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RESUMO

Staphylococcus aureus é um dos principais patdgenos relacionados a infec¢fes hospitalares e
estd associado a alta morbidade e mortalidade. A colonizacdo nasal persistente por este
microrganismo pode aumentar o risco de infec¢Bes subsequentes. A colonizacédo por S. aureus
entre profissionais e estudantes da salde pode ser a fonte para a transmisséo e disseminacao
deste microrganismo nos servicos de satde. O objetivo deste estudo foi avaliar a colonizagédo
por S. aureus isolados da mucosa nasal de profissionais e estudantes de saude de um hospital
universitario. De cada participante, de dezembro de 2017 a maio de 2018, uma amostra nasal
foi coletada e processada para identificacdo de S. aureus de acordo com o0s métodos
fenotipicos padrdo e PCR multiplex visando o gene nuc. Os S. aureus isolados foram
caracterizados quanto ao perfil de sensibilidade antimicrobiana in vitro e presenga do gene
que codificante da resisténcia a meticilina (mecA) e quatro fatores de viruléncia (coa, icaA,
tst, lukS-PV e lukF-PV). Os isolados MRSA também foram caracterizados de acordo com a
sensibilidade a oxacilina/cefoxitina, tipos SCCmec e REP-PCR. Andlises descritivas e de
regressdo logistica binaria foram realizadas para determinar a razdo de chances para a
colonizacdo nasal por S. aureus e MRSA. Dos 324 voluntérios, 42,9% (139) estavam
colonizados por S. aureus, dentre os quais a colonizacdo foi mais frequente em estudantes do
sexo masculino (p = 0,001). Entre os genes que codificam fatores de viruléncia, coa
(coagulase) foi encontrado em 100% (139/139) dos isolados, seguido por icaA (biofilme) em
97,8% (136/139), tst (toxina da sindrome do choque tdxico-1) em 15,8% (22/139) e lukS-PV e
lukF-PV (leucocidina de Panton-Valentine) em 6,5% (9/139). Todos os isolados foram
sensiveis a vancomicina e a maior taxa de resisténcia foi observada para a penicilina (90,6%).
De acordo com a presenca do gene mecA, 28,8% (40/139) dos isolados foram classificados
como MRSA, destes 45,0% (18/40) foram sensiveis a meticilina por ambos os métodos
fenotipicos testados, sendo classificados como oxacilina-sensivel mecA-positivo (OS-MRSA).
De acordo com a tipagem SCCmec, todos os isolados MRSA foram classificados em seis
tipos, sendo o mais frequente o tipo I, 62,5% (25/40), seguido do tipo 1V, 22,5% (9/40), os
tipos I, I, VI e VI foram identificados em 2,5% (1/40) cada e 5,0% (2/40) foram
classificados como ndo tipaveis. Na andlise da similaridade genética, 82,5% (33/40) das
amostras MRSA foram agrupadas em 4 clusters com um minimo de dois isolados, exibindo
alta similaridade. Em conclus&o, os resultados do presente estudo revelam uma alta frequéncia
de S. aureus entre profissionais e estudantes da salde do hospital estudado. E importante
enfatizar que os isolados apresentam diferentes perfis de resisténcia antimicrobiana, incluindo
MSSA multirresistente, MRSA e OS-MRSA, e a presenga de genes codificadores de
viruléncia. Ambos os grupos podem representar uma fonte potencial para o surgimento de S.
aureus altamente adaptado ao ambiente hospitalar. Técnicas apropriadas devem ser
empregadas para a identificagdo da resisténcia a meticilina em S. aureus. Esses dados
destacam a importancia do monitoramento continuo da colonizacdo nasal por S. aureus na
comunidade hospitalar.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Colonizacdo nasal. MRSA. Resisténcia.
Antimicrobianos.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the major pathogens of hospital infections and associated
with high morbidity and mortality. Persistent nasal colonization by this microorganism may
increase the risk of subsequent infections. Colonization by S. aureus among healthcare
workers and biomedical students may be the source for the transmission and dissemination of
this microorganism in healthcare services. The objective of this study was to evaluate the
colonization by S. aureus isolated from the nasal mucosa of healthcare workers and students
attending a university hospital. From each participant, December 2017 to May 2018, one
nasal sample was collected and processed for S. aureus identification according to the
standard phenotypic methods and multiplex PCR targeting the nuc gene. S. aureus isolates
were characterized according to their in vitro antimicrobial susceptibility profile, and presence
of genes encoding methicillin resistance (mecA) and four virulence factors (coa, icaA, tst,
lukS-PV and IukF-PV). MRSA isolates were also characterized according to their
oxacillin/cefoxitin susceptibility, SCCmec and REP-PCR types. Descriptive and binary
logistic regression analyses were carried out to determine potential risk for S. aureus and
MRSA carriage. Of the 324 volunteers, 42.9% (139) were colonized by S. aureus, of which
colonization was more frequent in male students (p=0.001). Among the genes encoding
virulence factors, coa (coagulase) was found in 100% (139/139) of the isolates, followed by
icaA (biofilm) in 97.8% (136/139), tst (toxic shock syndrome toxin-1) in 15.8% (22/139) and
lukS-PV and lukF-PV (Panton-Valentine leukocidin) in 6.5% (9/139). All isolates were
susceptible to vancomycin and the highest rate of resistance was observed for penicillin
(90.6%). According to the presence of the mecA gene, 28.8% (40/139) of the isolates were
classified as MRSA, of these 45.0% (18/40) were susceptible to methicillin by both
phenotypic methods tested, being classified as oxacillin-susceptible mecA-positive (OS-
MRSA). According to the SCCmec typing, all isolates MRSA were distributed into six types,
and the most frequent was type I, 62.5% (25/40), followed by type 1V, 22.5% (9/40), types II,
I11, VI and VI were identified in 2.5% (1/40) each and 5.0% (2/40) were classified as non-
typeable. In the analysis of genetic similarity, 82.5% (33/40) of the MRSA samples were
grouped into 4 clusters with a minimum of two isolates, exhibiting high similarity. In
conclusion, the results of the present study reveal a high frequency of S. aureus among
healthcare workers and students attending the hospital studied. It is important to emphasize
that the isolates present different profiles of antimicrobial resistance, including multiresistant
MSSA, MRSA and OS-MRSA, and the presence of virulence encoding genes. Both groups
may represent a potential source for the emergence of S. aureus highly adapted to the hospital
environment. Appropriate techniques should be employed for identification of methicillin
resistance in S. aureus. These data highlight the importance of continuous monitoring of nasal
colonization by S. aureus in the hospital community.

Key words: Staphylococcus aureus. Nasal colonization. MRSA. Resistance.
Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

1.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus é um género de bactérias pertencentes a familia Staphylococcaceae,
sdo anaerobias facultativas que se apresenta na forma de cocos Gram-positivos, com tamanho
aproximado de 0,5 a 1,5 um de didmetro. Podem se agrupar na forma de cachos, aos pares,
em tétrades ou em cadeias curtas (JORGENSEN et al., 2015). Esse género é composto por 53
espécies e 28 subespécies (LPSN, 2019). Dentre estes, Staphylococcus aureus é um
microrganismo de grande importancia na saide humana, comp@e a microbiota normal da pele
e principalmente da mucosa nasal. Estima-se que 20-30% da populacdo humana sejam
portadores persistentes de S. aureus nas narinas, cerca de 30% sdo portadores intermitentes.
Na pele e superficies de mucosas pode ser um colonizante transitério em 20 a 90% da
populacdo saudavel. Entretanto, em presenca de fatores de risco, pode ser um patégeno
oportunista com capacidade de infectar diversos tecidos do corpo humano (EMANEINI et al.,
2017; OLUFUNMISO; TOLULOPE; ROGER, 2017; SARKAR et al., 2016).

A colonizagdo por S. aureus nas superficies do homem é resultado de um processo
dindmico que envolve: a) adesdo as superficies do hospedeiro; b) evasao do sistema de defesa
do hospedeiro; ¢) competicdo com outros microrganismos componentes da microbiota local
(FOSTER et al., 2014). A adesdo inicial de S. aureus ao epitélio escamoso da mucosa nasal é
mediada pelo &cido teicoico presente na parede celular bacteriana (BURIAN et al., 2010).
Posteriormente, a bactéria expressa diferentes proteinas ancoradas a parede celular que séo
importantes para o processo de adesdo ao epitélio nasal. As proteinas mais prevalentes séo
aquelas pertencentes a familia de componentes microbianos de superficie que reconhecem
moléculas adesivas da matriz (do inglés MSCRAMMs, Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules). Entre elas, o fator de aglutinagdo B (do inglés CIfB,
clumping fator B) é importante para a coloniza¢do da mucosa nasal de roedores e do homem
(SCHAFFER et al., 2006; WERTHEIM et al., 2008; YOUNG et al., 2017). CIfB liga-se a
loricrina que é o componente proteico predominante do envelope cérneo de células epiteliais
escamosas (MULCAHY et al., 2012); bem como a citoqueratina 10, uma proteina que
compde os filamentos do citoesqueleto celular (WALSH et al., 2004).

As proteinas ancoradas a parede celular de S. aureus também sdo importantes para
evasdo do sistema de defesa do hospedeiro. Proteinas como, fator de aglutinacdo A (do inglés

CIfA, clumping fator A) e proteina A interferem na ativacdo da via classica do sistema
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complemento, prevenindo a sua morte (FOSTER et al., 2014; HAIR et al., 2010). Além disso,
S. aureus replica-se ativamente no epitélio nasal, o que previne sua remocao pela descamacao
celular e pelo fluxo de muco (FOSTER et al., 2014).

A competicdo de S. aureus com outras espécies da mucosa nasal tem um papel
importante no processo de colonizagdo, podendo ocorrer: 1) competicdo por locais de adeséo
e nutrientes. S. aureus pode sobreviver em ambientes com poucos nutrientes; 2) competicdo
por antibiose, onde certas bactérias podem produzir moléculas antimicrobianas que inibem
possiveis competidores. Por exemplo, S. lugdunensis produz um composto antimicrobiano
que inibe e destrdi S. aureus; 3) competicdo por inducdo das defesas do hospedeiro, ou seja, S.
aureus induz a producdo de proteinas antimicrobianas do hospedeiro que sdo mais
prejudiciais a outros microrganismos do que a ele proprio (LEE et al., 2018).

