nos Estados Unidos, estudos prévios tém reportado que CA-MRSA
pertencentes ao clone ST8/SCCmec tipo IV/PVL+ estao extremamente disseminados
(NIMMO, 2012; TOLEMAN et al., 2016). No Japado a prevaléncia de CA-MRSA é
menor do que a verificada nos Estados Unidos, e os clones sao diferentes Em outras
partes do mundo, infecgbes comunitarias por MRSA, também s&o causadas por
clones de CA-MRSA diferentes como o clone Pacifico Sul ST30/SCCmeclIV/PVL+, o
clone Taiwan ST 59/SCCmecV/PVL+ e o Europeu ST80/SCCmeclV/PVL+
(CHAMBERS; DELEO, 2009).

Em nosso estudo € possivel observar a diferenca dos clones epidémicos CA-

MRSA. Nossos isolados estdo inseridos em cinco ST's diferentes, sendo prevalentes
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os isolados CA-MRSA ST 30/CC30/SCCmec tipo IV. De acordo com Papadimitriou-

Olivgeris et al. (2017) isolados pertencentes ao CC30 (ST30) tsst positivos sao
patdgenos de sucesso, distribuidos internacionalmente, pois carregam em seu
genoma ilhas de patogenicidade.

Esses isolados sdo mais prevalentes em colonizacdo em neonatos na Suica
(39%) e estéo presentes em 20% dos processos infecciosos, segundo o autor. Entre
nossos isolados, dois foram classificados como CC30/ST30 tsst positivo. De acordo
com o descrito por Lepuschitz et al. (2018), isolados MRSA pertencentes ao CC 30
s&o prevalentes em paises da Asia e sudeste do pacifico. Isso deixa evidente a grande
capacidade do patégeno de se dispersar entre as diferentes regiées do globo, o que
o torna um patdégeno de grande interesse epidemiolégico.

Pensando na facilidade de dispersao e capacidade de infeccdo do patégeno é
importante buscar alguns de seus fatores de viruléncia. Nesse estudo, 44% dos
isolados MRSA apresentarem o gene pvl, 32% foram positivos para tsst e 92% foram
positivos para o gene icaA. Resultado diferente foi encontrado em pesquisa conduzida
com 835 isolados coletados entre 2012 — 2017 de pacientes na China. Os
pesquisadores encontraram apenas um isolado positivo para o gene tsst e 53,1%
positivos para o gene pvl. Isso mostra o potencial patogénico de nossos isolados e a
importancia dos dados epidemioldgicos locais para implementacdo de medidas
eficazes no tratamento clinico (PENG et al., 2018).

A maioria dos isolados foram positivos para o gene que codifica a producédo de
biofilme (icaA). Essa caracteristica é de extrema importancia, pois auxilia o0s
microrganismos a na fuga dos mecanismos de defesa, além de atuar como um
importante fator de resisténcia aos antimicrobianos (JOSHI et al., 2018). No Brasil é
possivel encontrar taxas elevadas de isolados MRSA e MSSA produtoras de biofilme
em criangas da comunidade. Em pesquisa realizada por Carvalho et al. (2017) foi
encontrado 88,8% e 61,0% de isolados MRSA e MSSA produtoras de biofilme,
respectivamente.

Wang et al. (2018) reportaram frequéncias de PVL de 37,0% em MRSA e 7,8%
para MSSA na China, mais elevadas em relagdo a verificada neste estudo. Por outro
lado, um estudo de coorte realizado com familias australianas identificou 64% do gene
pvl em criancas e adultos colonizados com CA-MRSA (NG et al., 2016). Em criangas
internadas em um centro médico de Nova York, Thomsen et al. (2019) identificaram a
PVL em 67,0% e 32,0% das cepas MRSA e MSSA, respectivamente.
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Com relacdo a alta prevaléncia de PVL em cepas MSSA, Rodrigues et al. (2018)

descreveram taxas (37,0%) semelhantes as nossas.

Ainda nesse estudo, foi possivel observar isolados com perfil comparavel aos
OS-MRSA. Esses isolados que apresentam sensibilidade a oxacilina, a despeito da
presenca do gene mecA, sdo designados como OS-MRSA. Esses tém sido relatados
em diversos estudos, com percentuais que variam de 0,62% a 33,7% na populacdo
geral (ANDRADE-FIGUEIREDO; LEAL-BALBINO, 2016; HOSOSAKA et al., 2007,
SAKOULAS et al., 2001). Nosso grupo de pesquisa relatou em 2019 um caso de sepse
fatal ocasionado por OS-MRSA em uma paciente cujo isolados foi identificado,
fenotipicamente, como sendo MSSA (DUARTE et al.,, 2019). Nesse sentido, a
colonizacdo por OS-MRSA associada a ndo completa formacdo imunoldgica das
criangas, e a impossibilidade de identificacdo por métodos fenotipicos, pode ser um
fator de risco importante para as criangas da comunidade. Nesse estudo foi possivel
observar que 4,5% (3/22) dos isolados positivos para o gene mecA apresentaram

sensibilidade, in vitro, para a oxacilina.

CONCLUSAO

Com esse estudo foi possivel identificar alta frequéncia de CA-MRSA em
criancas atendidas em um hospital publico da regido sul do Brasil. Através da
determinacdo das caracteristicas moleculares de S. aureus confirmamos elevada
prevaléncia do SCCmec do tipo IV. Os genes que codificam para a formacéo do
biofilme e o gene pvl foram os fatores de viruléncia predominantes. Através da
pesquisa dos cassetes cromossOmicos, complexo clonal e sequence typing foi
possivel confirmar a presenca de isolados com caracteristica de CA-MRSA em

criangas da comunidade.
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6 CONCLUSOES

A presenca de colonizacao por S. aureus em criangas atendidas em um pronto-
socorro publico de referéncia do norte do Parana, demonstrou o risco elevado desta
populacdo adentrar com esse microrganismo no ambiente hospitalar.

A maioria das criangas colonizadas por S. aureus nédo tiveram maéaes
colonizadas pelo mesmo microrganismo.

Os isolados de S. aureus apresentaram indices elevados de resisténcia a
clindamicina e sulfametoxazol-trimetoprima.

Foi identificada alta frequéncia de CA-MRSA nas criancas participantes desse
estudo.

O gene SCCmec do tipo IV foi o mais prevalente entre os isolados de CA-
MRSA.

Os fatores de viruléncia predominantes para o0 MSSA e CA-MRSA foram
biofilme e PVL.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo demonstraram elevada frequencia de colonizacéo
por S. aureus em criangas da comunidade, o que representa um alerta para o risco de
disseminacao deste microrganismo ap0s admissao destas criangas no hospital.

Com a analise dos marcadores genéticos foi possivel confirmar a presenca de
isolados CA-MRSA que foram sensiveis a oxacilina, porém apresentavam gene mecA.
Portanto, € fundamental a utilizacdo de novos métodos para a identificacdo do real
perfil de sensibilidade do S. aureus, pois além de determinar a sua real prevaléncia

podem orientar o0 manejo terapéutico para possiveis eventos infecciosos secundarios.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da Crianca

“Colonizagao por Staphylococcus aureus comunitario no binbmio mae-
crianga”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convidar a crianca ou adolescente sob sua responsabilidade para
participar da pesquisa “Colonizagédo por Staphylococcus aureus no bindmio mae-
criangall a ser realizada no pronto socorro pediatrico do Hospital Universitario de
Londrina. O objetivo da pesquisa € identificar criancas e maes portadoras da bactéria
Staphylococcus aureus. A participacdo da crianga ou adolescente € muito importante
e ela se daria da seguinte forma: seria realizada a coleta de secrecdo da parte
superficial da boca, nariz, axilas e virilhas utilizando um cotonete. Esclarecemos que
a participacao da crianca ou do adolescente é totalmente voluntéria, podendo o (a)
senhor (a) solicitar a recusa ou desisténcia da participacdo da crianca ou do
adolescente a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo a
crian¢a ou adolescente. Esclarecemos, também, que as informacg6es da crianca ou do
adolescente sob sua responsabilidade seréo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa (ou para esta e futuras pesquisas) e serdo tratadas com o mais absoluto
sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a identidade da crianca ou do
adolescente.

Os materiais utilizados para coleta de dados serdo armazenados por 5 (cinco) anos,
apos descartados, conforme preconizado pela Resolugdo CNS 347/05.
Esclarecemos ainda, que nem o(a) senhor(a) e nem a crianga ou adolescente sob sua
responsabilidade pagarédo ou serdo remunerados (as) pela participacdo. Garantimos,
no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas,
guando devidas e decorrentes especificamente da participagao.

Os beneficios esperados sdo: detectar criancas saudaveis portadoras de
Staphylococcus aureus e identificar as caracteristicas dessa bactéria.