Assim, S. aureus pode ter uma relagdo comensal com o homem, na qual desempenha
um papel protetor, uma “barreira” contra outros microrganismos potencialmente patogénicos.
Todavia, quando o hospedeiro € submetido a tratamento com antimicrobianos, o efeito
protetor pode ser reduzido ou eliminado (KLUYTMANS; VAN BELKUM; VERBRUGH,
1997; NOBLE et al., 1964). Neste contexto, o individuo colonizado por S. aureus apresenta
um risco potencial de desenvolver infecces por esta bactéria. Crucialmente, o estado imune
do hospedeiro, a presenca de doenca subjacente, bem como o contato com o ambiente
hospitalar, podem contribuir para colonizacdo por S. aureus resistentes a antimicrobianos
neste sitio anatbmico, fato que pode levar a diminuicdo da variabilidade microbiana local
(FARIA et al., 2014; PARK et al., 2016). Este é um fator preocupante, principalmente no
ambiente hospitalar (CALFEE, 2012).

Apesar da relagdo comensal com os seres humanos, quando as barreiras primarias,
pele ou mucosas, sdo rompidas, S. aureus pode estabelecer diferentes tipos de infeccdes em
diversos locais, variando de pequenos abscessos a infec¢bes de sitios profundos. Infeccdes
sisttmicas geralmente surgem de focos primarios, que incluem dispositivos médicos ou
infeccdes locais de pele e partes moles, articulagfes, 0ssos e pulmbes (BUCHAN; FOSTER;
RENSHAW, 2019).

De fato, por estar em intimo contato com os seres humanos, este microrganismo é um
importante agente causador de infec¢cbes adquiridas no ambiente hospitalar. Além disso, a
colonizacao nasal entre profissionais de saude pode ser fonte de transmissao de S. aureus para
pacientes e para o ambiente hospitalar (EMANEINI et al., 2017; FRANCOIS et al., 2007).

A higienizagdo das maos antes e depois do contato com pacientes e/ou 0s

equipamentos que este utiliza, uso de paramentacdo padrdo, uso de paramentagdo cirdrgica
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para realizacdo de procedimentos invasivos e evitar tocar o nariz durante o trabalho s&o
medidas que reduzem a taxa de transmissdo de patégenos. Medidas constantes de treinamento
e educacdo dos profissionais acerca da manutencdo da higiene e os efeitos do uso
indiscriminado de antimicrobianos devem ser implementadas no controle das infec¢des (CDC,
2007; RONGPHARPI; HAZARIKA; KALITA, 2013)

1.2 INFECCOES POR S. AUREUS

Dentre os patdgenos Gram positivos que causam infeccdes de pele e partes moles, S.
aureus, incluindo S. aureus resistente a meticilina (methicillin resistant S. aureus — MRSA),
figura como segundo agente mais frequentemente isolado em celulites depois de
Streptococcus b-hemoliticos, podendo, em alguns casos ser o agente predominante.
Entretanto, recentemente observou-se uma tendéncia de queda nas infecgdes comunitarias de
pele e partes moles causadas por MRSA nos EUA (POULAKOU; LAGOU; TSIODRAS,
2019).

A ventilacdo mecénica é um recurso indispensavel para salvar vidas de pacientes em
condices criticas. Infelizmente, ser submetido a este procedimento representa alto risco de
desenvolver complicagdes, como pneumonia associada a ventilagdo mecanica (PAV), com
uma prevaléncia que varia de 6,6% a 32%, sendo que S. aureus € um dos patdgenos mais
comumente associados a PAV. Além disso, causa uma elevacdo nos indices de morbidade,
mortalidade e tempo de permanéncia no hospital (particularmente em unidade de terapia
intensiva - UTI), bem como aumento nos custos de cuidados (AYKAC; OZSUREKCI;
TANIR BASARANOGLU, 2017). A pneumonia adquirida na comunidade (PAC) causada
por S. aureus é uma infecgdo pouco frequente, mas potencialmente letal. E frequentemente
associada a producdo de leucocidina de Panton-Valentine (Panton-Valentine leukocidin —
PVL), que é responsavel por extensa necrose tecidual e alta taxa de mortalidade
(ELISABETH et al., 2014).

Uma vez rompidas as barreiras primarias da pele e mucosas, S. aureus pode entrar na
corrente sanguinea, replicar-se e disseminar-se para muitos locais diferentes, causando
manifestacbes graves, como sepse, endocardite infecciosa e abscessos profundos em
praticamente todos os tecidos. O principal fator de risco para infec¢do invasiva e bacteremia é
0 uso de dispositivos médicos, incluindo cateteres venosos centrais, materiais implantados
cirurgicamente e proteses ortopédicas. Estes dispositivos fornecem um canal direto para o

espaco intravascular. Alem disso, comorbidades médicas subjacentes, como diabetes, terapia
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imunossupressora e cancer, predispdem o0s individuos a bacteremias por S. aureus
(THOMER; SCHNEEWIND; MISSIAKAS, 2016). S. aureus é um dos principais causadores
de bacteremia, com uma incidéncia anual de 4,3 a 38,2 casos por 100.000 pessoas/ano nos
Estados Unidos (HOLLAND; ARNOLD; FOWLER, 2014).

1.3 RESISTENCIA A0S ANTIMICROBIANOS E COLONIZACAO POR MRSA

Em 1942, logo apo6s a penicilina ser introduzida no mercado, ja existiam relatos de S.
aureus resistente a este farmaco (RAMMELKAMP; MAXON, 1942). Essa resisténcia é
mediada por penicilinases que inativam o anel B-lactdmico, devido a aquisi¢do de plasmideo
contendo o gene blaz. Para contrapor esta resisténcia, no final da década de 50 foi
desenvolvida a meticilina (Celbenin), uma penicilina semissintética resistente a acdo das
penicilinases. Entretanto, em 1961, os primeiros isolados MRSA foram reportados no Reino
Unido (HARKINS et al., 2017; JEVONS, 1961; LOBANOVSKA; PILLA, 2017).

O mecanismo de resisténcia a meticilina, descrito em 1981, se da pela producdo de
uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP) modificada, conhecida como PBP2' ou PBP2a, a
qual ndo se liga a maioria das penicilinas semissintéticas, por exemplo, meticilina e oxacilina,
bem como a maioria das cefalosporinas. A PBP2a é codificada pelos genes mecA, mecB ou
mecC, os quais encontram-se alocados em uma regido do genoma bacteriano conhecida como
cassete cromossémico estafilococico mec (Staphylococcal cassete chromosome mec —
SCCmec), um elemento genético mdvel que pode ser facilmente transferido entre
Staphylococcus spp. (BECKER et al., 2018; HARTMAN; TOMASZ, 1981; IWG-SCC, 2009;
LEE et al., 2018). Os elementos SCCmec diferem quanto a organizacao genética e estrutural,
sendo, até entdo, classificados em 13 tipos, como pode ser visualizado na Figura 1 (BAIG et
al., 2018).

Becker et al. (2018), reportaram a presenca do gene mecB alocado em um plasmideo
em S. aureus. O isolado foi recuperado de um swab nasal e garganta de um paciente sem
sinais de infeccdo. O mecanismo de resisténcia codificado por este gene ainda ndo foi
esclarecido. Em 2017, foi relatado outro homdlogo de mecA em Macrococcus caseolyticus
isolados de cées e bois, o qual foi denominado mecD e encontra-se alocado em uma ilha de
resisténcia. Este gene confere resisténcia a todas as classes de antibidticos B-lactamicos,
incluindo ceftobiprole e ceftarolina, os quais foram desenvolvidos para serem utilizados em

infeccbes causadas por MRSA. Analises da sequéncia nucleotidica mostraram que o gene
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mecD compartilha 66% de identidade com o gene mecB (SCHWENDENER; COTTING;
PERRETEN, 2017).
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos componentes e estrutura dos cassetes
cromossémicos estafilococicos mec (SCCmec) | ao XllII
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As estruturas globais dos 13 tipos SCCmec reconhecidos por IWG-SCC sdo ilustradas com base nas seguintes
sequéncias nucleotidicas (tipo SCCmec), ID do isolado (nimero de acesso do GenBank): tipo I, NCTC10442
(AB033763); tipo I, N315 (D86934); tipo 111, 85/2082 (AB037671); tipo IV, CA05 (AB063172); tipo V, WIS
[WBG8318] (AB121219); tipo VI, HDE288 (AF411935); tipo VII, JCSC6082 (AB373032); tipo VIII, C10682
(FJ390057); tipo X, JCSC6943 (AB505628); tipo X, JCSC6945 (AB505630); tipo XI, LGA251 (FR821779.1);
tipo XlII, BA01611 (KR187111); e tipo XIlII, 55-99-44 (MG674089). As repetices diretas que compreendem
sequéncias do sitio de integracdo do SCC estdo localizadas em ambas as extremidades do SCCmec (setas
vermelhas). Os complexos do gene mec e ccr sdo sombreados de rosa e azul, respectivamente. Sequéncias de
insercdo e transposons identificados sdo indicados em amarelo. Genes relacionados a resisténcia a metais
pesados e plasmideos integrados localizados nas regides J também sdo indicados. Fonte: (BAIG et al., 2018).
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MRSA pode ser caracterizado como: 1) presenca de gene mec, em sua maioria mecA;
2) concentragdo inibitoria minima (CIM) para oxacilina > 4 pg/mL ou cefoxitina > 8 pg/mL;
3) halo de inibicdo < 21 mm em presenga de disco de cefoxitina 30 pg; 4) crescimento em
meio Mueller Hinton agar (MHA) suplementado com 4 % de cloreto de sddio (NaCl) e 6
pg/mL de oxacilina (CLSI, 2018).

A idade avancada, longos periodos de internacdo hospitalar, alimentacdo enteral,
dispositivos intravenosos, presenca de lesdes cutaneas, Ulceras e tratamento com antibioticos
estdo associados com a colonizagdo por MRSA em pacientes hospitalizados. Ndo obstante, a
permanéncia em um quarto de hospital anteriormente ocupado por um paciente infectado por
MRSA também foi associada com o aumento do risco de aquisicdo de MRSA. Quanto ao
desenvolvimento de infecgdes por MRSA, os fatores associados incluem histéria de
colonizacdo por MRSA, hospitalizacdo prolongada e/ou cirurgia prévia, internacdo em UTI,
terapia antimicrobiana prévia, hemodialise, diabetes mellitus, cancer, entre outros (HUANG;
DATTA; PLATT, 2006; LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Desde meados da década de 1990, houve um aumento no namero de infecgdes por
MRSA relatadas em populacdes que ndo estavam expostas aos fatores de risco hospitalares.
Estes isolados tém sido denominados MRSA associado a comunidade (community-associated
MRSA — CA-MRSA) para diferenciar daqueles associados ao ambiente de assisténcia a salde
(healthcare-associated MRSA — HA-MRSA) (DAVID; DAUM, 2010).

Com o decorrer do tempo, o aumento de infec¢cbes por CA-MRSA conduziu a sua
disseminacdo em ambientes hospitalares. Acreditava-se que CA-MRSA substituiria HA-
MRSA tradicionais nos hospitais. Isso acarretou grande preocupagdo, porque as graves
infeccOes ocasionadas por isolados CA-MRSA, que tém por caracteristica um grande
potencial de viruléncia, ocorriam entre pacientes hospitalizados os quais apresentam uma
série de comorbidades (D’AGATA et al., 2009; POPOVICH; WEINSTEIN; HOTA, 2008).

Em 2005 nos Estados Unidos da América (EUA) foi criada uma defini¢do padrdo para
CA-MRSA, determinando que uma cultura positiva para MRSA de qualquer parte do corpo
de um paciente vindo da comunidade ou dentro de 48 horas de hospitalizagéo classifica o
isolado como CA-MRSA. Este paciente ndo deveria ter histérico de hospitalizacdo, cirurgia
ou residéncia em instituicdo de cuidados prolongados no ultimo ano, dialise no ultimo ano,
nenhum cateter de demora no momento do isolamento e nenhuma cultura de MRSA positiva
anterior, independentemente se for oriunda de colonizacgdo ou infecgédo (BUCK et al., 2005).

Definir um isolado como CA-MRSA pela auséncia de fatores de risco para a

exposicdo dos cuidados de saude subestima enormemente a epidemiologia desta bactéria.
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Além disso, pode ser dificil determinar a origem da infec¢do por MRSA na comunidade, pois
a colonizacdo por MRSA persiste durante meses ou anos e pode ndo ser detectada, levando ao
desenvolvimento de infeccdo meses e/ou anos apos a alta hospitalar. Entretanto, a definicdo
de CA-MRSA, foi util, inicialmente, para detectar a emergéncia desta bactéria. (DAVID et al.,
2008; LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Em geral, taxas de colonizagdo nasal MRSA geralmente s&o mais baixas na
comunidade e tendem a aumentar no ambiente hospitalar (FARIA et al., 2014). Contudo,
atualmente, isolados historicamente associados a infeccbes comunitarias podem ser
identificados tanto no ambiente hospitalar quanto no ambiente comunitario, o que faz com
que as classificacdes clinicas de CA-MRSA e HA-MRSA ndo sejam mais distintas,
dificultando a sua diferenciacdo. (DAVID et al., 2008; POULAKOU; LAGOU; TSIODRAS,
2019). Atualmente, definicdes epidemioldgicas moleculares sdo consideradas as mais
confiaveis (WANG et al., 2010).

Isolados CA-MRSA sdo resistentes a um menor ndmero de classes de antimicrobianos
em comparacdo a HA-MRSA,; também exibem um perfil caracteristico quanto ao tipo de
SCCmec. Na maioria das vezes, isolados HA-MRSA apresentam SCCmec tipos 1, 11 ou IlI,
enquanto os CA-MRSA geralmente contém os tipos IV, V e VI. As diferencas ndo ficam
restritas somente aos perfis de resisténcia, pois CA-MRSA apresentam maior viruléncia que
HA-MRSA (CDC, 2013).

Outra populacdo de MRSA tem despertado atencdo, uma vez que os isolados se
apresentam como sensiveis a oxacilina em testes fenotipicos, mas possuem o gene mecA. Este
fendmeno foi relatado pela primeira vez por Kampf et al. (2003) em amostras obtidas da
mucosa nasal de profissionais da saude, onde foi denominado como MRSA dormente, ou seja,
S. aureus sensivel a oxacilina positivo para o gene mecA. Posteriormente, Hososaka et al.
(2007), introduziram o termo S. aureus oxacilina-sensivel mecA-positivo (OS-MRSA), o qual
é usual até hoje. Estes autores sugeriram que estas bactérias seriam um novo tipo de MRSA e
que estariam mais proximas de CA-MRSA, podendo até ser classificado como uma subclasse.

Hoje sabe-se que OS-MRSA tém sido crescentemente relatado em todo o mundo, ndo
apenas entre os isolados comunitarios e clinicos, mas também naqueles isolados de produtos
alimenticios de origem animal (ANDRADE-FIGUEIREDO; LEAL-BALBINO, 2016; CHEN
et al., 2012; CONCEICAO et al., 2015; CORRENTE et al., 2007; HE et al., 2013; SONG et
al., 2017). Devido ao fendtipo de sensibilidade a oxacilina, isolados OS-MRSA podem ser

erroneamente interpretados como S. aureus sensivel a meticilina (methicillin susceptible S.
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aureus — MSSA) por laboratérios clinicos de microbiologia de rotina, levando a falha
terapéutica e até ao Obito caso o tratamento seja feito com oxacilina (DUARTE et al., 2019).

A medida que laboratérios clinicos passam a usar equipamentos automatizados para
testes de sensibilidade antimicrobiana, ha uma necessidade de avaliacdo cuidadosa do
desempenho desses métodos para a deteccdo de OS-MRSA, visando impedir sua
disseminacdo nos ambientes de cuidados a satde e na comunidade (CHEN et al., 2012).

Né&o existem dados que ditam a terapia ideal para infecgdes por OS-MRSA. Dados in
vitro mostram que tais isolados sdo heterorresistentes, com apenas 1 em 10® células ou menos
expressando resisténcia de alto nivel a oxacilina. Como o tamanho do in6culo utilizado em
testes de sensibilidade é de ordem de grandeza mais baixa do que o numero de isolados com
resisténcia de alto nivel, OS-MRSA podem ndo ser detectados como resistentes a este
antimicrobiano. A incubacdo destes isolados heterorresistentes em niveis gradualmente mais
elevados de B-lactdmicos pode originar subclones altamente resistentes (SAKOULAS et al.,
2001). Por este motivo, em infecgdes onde OS-MRSA nédo séo detectados o tratamento
geralmente é feito com antibioticos pB-lactamicos, o que pode promover a selecéo de isolados
com resisténcia de alto nivel, conduzindo a falha do tratamento (SONG et al., 2017).

Por conta da resisténcia aos B-lactamicos, o glicopeptideo vancomicina € o farmaco de
escolha para o tratamento de infec¢bes causadas por MRSA. Entretanto, o primeiro relato de
reducdo da sensibilidade a vancomicina em S. aureus foi reportado no Japdo em 1997 e as
cepas manifestavam dois fendtipos. O primeiro apresentava sensibilidade intermediaria a
vancomicina (vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus — VISA), com CIM de
vancomicina de 8 pg/mL, j4 o segundo expressava heterorresisténcia a vancomicina
(heteroresistant vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus — hVISA), com CIM de
vancomicina de 4 pg/mL, tendo recebido as denominacBes de cepa Mu50 e Mus3,
respectivamente (HIRAMATSU, 1998; HIRAMATSU et al., 1997). Os fendtipos VISA ou
hVISA estdo associados a um espessamento da parede celular devido a alteracbes na
expressao de elementos genéticos reguladores (PILLALI et al., 2009).

A incorporacdo do cassete vanA, proveniente de Enterococcus spp., confere & S.
aureus o fendtipo verdadeiramente resistente a vancomicina (vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus — VRSA), no qual a CIM ¢é > 16 ug/mL. O primeiro caso de
transferéncia do gene van para S. aureus foi identificado em junho de 2002 em Michigan nos
Estados Unidos (CHANG et al., 2003). Desde entdo poucos casos foram reportados nos

Estados Unidos (WALTERS et al., 2015). Até hoje apenas um caso de aquisicdo do gene
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vanA por S. aureus no Brasil foi descrito, em 2012 em S&o Paulo, sendo a bactéria
denominada de BR-VRSA (ROSSI et al., 2014).

A transmissdo de S. aureus e MRSA entre profissionais de salde pode indicar uma
baixa adesdo aos procedimentos de higienizacdo das méos, o uso néo criterioso de antibidticos
e medidas ineficazes de vigilancia e controle de infeccdo e colonizagdo. De tal maneira que o
controle cuidadoso destes aspectos sdo estratégias que podem prevenir e controlar a

transmisséo destes microrganismos em ambientes de saide (EMANEINI et al., 2017).

1.4 FATORES DE VIRULENCIA

S. aureus tem um grande potencial patogénico, pois possui um extenso arsenal de
fatores de viruléncia, que promovem diferentes efeitos bioldgicos no hospedeiro; sendo 0s
principais: padrdo molecular associado ao microrganismo (microorganism-associated
molecular pattern — MAMP), podendo ser MAMP quimiotatico ou ndo quimiotatico;
adesinas, tais como proteinas de superficie e glicopeptideos; evasinas, como inibidores do
receptor MAMP, inibidores do receptor de quimiocinas, inibidores de extravasamento de
polimorfonucleares, fatores de coagulacdo, anticoagulantes, inibidores do sistema
complemento, inibidores da opsonofagocitose e inibidores da morte por polimorfonucleares;
toxinas, por exemplo, toxina formadora de poros, superantigenos (SAgs), esfingomielinase e
toxinas proteoliticas; formacdo de biofilme (LEE et al., 2018).

Entre os fatores de coagulacdo secretados por S. aureus estd a coagulase plasmatica
livre, codificada pelo gene coa. A presenca desse gene é um critério importante para
distinguir S. aureus de Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN). S. aureus produz
coagulase, para polimerizar a fibrina e formar um abscesso encapsulado no local da infecgéo,
englobando polimorfonucleares (PMNS) infiltrados, impedindo assim o influxo de leucdcitos.
Considera-se que a atividade aglutinante da coagulase contribua para a coagulacdo sanguinea
sisttmica, permitindo assim a sobrevivéncia e disseminagdo endovascular deste
microrganismo e levando a uma piora no quadro infeccioso, apresentando um papel
importante no processo da sepse (CHENG et al., 2011; POWERS; WARDENBURG, 2014;
THOMER; SCHNEEWIND; MISSIAKAS, 2016; TIWARI; SAPKOTA; SEN, 2008).