Essa pesquisa oferecera riscos minimos as criancas participantes, pois nao utilizara
procedimentos dolorosos, somente um leve desconforto pela introducdo do cotonete
no nariz.

Informamos que esta pesquisa atende e respeita os direitos previstos no
Estatuto da Crianga e do_Adolescente - ECA, Lei Federal n® 8069 de 13 de

julho de 1990, sendo eles: a vida, a salde, a alimentacio, a educacgéo, ao
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esporte, ao lazer, a profissionalizacéo, a cultura, a dignidade, ao respeito, a liberdade
e a convivéncia familiar e comunitéria. Garantimos também que seré atendido o Artigo
18 do ECA: “E dever de todos velar pela dignidade da crianca e do adolescente,
pondo-os a salvo de qualquer tratamento desumano, violento, aterrorizante, vexatorio
ou constrangedorll.

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera
nos contatar (Prof°(a) Dra Jaqueline Dario Capobiango, Av. Robert Koch, n° 60, V.
Operaria, tel: (43) 98415-66-42, e-mail: jaguedc@sercomtel.com.br), ou procurar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual
de Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratdrio Escola, no Campus Universitario,
telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas

devidamente preenchida, assinada e entregue ao(a) senhor(a) .

Londrina, de de 20109.

Prof°(a) Dra. Jaqueline Dario Capobiango
RG: 4358935-0

, tendo sido devidamente esclarecido

sobre os procedimentos da pesquisa, concordo com a participacdo voluntéria da

crianca ou do adolescente sob minha responsabilidade na pesquisa descrita acima.

Assinatura;

Data:
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da Mae

“Colonizagao por Staphylococcus aureus comunitario no binébmio méae- crianga”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convidd-lo (a) para participar da pesquisa “Colonizacdo por
Staphylococcus aureus no binbmio mae-crianga”, a ser realizada no pronto socorro
pediatrico do Hospital Universitario de Londrina. O objetivo da pesquisa € identificar
maes e criangas portadoras com da bactéria Staphylococcus aureus”. Sua
participacdo é muito importante e ela se daria da seguinte forma: seria realizada a
coleta de secrecéo da parte superficial da boca, nariz, axilas e virilhas utilizando um
cotonete. Esclarecemos que sua participacao € totalmente voluntaria, podendo vocé:
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete
qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas
informacgdes serdo utilizadas para esta e futuras pesquisas, e serédo tratadas com o
mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Os
materiais utilizados para coleta de dados serdo armazenados por 5 (cinco) anos, apos
descartados, conforme preconizado pela Resolugédo CNS 347/05.

Esclarecemos ainda, que vocé ndo pagarda e nem serd remunerado (a) por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participagao.

Os beneficios esperados séo: detectar portadores saudaveis de Staphylococcus
aureus e identificar as caracteristicas dessa bactéria.

Essa pesquisa oferecerd riscos minimos aos seus participantes, pois ndo utilizara
procedimentos dolorosos, somente um leve desconforto pela introducéo do cotonete
no nariz.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos
contatar (Prof°(a) Dra Jaqueline Dario Capobiango, Av. Robert Koch, n° 60, V.
Operaria, tel: (43) 98415-66-42, e-mail: jaquedc@sercomtel.com.br), ou procurar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual
de Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratério Escola, no Campus Universitario,
telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.
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Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas
devidamente preenchida, assinada e entregue a voceé.

Londrina, de de 20109.

Prof°(a) Dra. Jaqueline Dario Capobiango
RG: 4358935-0

, tendo sido devidamente esclarecido

sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da

pesquisa descrita acima.

Assinatura:

Data:




APENDICE C — Questionario para Coleta de Dados

lIl. JI' Universidade
] F g Estadual de Londrina

INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS
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PACIENTE
(CRIANGCA):
REGISTRO:
SEXO: IDADE:
SUSPEITA CLINICA:
PACIENTE
(MAE):
REGISTRO:
IDADE: CLINICA: SUSPEITA
CLINICA:
Endereco:
Contato:
ANAMNESE
MAE CRIANCA
Esteve internada nos ultimos 6 meses? ( )sim ( )sim ) ndo
néo
O tempo de internacéo foi maior que 5 dias? ( )sim ( )sim ) ndo
néo
Esteve internada por mais de 48 horasem UTlnos | () sim ( )sim ) ndo
Ultimos 6 meses? nao
Fez uso de antibiotico nos ultimos 6 meses? ( )sim ( )sim ) ndo
néao
Possui algum membro da familia que trabalheem | () sim ( )sim ) ndo
hospital (residente no domicilio)? néao
HISTORICO CLINICO
MAE CRIANCA
Doenca crbnica: ( )sim ( )sim ) ndo
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néo