A PVL é uma citotoxina formadora de poros em leucdcitos, codificada pelos genes
lukS-PV e lukF-PV que podem ser carreados por bacteriéfagos (KANEKO et al., 1997). Esta
citotoxina é composta pelo componente S (S do inglés slow, devido a migracdo lenta em

coluna de cromatografia), responsavel pelo reconhecimento do receptor na célula alvo do
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hospedeiro; e pelo componente F (F do inglés fast, devido a migracdo répida) de
polimerizagdo. Na forma ativa, quatro subunidades de cada componente S e F formam uma
estrutura octamérica que resulta na insercdo do poro na membrana plasmatica da célula alvo,
resultando na morte por lise osmotica (DUMONT et al., 2014). E uma toxina geralmente
relacionada a infec¢bes complicadas da pele e dos tecidos moles, celulite difusa, pneumonia
necrotizante e osteomielite (CDC, 2013; LEE et al., 2018; NHAN; LECLERCQ; CATTOIR,
2011; YAMAMOTO et al., 2010).

A presenca desta toxina foi detectada entre isolados MRSA e MSSA. (ELISABETH et
al., 2014). Em particular, a acdo leucotoxica da PVL € responsavel por altas taxas de
mortalidade (até 75%) relatada na pneumonia necrotizante (GILLET et al., 2002). Esta
enfermidade caracteriza-se como pneumonia hemorragica e necrotica que progride
rapidamente, podendo causar a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA),
possivelmente levando a choque séptico e faléncia de multiplos 6rgaos. Dados da literatura
indicam que a mortalidade em PAC ocasionada por S. aureus positivo para PVL situa-se entre
45% e 56% (ELISABETH et al., 2014).

Evidéncias indicam que isolados CA-MRSA associados a infecgdes apresentam genes
da PVL mais frequentemente do que isolados CA-MRSA associado & colonizacdo (BOYLE-
VAVRA et al., 2005). Entretanto, isolados MRSA PVL positivos foram detectados como
colonizantes, de forma persistente, em estudantes da area de saude. Estes dados indicam o
risco de disseminacdo dessas bactérias tanto no ambiente comunitério, quanto no hospitalar
(BETTIN; CAUSIL; REYES, 2012; MA et al., 2011).

SAgs representam uma grande familia de exotoxinas produzidas por S. aureus. Estas
proteinas, com massa molecular variando de 19 a 30 kDa sdo resistentes ao calor, a prote6lise
e a dessecacdo (SPAULDING et al.,, 2013). Mais de vinte SAgs diferentes foram
caracterizados a partir de diferentes isolados de S. aureus e em aproximadamente 80% dos
isolados clinicos pelo menos um gene de SAg estava presente. Entre 0s SAgs esta a toxina da
sindrome do choque toxico 1 (toxic shock syndrome toxin 1 —TSST-1), responsavel pela
sindrome do choque toxico (toxic shock syndrome — SST) (XU; MCCORMICK, 2012). Esta
exotoxina é codificada pelo gene tst, que pode estar localizado em varias ilhas de
patogenicidade e, € responsavel por causar uma patologia multissistémica caracterizada por
febre de inicio réapido, hipotensédo, erupcao eritematosa e hiperemia da mucosa, seguida de
descamacao e faléncia maltipla de 6rgdos (DURAND et al., 2006).

A TSST-1 ativa diretamente os linfécitos T, ligando-se ao receptor de antigeno com

forte afinidade e causando a liberacdo descontrolada de citocinas pro-inflamatorias
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responsaveis pela sintomatologia da SST. Em geral a SST apresenta uma taxa de mortalidade
variando de 4 a 22% (NHAN; LECLERCQ; CATTOIR, 2011).

Outro fator de viruléncia que S. aureus pode apresentar € o crescimento em forma de
biofilme, que pode ser definida como uma comunidade de microrganismos aderidos a uma
superficie e inseridos em uma matriz extracelular composta por polissacarideos, proteinas,
lipidios e acidos nucleicos. A sintese do exopolissacarideo é mediada pela expressdo do
operon ica, composto pelos genes icaA; icaB; icaC; icaD (BRAMBILLA et al., 2017;
HEILMANN et al., 1996; SHRESTHA et al., 2016).

As proteinas transmembranares IcaA e IcaD participam da biossintese dos oligdmeros
(10-20 residuos) de N-acetilglicosamina a partir de UDP-N-acetilglicosamina. A proteina
integral de membrana IcaC promove a translocacdo do Polissacarideo de Adesdo Intercelular
(PI1A) através da membrana citoplasmatica para a superficie da célula. Por vez, IcaB catalisa a
deacetilacdo de Poli-N-acetilglicosamina conferindo uma carga positiva a PIA, acentuando a
sua propriedade de adesdo e consequentemente a viruléncia da bactéria (LAVERTY;
GORMAN; GILMORE, 2013)

A capacidade de S. aureus produzir biofilme pode estar relacionada com o sucesso na
adesdo a mucosa nasal. Também, quando inseridos em um biofilme estes microrganismos
estdo em um microambiente favoravel ao seu crescimento e manutencao, onde os antibiéticos,
agentes sanitizantes e células do sistema imune tém dificuldade em eliminar o microrganismo.
Além disso, neste microambiente os microrganismos tém maior facilidade para comunicacéo
celular e transferéncia horizontal de genes. Alguns isolados de S. aureus conseguem
permanecer viaveis, sob a forma de biofilme, em superficies inanimadas por longos periodos
de tempo (BRAMBILLA et al., 2017; JOSHI et al., 2018).

1.5 EPIDEMIOLOGIA DA COLONIZACAO NASAL POR S. AUREUS

A colonizagéo nasal por S. aureus e MRSA ¢é muito variada, ocorrendo em diversas
populagdes, com taxas variando de 10,4% a 47,8% para S. aureus e 0,3% a 32,8% para
MRSA (CHEN et al., 2015, 2017; EMANEINI et al., 2017; FARIA et al., 2014; HOGAN et
al., 2016). No Brasil, a frequéncia varia de 17,7% a 40,8% para S. aureus e 2,4% a 3,7% para
MRSA (DA SILVEIRA et al., 2018; PRATES et al., 2010; SILVA et al., 2008). Um
panorama da colonizacdo nasal pode ser visualizado na Tabela 1, onde, porcentagem das
frequéncias de colonizacdo nasal por S. aureus e MRSA foram calculados sempre em relagéo

ao numero total de individuos que participaram dos estudos.
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Tabela 1 — Panorama da colonizacdo nasal por Staphylococcus aureus em diversas
populagdes ao redor do mundo
. x . S.aureus MRSA N
Pais Populacéo estudada Periodo n (%) (%) Referéncia
Brasil Estudantes da saude 2007 250 40,8 2,4  (PRATESetal., 2010)
Dinamarca  Pacientes hospitalares 2007 67 47,8 254 (FARIAZetal., 2014)
EUA Moradores da 2007-2013 28.627 NA 11,1 (BESSESEN et al., 2015)
comunidade
Brasil Profissionais da salde 2007 202 18,7 NA  (SILVAcetal., 2008)
China Estudantes de medicina 2008-2009 2.103 11,1 1,0 (MAetal., 2011)
EUA Profissionais da salde 2008-2010 227 16,7 31 (IMMERGLUCK etal.,
2013)
Coldémbia Estudantes de medicina 2009 372 27,1 1,6  (BETTIN; CAUSIL;
REYES, 2012)
Franca Profissionais da salde 2009 343 36,0 10,0 (LEGRAND etal., 2015)
india Profissionais da salde 2009-2010 315 22,2 25 (RONGPHARPI,
HAZARIKA; KALITA,
2013)
Suica Profissionais da saude 2010 405 33,0 NA  (SAKWINSKA et al.,
2010)
Quénia Profissionais da saude 2010 246 18,3 0 (OMUSE; KARIUKI;
REVATHI, 2012)
Jordania Criancas da comunidade ~ 2012-2013 210" 100,0 7,1 (ALZOUBI et al., 2014)
em idade escolar
Iran Estudantes de graduagdo ~ 2012-2015 350°  21,1° 31"  (ABROO; HOSSEINI
e estudantes de medicina 350° 18,0° 2,0° JAZANI; SHARIFI,
2017)
Taiwan Estudantes de graduacéo 2013 259 22,4 1,5 (WANG et al., 2017)
Nepal Profissionais da salde 2013 204 15,7 34 (KHANAL etal., 2015)
China Moradores da 2013-2014  297° 25,3° 0,3 (CHEN etal., 2015)
comunidade e 292 21,6° 1,0
profissionais da salde
Nepal Estudantes de medicina 2014 200 15,0 4,0 (ANSARI etal., 2016)
China Comunidade do campus 2014-2015 295 24,7 0,3 (CHEN et al., 2017)
da faculdade de medicina
China Moradores da 2015 2.172 25,6 56  (LINetal, 2017)
comunidade
Taiwan Profissionais da satde 2015 326 26,1 6,1 (WU etal., 2019)
Madagascar  Estudantes de graduacio 2016 685°  114° 0,9° (HOGAN etal., 2016)
e profissionais da satde 863"  10,4° 1,5
China Profissionais da saude 2016 434 20,0 2,3 (XlIEetal., 2018)
Iran Moradores da 2016 806 20,3 1,2  (SOBHANIPOOR et al.,
comunidade 2017)
Iran” Profissionais da satide 2000-2016 22" 22,7 32,8 (EMANEINI et al., 2017)
Tanzénia Profissionais da saude 2016 379 41,4 15,6 (JOACHIM etal., 2018)
Etidpia Profissionais da saude 2016 242 12,0 58  (LEGESE et al., 2018)
Paquistdo Profissionais da saude 2016-2017 225 24,0 9,3 (KASHIF SALMAN et
al., 2018)
Iran Profissionais da saude 2016-2017 133 39,8 22,5 (POURRAMEZAN;
OHADIAN

MOGHADAM;
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POURMAND, 2019)

Uganda Profissionais da salde 2016-2017 97 28,7 134 (ABIMANA; KATO;
BAZIRA, 2019)
Iran Profissionais da satde 2016-2017 210 30,9 0,9 (SADEGHI etal., 2019)
Alemanha  Profissionais da saude 2016-2018 1005 NA 0,4 (SCHUBERT etal.,
2019)
Iraque Profissionais da sadde 2017 182 22,5 13,7 (HUSSEIN; ASSAFI;
1JAZ, 2017)
Brasil Moradores de casas de 2017 300 17,7 3,7 (DASILVEIRA tal.,
repouso 2018)
Arébia Moradores da 2018 70° 37,1° 1,4* (EL-MAHDY etal.,
Saudita comunidade, estudantes 68° 26,5° 4,4°  2018)
de medicina e 72° 26,4° 8,3
profissionais da salde
NA: ndo avaliado. = todas amostras incluidas continham S. aureus. =~ meta-analise. ~ nimero de estudos

analisados. * moradores da comunidade. ° estudantes de graduacéo. © estudantes da sadde. ¢ Profissionais da

salde.
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2 JUSTIFICATIVA

S. aureus é considerado um importante patdgeno comunitario e hospitalar, responsavel
por elevadas taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. A colonizacao nasal por S.
aureus desempenha um papel fundamental na epidemiologia e patogénese da infecgéo.
Embora pacientes possam adquirir infeccbes por sua prépria microbiota enddgena,
profissionais de saude colonizados por MSSA ou MRSA, devido a relacdo de sua exposicéo
aos pacientes, tém sido considerados reservatérios de infeccdes e implicados como fonte de
diversos surtos, especialmente quando apresentam lesdes de pele ou outras infec¢des por este
microrganismo. A participacdo de estudantes da area da salde parece ndo ser excecdo. No
entanto, a importancia relativa de profissionais colonizados na transmissdao de MSSA e
MRSA em instituicGes de saude, onde este microrganismo € endémico, ndo estd bem clara.
Estudos para compreender melhor a ecologia, fisiopatologia e epidemiologia da colonizacéo
nasal e de infec¢Bes por S aureus destacam a necessidade de aplicagdo e adesdo as medidas de
controle de infeccdo que visam reducdo da disseminacdo deste microrganismo entre 0s
individuos altamente vulnerdveis a serem infectados. Considerando que a epidemiologia
global de MSSA e MRSA tem evidenciado diversidade genética em diferentes regibes
geogréficas e que, atualmente, ha dados limitados em nosso meio, verifica-se a importancia da
avaliacdo da frequéncia e caracterizacdo molecular de S. aureus em profissionais do HU-UEL

e de estudantes do Centro de Ciéncias da Salde/UEL.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a colonizagdo de S. aureus isolados da mucosa nasal de profissionais e

estudantes da area de salde.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) determinar a frequéncia de colonizagdo nasal por S. aureus entre profissionais e
estudantes da area de saude;

b) avaliar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos;

c) detectar genes que codificam resisténcia a meticilina;

d) realizar a tipagem SCCmec;

e) investigar a presenca de genes de viruléncia;

f) realizar a genotipagem de isolados resistentes a meticilina.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 LocAIS DE REALIZAGAO DO ESTUDO

O Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL) é um
hospital terciério, centro de referéncia para o0 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 313 leitos distribuidos entre unidades de internagéo, pronto socorro e unidade
de terapia intensiva (UTI).

Os testes 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 (NIP5) localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) no campus da
UEL.

4.2 DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo observacional, transversal e descritivo, que se prop0s a avaliar a
frequéncia de colonizacdo por S. aureus entre profissionais e estudantes da area da satde, bem
como determinar caracteristicas fenotipicas, genotipicas dos isolados.

O calculo amostral considerou que a frequéncia de colonizagdo de S. aureus no grupo
e na regido geogréafica estudados esta em 40,8% (PRATES et al., 2010). Para obter resultados
com nivel de confianca de 95%, considerando que a populacdo é composta por 2.000
individuos, fez-se necessario realizar coletas em no minimo 311 voluntérios. Este calculo foi
realizado pelo software EPI Info™ 7 (Atlanta, USA).

4.3 BIOETICA

O estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da
Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL) sob o numero CAAE:
79663417.2.0000.5231, obtendo o parecer de nimero 2.421.361 (Anexo A).

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

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram convidados profissionais da saude, estudantes cursando a partir do terceiro ano
de graduacgdo dos cursos em Enfermagem, Farmacia, Fisioterapia e Medicina e estudantes de
pos-graduacdo em nivel de residéncia, mestrado e doutorado, ambos do HU-UEL. Sendo

incluidos os individuos que aceitaram participar da pesquisa.

4.5 COLETA DAS AMOSTRAS

Para investigar a presenca de S. aureus foram coletadas amostras da mucosa nasal
utilizando-se hastes de algodao flexiveis (swab). As amostras foram obtidas ap6s introducéo e
movimento de rotacdo do swab nas narinas. Os mesmos foram transportados ao laboratério de
microbiologia em meio de transporte Stuart (COPAN Diagnoéstic, Italia), imediatamente ou
no prazo maximo de 2 horas.

Juntamente com a coleta da amostra, foram anotados os dados do individuo, como
idade e atividade para calculos de frequéncia. Para tal, utilizou-se um instrumento de coleta de
dados (Apéndice B).

4.6 METODOS FENOTIPICOS

4.6.1 Isolamento e Identificacdo Fenotipica de S. aureus

Os swabs foram inoculados em Tryptone Soya Broth (TSB) (Oxoid, Basingstoke,
England) suplementado com 6,5% de cloreto de sodio (NaCl), sendo incubado em estufa
microbioldgica a 35 + 2°C por 24 horas. Ap6s este periodo, com auxilio de uma alca
bacterioldgica, foi retirada uma aliquota de 10pL do caldo TSB que apresentou turvacéo e
inoculada em Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid, Basingstoke, England), a placa foi incubada
a 35 + 2°C por 24 horas. As coldnias amarelas, sugestivas para S. aureus, que se
desenvolveram no MSA foram identificadas utilizando-se os testes de &gar DNAse (Oxoid,
Basingstoke, England) e disco-difusdo com os antimicrobianos novobiocina e polimixina B

(Oxoid, Basingstoke, England), de acordo com Jorgensen et al. (2015). Apos confirmada a
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presenca de S. aureus na amostra, procedeu-se a avaliagdo da sensibilidade aos
antimicrobianos e demais testes, na sequéncia os isolados foram estocados a -80°C em meio

TSB contendo 30% de glicerol até 0 momento das analises moleculares.

4.6.2 Avaliagdo da Sensibilidade aos Antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado por disco-difuséo 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 refratbmetro (DensiCHEK Plus,
BioMérieux®) na escala 0,5 de McFarland (1x10® UFC/mL) a qual foi aplicada em Mueller
Hinton Agar (MHA) com um swab estéril e os discos foram dispostos sob o 4gar com auxilio
de uma pinca flambada.

Utilizaram-se os antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, England): penicilina (10U);
cefoxitina (30ug); eritromicina (15ug); clindamicina (2ug); gentamicina (10ug); tetraciclina
(30ug); linezolida (30ug); ciprofloxacino (5ug); rifampicina (5ug); cloranfenicol (30ug) e
sulfametoxazol + trimetoprima (23,75/1,25ug). Além destes, também foi testado o disco de
tigeciclina (15pg), conforme metodologia determinada pelo The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2019).

4.6.3 Triagem para ldentificacdo de Isolados VISA e h-VISA

Para a deteccdo de isolados hVISA, foi utilizada a técnica de Agar screening em Brain
Heart Infusion &gar (BHIA) suplementado com vancomicina nas concentrac@es de 3ug/mL e
4ug/mL. A partir da suspensdo de S. aureus previamente preparada para 0 TSA, com uma
alca calibrada estéril e descartéavel, 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 colnias ap6s 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).
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4.6.4 Determinacgdo da Concentracdo Inibitéria Minima para Oxacilina

Para determinacdo da CIM de oxacilina foi utilizada a técnica de microdiluicdo em

caldo, segundo recomendacdes do CLSI (2018).

4.7 METODOS GENOTIPICOS

4.7.1 Extracdo de DNA

A extragdo do DNA gendmico foi realizada conforme descrito por Ausubel et al.
(1999). De maneira que, para cada isolado, uma aliquota de 30 pL retirada do estoque foi
transferida para 3 mL de TSB e incubado a 35°C por 24 h. As células foram colhidas por
centrifugacdo a 10.000 x g durante 3 minutos e ressuspensas em 500 pL de tampdo TENTS.
Na sequéncia, foram adicionados 400 pL de fenol (tamponado com 10 mM Tris-HCl e 1 mM
EDTA, pH 8,0) e duas pérolas de vidro a suspensdo. Cada tubo foi submetido a trés ciclos de
1 minuto no agitador vortex e 1 minuto no gelo. Apos, foi realizada centrifugacdo a 10.000 x
g durante 10 minutos e transferidos 400 uL da fase aquosa (sobrenadante) para um tubo novo,
no qual foram adicionados 300 uL de solucdo contendo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25/24/1), sendo homogeneizado manualmente por inversdo e posteriormente centrifugado a
10.000 x g durante 10 minutos. Apoés centrifugacdo, foram transferidos 300 L da fase aquosa
(sobrenadante) para um tubo novo, no qual foram adicionados 2,5 volumes de etanol absoluto
gelado. O tubo foi armazenado a -20°C por no minimo 2 horas, sendo centrifugado (10.000 x
g durante 10 minutos) ap0s este periodo e descartado o sobrenadante. Ao pelet formado foi
adicionado, cuidadosamente para ndo ressuspendé-lo, 1 mL de etanol 70% e novamente
centrifugado a 10.000 x g durante 10 minutos, sendo descartado o sobrenadante. O DNA foi

ressuspendido em 30 uL de agua ultrapura.

4.7.2 PCR Convencional

Como teste confirmatdrio para a identificacdo da espécie foi utilizado gene codificante
da coagulase (gene coa) de acordo com Tiwari, Sapkota e Sen (2008) e gene codificante de
termonuclease (gene nuc) de acordo com Hirotaki et al. (2011). A detecgéo dos genes de
viruléncia: Leucocidina de Panton-Valentine (lukS-PV-lukF-PV); toxina da sindrome do

choque toxico-1 (tst) e biofilme (icaA) foram realizadas como descrito por Campbell et al.
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(2008). A deteccdo do gene mecA e a tipificacdo dos elementos SCCmec foram realizadas de
acordo com metodologia proposta por Milheirico, Oliveira e Lencastre (2007). A resisténcia a

oxacilina foi avaliada de acordo com a presenca do gene mecA.