Medicacédo de uso continuo: ( )sim ( ( )sim ( )néo
néo

Diagndstico atual: *

Resultado de exames laboratoriais relevantes: *

DADOS DA COLETA DE SWAB: | RESPONSAVEL:

Data: / / Horéario:




APENDICE D —

DESCRIGAO DO MATERIAL:

Instrumento de Analise Fenotipica

BACTERIOSCOPIA

CONSERVACAO:
DIRETA:

OBSERVACOES:
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CRIANCA (PAB-C) - CULTURA N°

CULTIVOS PROVAS BIOQUIMICAS
TSB+NacCl 6,5% [ CATALASE
Apos inc. 18/24h 35+2 °C E-TEST®
MANITOL [ TSA D-TEST:
24h 48h halo S I R
—Col6nias duvidosasll (reinoculagdo)
MANITOL [/ CLINDAMICINA (DA)
24h 48h PENICILINA (P)
DNase [ OXACILINA (OX)
ApOs inc. 18/24h 3542 °C CEFOXITINA (FOX)
Screening e TSA / / CIPROFLOXACINO (CIP)
OXAG6: 24h 48h GENTAMICINA (CN)
VAN3: 24h 48h TETRACICLINA (TE)
VAN4: 24h 48h TIGECICLINA (TGE)
NaCl 2%: 24h 48h LINEZOLIDA (LZD)
CONCLUSOES: ERITROMICINA (E)
RIFANPICINA (RD)
SULFA + TRIM. (SXT)
NV= PB=

MAE (PAB-M) - CULTURA NP

CULTIVOS PROVAS BIOQUIMICAS
TSB+NacCl 6,5% [ CATALASE
ApOs inc. 18/24h 3512 °C E-TEST®
MANITOL [ TSA D-TEST:

24h 48h

halo S | R

—Colbdnias duvidosasll (reinoculagéo)
MANITOL [
24h 48h

CLINDAMICINA (DA)

PENICILINA (P)




DNase [/

Apoés inc. 18/24h 3512 °C

OXACILINA (OX)

CEFOXITINA (FOX)

Screening e TSA / / CIPROFLOXACINO (CIP)
OXAG6: 24h 48h GENTAMICINA (CN)
VAN3: 24h 48h TETRACICLINA (TE)
VAN4: 24h 48h TIGECICLINA (TGE)
NaCl 2%: 24h 48h LINEZOLIDA (LZD)

CONCLUSOES:

ERITROMICINA (E)

RIFANPICINA (RD)

SULFA + TRIM. (SXT)

NV=

PB=

RESPONSAVEL PELAS ANALISES:

ESTOQUE:
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

s UNIVERSIDADE ESTADUAL DE = PlaboPorma
s o LONDRINA - UEL %‘m

PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

DADOS DD PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesqulsa; Colonizagdo por Sataphylococcus aureus no bindmio mas-crianga

Peaquisador: Jaquelne Daro Capoblango
Area Tematica:

Warslo: 2

CAAE: Ba708013.4.0000.5231

Institulg3e Proponents: ©C3 - Deparamento de Pedlaina e Clurgla Pedlatriza
Patrocinader Princlpal: Financlamenta Préario

DADOS DO PARECER

Homera do Parecer: 2.520.854

Apresantagdo do Projsto:
Estudo prospectivo, transversal, reallzado pronio-50C0mo pedlaiico de um hosphal universitano do Parana.
O calculo da amostra fol estimada em 644 pacientes, 322 criangas & 322 mdes para uma prevaléncia de
40% de criangas colonlzadas com 5. aureus na comunidade. Serdo Incluldas tndas as criancas aimitidas no
pronio-gocorma no de 2018, Serdo excluldos os seguintas pacientes: recém-nascidos, ciiangas com histara

de admissdo prévia durante no minimo 5 dias de Internagdo, nos Uiimos § meses; criangas com histona de

admissdo prévia durante no minimo £5 horas em UTI, nos 0RImes 6 masss.