4.7.3 Genotipagem

A diversidade genética de todos 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 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). Os padrdes 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
85% (OLIVEIRA et al., 2015).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Anélises de tabelas de contingéncia (teste do y2) foram empregadas para verificar as
associacfes entre varidveis categoricas e grupos diagnésticos. O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da distribuicdo da idade. As variaveis
categoricas foram expressas como nimero absoluto (n) e porcentagem (%) e as varidveis
continuas foram expressas como média + desvio padrdo (standard deviation — SD). A
associacdo entre variaveis explanatorias e colonizacdo foi avaliada usando trés modelos
diferentes de andlise de regressdo logistica binaria automaética passo a passo, controlada por
covaridveis que podem confundir a associagdo de interesse. Todas as analises estatisticas
foram realizadas usando o IBM SPSS, versdo 20.0 para Windows. Os testes foram bicaudais e

um nivel alfa de 0,05 indicou resultados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

ARTIGO — COLONIZACAO NASAL POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS ENTRE PROFISSIONAIS E
ESTUDANTES DA AREA DA SAUDE DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO NO SUL DO BRASIL

REsumMO

Staphylococcus aureus pode colonizar de modo assintomatico as narinas e a pele humanas. A
colonizacdo nasal por essa bactéria representa um risco potencial para o desenvolvimento de
infeccdes. O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia de colonizacdo nasal por S.
aureus entre profissionais e estudantes da salde do Hospital Universitario de Londrina,
Parand, Brasil, e caracterizar os isolados. Uma amostra foi coletada da mucosa nasal de cada
participante e processada para identificacdo de S. aureus de acordo com metodologias
fenotipicas e moleculares. Os S. aureus isolados foram avaliados quanto ao perfil de
sensibilidade antimicrobiana in vitro e analises moleculares para resisténcia a meticilina e
quatro fatores de viruléncia. Os isolados MRSA foram caracterizados de acordo com a
sensibilidade a oxacilina/cefoxitina, tipos SCCmec e analise clonal. Andlises descritivas e de
regressdo logistica binaria foram realizadas para determinar o risco potencial para a
colonizacdo por S. aureus e MRSA. Das 324 amostras nasais coletadas, 139 (42,9%) foram
positivas para S. aureus e entre estas 40 (28,8%) foram identificadas como MRSA. A
colonizacdo por S. aureus foi significativamente maior em homens e estudantes (OR=2,898,
IC 95% 1,553-5,410), porém nenhuma varidvel foi associada a coloniza¢do por MRSA. Todos
os isolados foram sensiveis a vancomicina e alta taxa de resisténcia foi observada para
penicilina (90,6%), eritromicina (66,9%) e clindamicina (59,0%). Todos os isolados possuiam
0 gene da coagulase (coa) e a maioria (97,8%) também co-abrigou o gene para biofilme
(icah); 15,8% e 6,5% foram positivos para genes da toxina da sindrome do choque tdxico (tst)
e da Leucocidina de Panton-Valentine (lukS-PV/IukF-PV), respectivamente. Dois MRSA
abrigavam tst e nenhum MRSA possuia lukS-PV/IukF-PV. Uma alta proporcéao de isolados de
MRSA (45%) nao foi detectada pelos métodos fenotipicos usados para identificar resisténcia
a meticilina. Os isolados MRSA foram distribuidos em seis tipos de SCCmec e o tipo |
(62,5%) foi o mais frequente, seguido do tipo IV (22,5%). Um isolado cada abrigou os tipos
SCCmec I, 111, VI e VI; dois isolados (5,0%) foram classificados como ndo tipaveis. Na
analise de similaridade genética, 82,5% (33/40) das amostras MRSA foram agrupadas em 4
clusters com pelo menos dois isolados, que exibiram alta similaridade entre eles. Em
conclusdo, os resultados do presente estudo revelam uma alta frequéncia de S. aureus em
profissionais de saude e estudantes que frequentam ambiente hospitalar E importante ressaltar
que os isolados apresentam diferentes perfis de resisténcia antimicrobiana, incluindo MSSA
multirresistentes, MRSA e OS-MRSA, e a presenca dos genes lukS-PV/IukF-PV e tst também
foi detectada em alguns isolados. Ambos o0s grupos podem representar uma fonte potencial
para o surgimento de S. aureus altamente adaptado ao ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Colonizagdo nasal. MRSA. Resisténcia. Viruléncia.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus pode interagir com seu hospedeiro como membro comensal da
microbiota (KRISMER et al., 2017; WERTHEIM et al., 2005; WILLIAMS, 1963) ou como
patdégeno oportunista, causando uma ampla gama de infec¢Bes, tanto comunitarias como
hospitalares (DUARTE et al., 2019; LEE et al., 2018; LOWY, 1998). Em humanos, este
microrganismo pode colonizar varios locais do corpo, sendo a mucosa nasal um importante
sitio colonizante. De fato, cerca de 20 a 30% da populacdo humana apresenta colonizagéo
nasal de forma persistente e assintomética por este microrganismo (KRISMER et al., 2017,
WERTHEIM et al., 2005; WILLIAMS, 1963). E importante ressaltar que a colonizacao nasal
persistente por S. aureus pode aumentar o risco de infeccdes subsequentes e esse cenario é
ainda mais complicado em individuos hospitalizados e imunodeprimidos, que podem
desenvolver infecgdes com altas taxas de morbidade e mortalidade (PALING et al., 2017,
THUY et al., 2018; WERTHEIM et al., 2005; YOUNG et al., 2017).

A colonizacdo nasal por S. aureus pode ter inicio nos primeiros dias da vida humana e
a transmissdo horizontal da mée colonizada parece ser a principal fonte de colonizacdo por
esta bactéria em recém-nascidos (LESHEM et al., 2012; MAAYAN-METZGER et al., 2017).
ApO6s 0 nascimento, as maos sdo o principal vetor para a transmissdo de S. aureus das
superficies para o nariz (MODY et al., 2019; WERTHEIM et al., 2006). Particularmente em
hospitais, os profissionais da salde e pacientes que sdo portadores nasais podem ser a fonte
para a transmissdo e propagacdo de S. aureus nesse ambiente (EMANEINI et al., 2017;
LEGESE et al., 2018; SILVA et al., 2008). Da mesma forma, os estudantes que tém
exposicao continua ao ambiente hospitalar durante o estagio podem representar uma fonte
importante para a transmissdo de S. aureus neste ambiente (CONCEICAO; DE
LENCASTRE; AIRES-DE-SOUSA, 2017; HOGAN et al., 2016). Crucialmente, taxas mais
altas de colonizagdo por S. aureus resistente a meticilina (methicillin-resistant S. aureus —
MRSA) foram relatadas entre profissionais da saide (EMANEINI et al., 2017; LEGESE et
al., 2018) e taxas crescentes de colonizacdo por MRSA entre estudantes com exposi¢éo
continua ao hospital também foram relatadas (CONCEICAO; DE LENCASTRE; AIRES-DE-
SOUSA, 2017). Além de seu papel na transmisséo de S. aureus em ambientes hospitalares, os
profissionais da salde e os estudantes também podem servir como vetores para a transmissao
cruzada de MRSA entre a comunidade e as populagdes hospitalares (EL-MAHDY et al.,
2018; HOGAN et al., 2016).
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Em conjunto, esses dados indicam a importancia da triagem de portadores nasais de S.
aureus entre profissionais e estudantes da salide e como um componente do controle de
infeccbes por S. aureus em hospitais. Nesse sentido, poucos estudos sobre a frequéncia de
colonizacdo nasal por S. aureus em profissionais e estudantes da salde em ambientes
hospitalares brasileiros foram relatados na literatura.

O Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL) é um
hospital publico de ensino e referéncia em casos de alta complexidade no norte do estado do
Parana, Brasil. O nimero de isolados de MRSA detectados neste hospital aumentou ao longo
dos anos e, em um estudo retrospectivo realizado entre 2001 e 2015, isolados MRSA
representaram 43,7% dos casos de bacteremia em pacientes hospitalizados (DUARTE et al.,
2018a). No entanto, nenhum estudo sobre colonizacgéo nasal por S. aureus em profissionais e
estudantes da saude que frequentam este hospital foi realizado até o momento. Portanto, os
objetivos deste estudo foram determinar a frequéncia de colonizagdo nasal por S. aureus entre
profissionais e estudantes da salide no HU-UEL, definir potenciais fatores de risco para
colonizacdo nasal por S. aureus e caracterizar os isolados de S. aureus por métodos

fenotipicos e moleculares.

MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

O HU-UEL ¢ um hospital terciario que atende pelo Sistema Unico de Satde (SUS), é
um centro de referéncia regional de alta complexidade com 313 leitos. Além disso, o hospital
serve como campo de estadgio para estudantes de graduacdo em Medicina, Farmacia,
Enfermagem e Fisioterapia, além de oferecer programas de pos-graduacdo em diferentes areas
da saude.

Um estudo transversal foi realizado entre a comunidade da HU-UEL de dezembro de
2017 a maio de 2018. O tamanho da amostra foi calculado utilizando o software EPI Info ™ 7
(Atlanta, EUA). O calculo baseou-se na populacéo (estudantes de graduacao, pés-graduacao e
profissionais da salde) que frequentavam o HU-UEL durante o periodo do estudo.
Assumindo uma prevaléncia de colonizacéo por S. aureus em cerca de 40% (PRATES et al.,
2010) e um intervalo de confianga de 95%, pelo menos 324 individuos foram incluidos neste
estudo. A coleta de dados demograficos ocorreu no momento da coleta de swabs nasais, por

meio de um questionario padronizado. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de
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Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (CAAE no. 79663417.2.0000.5231 — Parecer
namero 2.421.361-CEP-UEL) da Universidade Estadual de Londrina.

Coleta e processamento dos swabs nasais

Para investigar a presencga de S. aureus foram coletadas amostras da mucosa nasal
utilizando-se hastes de algodao flexiveis (swab). As amostras foram obtidas ap6s introducéo e
movimento de rotacdo do swab nas narinas. Os mesmos foram transportados ao laboratério de
microbiologia em meio de transporte Stuart, imediatamente ou no prazo maximo de 2 horas.
A amostra contida no swab foi inoculada em Tryptone Soya Broth (TSB) (Oxoid,
Basingstoke, England) suplementado com 6.5% cloreto de sodio e incubada a 35 °C for 24 h.
Apdbs incubacdo, a amostra foi subcultivada em Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid,
Basingstoke, England) at 35°C for 24 horas. Col6nias sugestivas para Staphylococcus spp.
foram submetidas a identificacdo fenotipica padrdo (JORGENSEN et al.,, 2015). A
identificacdo da espécie também foi realizada através de multiplex PCR para gene nuc
(codificador de termonuclease) de acordo com Hirotaki et al. (2011). As bactérias foram

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

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Os isolados foram testados quanto a sensibilidade antimicrobiana utilizando a técnica
de disco-difusdo. Os seguintes agentes antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, England) foram
avaliados: penicilina (10 U), cefoxitina (30 pg), cloranfenicol (30 pg), ciprofloxacino (5 pg),
clindamicina (2 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), linezolida (30 pg),
rifampicina (5 pg), sulfametoxazol/trimetoprima (23.75/1.25 pg), tetraciclina (30 pg) e
tigeciclina (15 pg). A concentracdo inibitéria minima (CIM) para oxacilina foi determinada
pelo ensaio de microdiluicdo em caldo. A resisténcia indutivel a clindamicina foi determinada
pelo método de disco aproximacgédo (D-teste). Todas as técnicas foram realizadas de acordo
com recomendagdes do CLSI (2018). Os pontos de corte de sensibilidade utilizados foram
aqueles recomendados pelo CLSI (2018), exceto a tigeciclina, que foi interpretada de acordo
com o EUCAST (2019). S. aureus ATCC 25923 e S. aureus ATCC 29213 foram usados
como controle de qualidade. Cefoxitina disco e oxacilina CIM foram usados para definir
fenotipicamente os isolados MRSA.

Para detectar heterorresisténcia a vancomicina (heteroresistant vancomycin-

intermediate Staphylococcus aureus — hVISA), Agar screening em Brain Heart Infusion agar
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(BHIA) suplementado com vancomicina nas concentragdes de 3ug/mL e 4ug/mL conforme
descrito por Khatib et al. (2015). S. aureus ATCC 29213 (MSSA), S. aureus BEC 9393
(MRSA), S. aureus Mus ATCC 700698 (hVISA), S. aureus Musy ATCC 700699 (VISA) e
Enterococcus faecalis ATCC 51299 (VRE) foram utilizados como controle de qualidade neste

experimento.

Extracdo de DNA

O DNA genbmico de S. aureus foi extraido seguindo o procedimento descrito em
Ausubel et al. (1999).

Deteccdo de genes mecA e fatores de viruléncia

Todos os isolados de S. aureus foram submetidos a ensaios de PCR para a deteccéo de
genes que codificam resisténcia a meticilina e fatores de viruléncia. O gene mecA (codificador
de PBP2a) foi detectado conforme descrito por Milheirico; Oliveira; De Lencastre (2007); e
0s genes icaA (codificador de N-acetilglucosaminil transferase do locus de adesividade
intercelular - biofilme), lukS-PV e lukF-PV (codificadores da leucocidina Panton-Valentine -
PVL) e tst (codificador da toxina da sindrome do choque toxico - TSST) foram detectados
como descrito por Campbell et al. (2008). Reacdes sem qualquer DNA molde foram
realizadas simultaneamente como controle negativo. S. aureus BEC 9393 (mecA, icaA, tst), S.

aureus ATCC 25923 (coa, lukS-PV e lukF-PV) foram usados como controles positivos.

Tipagem MRSA

A identificacdo do tipo de SCCmec em todos os isolados MRSA foi realizada por
multiplex PCR de acordo com Milheirico; Oliveira; De Lencastre (2007). Isolados néo
tipaveis foram designados como NT. Foram utilizados como controles as cepas S. aureus
NCTC10442 (tipo 1), N315 (tipo Il), 85/2082 (tipo IlI), 81/108 (tipo 1V), WIS [WBG8318]
(tipo V) e HDE288 (tipo VI).

A relagido genética dos isolados foi analisada pela técnica de PCR baseada em
sequéncia elementos repetitivos (REP-PCR) utilizando primers RW3A como descrito por Del
Vecchio et al. (1995). Os padrbes de bandas que tinham mais de uma banda diferindo em
tamanho foram considerados tipos diferentes de REP-PCR (VAN DER ZEE et al., 1999). Os
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padrdes 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 de corte definido em
85% (OLIVEIRA et al., 2015).

Andlise estatistica

Analises de tabelas de contingéncia (teste do x2) foram empregadas para verificar as
associacles entre varidveis categéricas e grupos diagnosticos. O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da distribuicdo da idade. As variaveis
categoricas foram expressas como nimero absoluto (n) e porcentagem (%) e as variaveis
continuas foram expressas como média + desvio padrdo (standard deviation — SD). A
associacdao entre varidveis explanatorias e colonizacdo foi avaliada usando trés modelos
diferentes de andlise de regressdo logistica binaria automatica passo a passo, controlada por
covariaveis que podem confundir a associacdo de interesse. Todas as analises estatisticas
foram realizadas usando o IBM SPSS, versdo 20.0 para Windows. Os testes foram bicaudais e

um nivel alfa de 0,05 indicou resultados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas demograficas dos participantes e frequéncia de colonizacdo nasal por S.
aureus e MRSA

Participaram do estudo 324 voluntéarios, dos quais 103 (31,8%) eram profissionais da
salde, 128 (39,5%) eram estudantes de graduacao e 93 (28,7%) de po6s-graduacdo. A média
de idade dos participantes foi de 30 £ 11.2 anos, que variam de 19 a 73 anos, sendo 88
(27,2%) homens e 236 (72,8%) mulheres.

Embora uma unica coleta nasal tenha sido realizada em cada participante, 0 que ndo
permite a identificacdo dos portadores persistentes (VAN BELKUM et al., 2009), uma alta
frequéncia de portadores de S. aureus foi detectada neste estudo. A frequéncia de colonizagédo
nasal por S. aureus entre todos os participantes foi de 42,9% (139/324). Entre os portadores
nasais de S. aureus, 28,8% (40/139) foram identificados como MRSA, ou seja, abrigavam o

gene mecA, representando 12,3% de todos os participantes (Figura 2).
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Figura 2 — Fluxo de resultados para colonizacdo nasal por Staphylococcus aureus, coleta
realizada com swabs em profissionais e estudantes da saude
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MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina. MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina. OS-
MRSA: Staphylococcus aureus oxacilina-sensivel mecA-positivo. CIM: concentragdo inibitéria minima. FOX:
cefoxitina. OXA: oxacilina.

A colonizacdo por S. aureus depende da sua capacidade de sobreviver e adaptar-se aos
nichos do hospedeiro. Estas incluem a superacdo das defesas inatas e adaptativas do
hospedeiro; bem como coexistir com outros membros da microbiota que podem promover ou
inibir seu crescimento (KRISMER et al., 2017; MULCAHY; MCLOUGHLIN, 2016;
SOLLID et al., 2014; SUN et al., 2018; WEIDENMAIER; GOERKE; WOLZ, 2012). Além
disso, varios fatores, incluindo idade mais jovem, sendo do sexo masculino, contato com
profissionais da salde, ocupacao profissional e regido geografica, foram correlacionados com
a colonizacdo nasal por S. aureus (BUDRI et al., 2018; CHEN et al., 2017; LEGRAND et al.,
2015; SILVA et al., 2008; SOLLID et al., 2014; XIE et al., 2018).

Neste estudo, foram analisadas seis caracteristicas descritivas dos participantes (sexo,
idade, ocupagdo, uso de antibidticos e/ou hospitalizagdo nos ultimos trés meses, e contato
direto com pacientes hospitalizados) e suas razdes de chances para a colonizacdo nasal por S.
aureus (Tabela 2). A fim de avaliar a independéncia das associagdes, realizamos trés modelos

de andlises de regressao logistica binaria. No modelo #1 adicionamos sexo e ocupagdo, ambas
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as variaveis foram positivamente associadas a colonizagdo por S. aureus, sexo masculino
p=0.004 e ocupacdo estudante p=0.019 (y*=12.337, df=2, p=0.002). O segundo modelo (#2) é
0 modelo #1 adicionado as outras variaveis descritivas avaliadas no presente estudo. Nesta
analise, 0 sexo masculino permaneceu associado a colonizacdo (p= 0,003), enquanto a idade
foi negativamente associada a colonizacdo (p = 0,021). (y*= 12.915, df= 2, p= 0.002).
Finalmente, no modelo #3, quando avaliada a interacdo entre sexo (masculino) e ocupacao
(estudante), somente os estudantes do sexo masculino foram independentemente associados a
colonizacdo por S. aureus (p=0.001) (y°= 1.733, df= 1, p=0.001). Além disso, o modelo #3
contribui para avaliar corretamente 61,8% dos casos, com alta sensibilidade (90,2%), porém
apresentou baixa especificidade (23,9%). As outras variaveis descritivas ndo foram associadas
a colonizacdo nasal por S. aureus (p>0.05) (Tabela 3). Assim, os participantes do sexo
masculino tiveram 2,107 (IC 95%: 1,268-3,502, p=0,004) vezes mais chances de serem
colonizados por S. aureus em comparagao com participantes do sexo feminino. Além disso,
os estudantes tiveram 1,819 (IC 95%: 1,105-2,996, p=0,019) vezes mais chances de serem
colonizados por S. aureus em comparacdo com os profissionais da saude (Tabela 3).
Nenhuma das variaveis analisadas foram associadas a colonizacdo nasal por MRSA (Tabela
2).

Poucos estudos analisando em conjunto as duas populages, profissionais e estudantes
da sadde, que frequentam um hospital, sdo descritos na literatura. Hogan et al. (2016)
relataram uma baixa frequéncia de colonizagdo nasal por S. aureus em profissionais da saude
(10,4%), semelhante a encontrada em estudantes ndo meédicos de uma universidade de
Madagascar (11,4%). Em contraste com nossos resultados, a colonizagdo nasal foi maior em
participantes do sexo feminino e aumentou com a idade. Hussein; Assafi; ljaz (2017)
relataram uma frequéncia de colonizacdo nasal por S. aureus em 22,5% em profissionais da
salde e 18,7% em estudantes de uma escola preparatéria no Iraque, ambos ndo tinham contato
com ambiente hospitalar. Nenhuma das variaveis analisadas (sexo, idade, jornada de trabalho
e dia de trabalho foi associada a colonizagdo por S. aureus). Finalmente, EI-Mahdy et al.
(2018) relataram uma frequéncia de 26% de colonizagcdo nasal por S. aureus entre
profissionais e estudantes da salde na Arabia Saudita. Esses autores ndo avaliaram os fatores
de risco associados a colonizacao por S. aureus.