Resum;

Bactérias do g2nero Staphylococous aureus pertencem ao grupo 4os cocos gram-positivos que s3o
frequentemente encontrados N3 pele & mucosas de pess0as saudavels, @ 530 reEDONEAVEIS POT DrowDcar
doengas, que vao desde uma simples Infecpdo, 31 Infecgles graves. Entre 3s cepas de S, aureus os
CAMRSA [community-assoclated methicllin-resistent staphylococeus aursus) tem s tomado um desaflo
para mediclna pediatica, dadas prevaldnclas aumeniadas de Infecgles nessa populagdo, & a5 taxas
aumsniadas

de morbimortalidade. Estudos demaonsiram o aumenta da prevaléncla de CA-MRSA entre crangas
sawdavels. Mo entanto, os dades sobre colonizagdo nasal por 5. aureus no Brasl, alnda 530 2505505,
Serdo avalladas, nesss estudo prospectivo, 644 amostras (322 criangas @ 322 mies) de s2cregdo nasal de
crangas & mass admilidas no Pronto

Enderego: LABEST -Saa 14
Balmo: Campus Unkersidno CEF: gersT-3m0
UF: PR Eunisipo: LOMDSINA
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ConSnanpie: 32 Pescsr 3 200004

S0comn Pedlarico do Hospital Unlversitario de Londring duramte o ana de 2016, Pacienies recem-nascidos,
criancas com hisbora de admissao préda no minimo 5 dlas e Inf=magdo, nos Utimos & meses; criangas
com historia de admissdo prévia durania no minimo 48 horas em UTI, nos Gfmos & meses; serd0 exculdas
desse estudo. O dados coletados serdo tabelados & a andlse estatislica serd felta utllizando o programa
BEF Info 3.4.3 e 0 Statstical Package for the Sodal Soencas (SP5S5 for Windows, verslon 2000; 3PS5, Inc. )
Esparamice, como conciusdo deste projetn, Idemiifoar 3 prevalénoda de colontzagdo por S aursus om mass
& crlangas da comunidade local; frequéncia de resisténcla de 5. aureus a oxacling e determinacdo da
conceniragao Inlbiona minima para vancomicing.

Hipttese:

Temos como hiptdese, prevaldncla esfimada de 40% de criangas da comunidade colonizadas por
S1AphYICOCCUS JUNSUS, & 3 Mana d3s mies Embem colonizatas peln MEsmo micomanismo. Esimamos
ENConTar amosiras &8 S.aures reskiente 3 o@dling em metade das amoeTas analsadas.

Metooologla Froposta:

Estudo prospacttva, com a finalldade oe avalar 3 coioniZagio por SEphylOcocCUs UNSUs &M Criangas entre
1 més e 12 anos de idade, atmitidas no Pronin Sotomo Pediairico do Hospital Universiano de Londrina
(HUL) nas primeiras 45 horas de Internagdo, no perfodo de malo a |ulho de 2018 .Calculo da
amosira:Consigerando uma prevaldnga estimada de 40% de criancas colonizadas por Staphylococous
aureus (ERAGA, 2014) &

2300 criancas atendldzs por and do Promin Socoimn Pediatico, o @manho estimado &8 amostra & de 624
packsntas, 322 crangas @ 322 mass.

Criténo de Inciusdo:

Criangas enre 1 més e 12 anos de ldade, admitidas no Pronio Socomy Pedairico do HosplEl Uinhersitan
da Londrina (HUL) nas primeiras 48 horas oe intemagdo,

Criténo de Exced

SSrd0 SNciUit0s 05 SEQUINIES Pacientes: Necam-Nascklos; criangas com historia de a0missa0 previa ourante
e milmimo 5 dias de Imemacio, nos fimos 6 meses; ciangas com hisiona de admiss3o prévia durants no
minimo 45 horas em UTI, nos Oitimos & meses.

Dijeitva da Pesgulsa;
Cbjetvo Primana;
Awallar 3 prevalencia oe colonizago por 5. aureus em orlangas admitkdas no Fronto Socomo Peditrico do

Hospital Universitario de Lonaring (HUL).

Enderegy: LABESC - Sala 14

Egdrrm Carspus Limeps st o CEP: & 57970
LiF: PR Bunespka:  LOKDRIRS,
Toleform: (43735715455 E-mall: coapiesi i iy
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Chietvo Sacundano:
Avallar a frequéncla de mdes colonizadas por Staphylococous aurews, culas oriangas também s3o
colonizadas por Staphylococcus aureus; Avallar a sensioliidade @o StaphylocoSCus aureus aos
antimicroiianos; Avallar 3 prevalencla de CA-MRSA em crlangas admitidas no Promo Socomo do HUL:-
Dietemminar o5 mecanismos de resistencia do Staphylococcus aureus; Realzar 3 fpagem 4o gene mes A;
Avalar Tabores o2 VINIENGa 00 StaphylocOCoUs JUrsys.

Avallagao dos Riscos & Benseflclos:

RilscoeE:

& risco Imposio pela fuura pesquisa 57a minlimo, & esta nEadonado 3 um pequeno dessoniiono que podera
DCONTES NO MOMETID &M que 0 SWab Serd INrodusido Nas nannas.

Benefidos:

Detecgdo de colonizacdo por Staphylococous auwreus em criangas sawdavels e ldentfcacdo do pedfil
sensiblldace desse agente. O qua pode fomecer dados para posterior terapla empirica am crangas com
d0en(as INvasvas por 5. aUrsus.

Comentarios & Conslderagdes sobre a Peaquisa:

Trata-52 de pesquisa relavante.

Conghieragias sobre o8 Termos de apresentagao obrigatoria:

0% seguintes tenmos foram apresentados:

-Foina de Mmsto para pesquisa COm Seres NUMEnos;

-Deciaragies das unidades coparicipantes;

-Tamo de consentimento e & esclarecido &m foma de conviie & com Inguagem adequada (um para a
Cranga e outn para OE Nesponsavels);

“Temo de Corfidenclalidade e Sigho;

-Deciaracio da unkiade copartiipanis referenta 30 AMAzenamento & Us0 de material iokgico para ins de
Eanco de Mabaral,

Recomentdagies:
ME0 na.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagias:

As pendéndas Itadas na avalagdo anteror (primelra) foram atendldas 2, portanio, vola-se pala apovagdo
do projedo.

Endarscn: LABEST - Saa 14

Babste: Campas Lnfesralifo CEP: &8 (7970

F: PR Eunspla:  LORDRIRS

Tebeform: (43735715455 E-mail: cosis @ual iy
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Consitera;iag Finals a critério do CEP:

Eﬂiﬂ[ﬂ'ﬂ-ﬂﬂlm elabhorade basaado nos documsnios abalod relacionadog”

Tipo Documeanto AUt Petagem ALnor S
Informacies Dascas| FE_INF ORMALLES _DASICAS DO P | 10042015 AEitD
oo Projsio ROJETO 1065532 pdf 1E: 048
CAUCs Termo_pesqulsa_Crianca_comgoopdl | 18/0M200 | ALERANDRE AEitD

1E0530 | CATOMNATTO
(o T3 Termo_pecaudsa_adulio_comgaopd | T0AE0E |ALERANDRE Ao
1ED6ET | CASOMATTD
CuCs Cara_resposia_as_pendendas.pdl TADAZ0NE |ALERANDRE AeitD
180820 [ CASOMATTD
= Alnorzacan_WIPE pdl SHDGR0E | ALEXANDRE #oeito
Ins2t ] 202151 | CASDNATTO
Imraesiniua
TCLE ! Termoe de | TCLE orianca paf ZAMGR20ME |ALEXANDRE Ao
Assemimenta | 201926 | CASDNATTO
Justificatha de
Aussncia
TCLE! Termos de | TCLE adubo pdf ZAMGE20ME |ALEXANDRE Ao
Assentimenta J 21343 | CASDNATTO
Justfieatha de
Aussncia
Projeto De@hado /! | Projein_defalhado pdf SHOGR0E | ALEXANDRE #oeito
Brmochua 2U17T4E | CASDNATTO
de Terno_de_comdencialdade e sigiopd 2802015 | ALEXANDRE Ao
PopJuisaEes f 21636 | CASOMATTO
3 TERMC_O0E_amazenamento_0e_amoeid  Solaelis |ALCRAMDRE EoEiD
Manussio Matenal | s.pdr 20141 | CASDNATTO
Edohogico /
Blorepositono /
Biobanc
de Declaraiad Insiiuican_Infraesniuapd| 23032018 | ALEXAMDRE Ao
:nEI'lJ =] f 20137 | CASDNATTO
3
Folha de Rostn Folha_de Rosio pdf SHDGR20E | ALEXANDRE #oeito
210815 | CASDNATTO
SITUEGa0 o0 Panscer:
ALTTVE0
Hecsssita Apraclagio da CONEP:

§

¢ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE mo
P~ LONDRINA - UEL (Q’tm

LONDRINA, 25 de Abri d2 2013

Assinado por:
Rosana Lopss
(Coordenador)