Estudos prévios realizados analisando as populagdes separadamente mostraram que a
frequéncia de colonizacdo nasal por S. aureus e MRSA sdo altamente varidveis. Por exemplo,
as frequéncias relatadas de colonizag&o nasal por S. aureus e MRSA variaram de 12 a 39,8%
e 0,2 a 22,6%, respectivamente, entre profissionais da saude (DULON et al., 2014; JANNATI
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et al., 2013; POURRAMEZAN; OHADIAN MOGHADAM; POURMAND, 2019; SILVA et
al., 2008); e 15,0 to 40,8% e 0 to 8.0%, respectivamente, entre estudantes (ANSARI et al.,
2016; BETTIN; CAUSIL; REYES, 2012; CARVALHO et al., 2016; DE GIUSTI et al., 2013;
PRATES et al., 2010).

Tabela 2 — Tabela de contingéncia para as caracteristicas associadas a 139 Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina e resistente a meticilina isolados da mucosa nasal de
profissionais e estudantes da satde de um hospital universitario no sul do Brasil

Staphylococcus aureus mecA
Variavel Negativo  Positivo Negativo Positivo
n (%) n (%) p-valor n (%) n (%) p-valor
Sexo Masculino 40 (21.6) 48 (34.5) 0.010 32(32.3) 16 (40.0) 0.389
Feminino 145 (78.4) 91 (65.5) 67 (67.7) 24 (60.0)
Idade (anos) 31.2(11.9) 28.8(10.8) 0.054 28.6(10.2) 29.3(9.5) 0.719
Uso de ATB Né&o 151 (81.6) 115(82.7) 0.796 79 (79.8) 36 (90.0) 0.150
Sim 34 (18.4) 24 (17.3) 20 (20.2) 4 (10.0)
Hospitalizacdo  N&o 176 (95.1) 137 (98.6) 0.092 97 (98.0) 40 (100) 0.365
Sim 9 (4.9) 2(1.4) 2(2.0) 0(0)
Ocupagdo Estudante 118 (63.8) 103 (74.1) 0.048 76 (76.8) 27 (67.5) 0.259
Profissional 67 (36.2) 36 (25.9) 23 (23.2) 13 (32.5)
Estudante Enfermagem 24 (20.3) 14 (13.6) 0.596 11(14.5) 3(11.1) 0.698
Farméacia 19 (16.1) 20 (19.4) 17 (22.4) 3(11.1)
Fisioterapia 10 (8.5) 6 (5.8) 4 (5.3) 2(7.4)
Medicina 17 (14.4) 18 (17.5) 13 (17.1) 5 (18.5)
Pds-graduagdo 48 (40.7) 45 (43.7) 31 (40.8) 14 (51.9)
Contato paciente N&o 51 (27.6) 28 (20.1) 0.124 23(23.2) 5(12.5) 0.153
Sim 134 (72.4) 111 (79.9) 76 (76.8) 35 (87.5)

As variaveis continuas foram expressas como média e desvio padrdo (DP) e analisadas com o teste T-Student; as
variaveis categoricas foram expressas em nimero (n) e porcentagem (%) e analisadas com X2 ou teste exato de
Fisher, quando apropriado. ATB: antibidtico.

No Brasil, poucos relatos sobre a frequéncia de colonizagdo nasal por S. aureus em
profissionais e estudantes da saude foram relatados. Em estudo realizado com profissionais da
salde do Hospital Universitario do Recife, Pernambuco, Brasil, foi identificada uma
frequéncia de colonizacdo nasal por S. aureus de 25,7% (52/202), sendo 5,8% (3/52) de
MRSA (SILVA et al., 2008). Além disso, Carvalho et al. (2016) observaram uma frequéncia
de 21,7% (30/138) entre estudantes de enfermagem da Universidade Federal do Piaui, Piaui, e
entre os portadores, 23,3% (7/30) estavam colonizados por MRSA. Semelhante aos nossos
resultados, encontrou-se alta frequéncia (102/250, 40,8%) de colonizacéo nasal por S. aureus
entre estudantes de graduacdo em biomedicina da Universidade Estadual de Maringa, no
noroeste do Parana, Brasil. A taxa de MRSA foi de 5,9% (6/102) entre os estudantes
colonizados (PRATES et al., 2010).
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Tabela 3 — Resultados de trés modelos estatisticos realizados por regresséo logistica binaria
com colonizacao nasal por 139 Staphylococcus aureus como variavel dependente
e caracteristicas demograficas como variaveis descritivas

Staphylococcus aureus

Modelo Variavel descritiva

p-valor OR (IC 95%)
#1 Sexo (masculino) 0.004 2.107 (1.268 — 3.502)
Ocupacéo (estudante) 0.019 1.819 (1.105 — 2.996)
#2 Sexo (masculino) 0.003 2.182 (1.309 — 3.665)
Idade 0.021 0.975 (0.955 — 0.996)
Ocupacéo (estudante) 0.537 -
Uso de antibiotico 0.850 -
Hospitalizacéo 0.251 -
Contato com paciente 0.147 -
#3 Sexo (masculino) * Ocupacao (estudante) 0.001 2.898 (1.553 - 5.410)
Idade 0.218 -
Uso de antibiotico 0.961 -
Hospitalizacéo 0.215 -
Contato com paciente 0.145 -

Anélise de regressao logistica binaria automatica passo a passo. OR: odds ratio. IC: intervalo de confianga. *:
interacéo.

S. aureus e MRSA isolados da mucosa nasal de profissionais e estudantes da saude

apresentam diferentes padrdées de sensibilidade antimicrobiana

Em nosso hospital, a vancomicina e a linezolida sdo os antimicrobianos mais
utilizados no tratamento de infeccdes por MRSA, enquanto os outros analisados neste estudo
sdo utilizados em infecgGes por MSSA. A maioria dos S. aureus isolados da mucosa nasal da
populacdo estudada apresentou sensibilidade a maioria dos antimicrobianos, e esse resultado é
consistente com estudos relatados anteriormente (HOGAN et al., 2016), inclusive no Brasil
(CARVALHO et al., 2016; PRATES et al., 2010; SILVA et al., 2008). De acordo com 0s
resultados de sensibilidade fenotipica, seis (4,3%) dos 139 S. aureus isolados foram sensiveis
a todos os agentes antimicrobianos testados neste estudo, e todos os isolados foram sensiveis
a vancomicina. A maioria dos isolados também era sensivel a cloranfenicol (135/139, 97,1%),
ciprofloxacino (120/139, 86,3%), gentamicina (124/139, 89,2%), linezolida (138/139, 99,3%),
rifampicina (138/139, 99,3%), sulfametoxazol/trimetoprima (123/139, 88,5%), tetraciclina
(129/139, 92,8%) e tigeciclina (138/139, 99,3%). Por outro lado, uma alta taxa de resisténcia
foi observada para a penicilina (126/139, 90,6%), eritromicina (93/139, 66,9%) e
clindamicina (82/139, 59,0%) (Figura 3). Entre os isolados resistentes a eritromicina, 82,8%
(77/93), 3,2% (3/93) e 14,0% (13/93) exibiram os fenotipos iIMLSg, cMLSg e fenotipo M,

respectivamente.
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Figura 3 — Sensibilidade antimicrobiana de 139 Staphylococcus aureus isolados da mucosa
nasal de profissionais e estudantes da satde de um hospital universitario no sul do
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A sensibilidade antimicrobiana foi determinada por disco-difusdo, exceto oxacilina e vancomicina,
que foram determinadas pelo ensaio de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2018) e pelo teste de triagem
em &gar (KHATIB et al., 2015), respectivamente. Os resultados de disco-difusdo e microdilui¢do
foram interpretados como recomendado pelo CLSI (2018), exceto a tigeciclina, que foi interpretada de
acordo com o EUCAST (2019). S: sensivel. I: intermediaria. R: resistente. PEN: penicilina. FOX:
cefoxitina. OXA: oxacilina. CLO: cloranfenicol. CIP: ciprofloxacino. CLI: clindamicina. ERI:
eritromicina. GEN: gentamicina. LZD: linezolida. RIF: rifampicina. SXT:
sulfametoxazol/trimetoprima. TET: tetraciclina. TIG: tigeciclina. VAN: vancomicina.

Como ocorreu em nosso estudo, altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos beta-
lactdmicos, como a ampicilina e a penicilina, foram relatadas para S. aureus isolados de
colonizagdo nasal tanto em profissionais da saude como em estudantes (CARVALHO et al.,
2016; EL-MAHDY et al., 2018; JANNATI et al., 2013; PRATES et al., 2010). No entanto, as
taxas de resisténcia a clindamicina/eritromicina podem variar de acordo com a regido
geografica. Baixas taxas de resisténcia foram observadas em estudos da Coldmbia (BETTIN;
CAUSIL; REYES, 2012), Itdlia (DE GIUSTI et al., 2013), Iran (JANNATI et al., 2013) e
Arabia Saudita (EL-MAHDY et al., 2018). Em contraste e consistente com nossos achados,
outros estudos relataram altas taxas de resisttncia a ambos o0s antimicrobianos
(POURRAMEZAN; OHADIAN MOGHADAM; POURMAND, 2019) inclusive no Brasil
(CARVALHO etal., 2016; PRATES et al., 2010).



47

Tabela 4 - Distribuicdo dos perfis de resisténcia antimicrobiana fenotipica de 139
Staphylococcus aureus sensivel a meticilina e resistente a meticilina, isolados
da mucosa nasal de profissionais e estudantes da salde de um hospital
universitéario no sul do Brasil

Grupo NUmero de isolados
Perfil de resisténcia antimicrobiana fenotipica MSSA MRSA Total
n=93 n =40 n = 139(%)
1 SXT 1 - 1(0.7)
2 TET 1 - 1(0.7)
3 PEN 27 3 30(21.6)
4 PEN, CLO 1 - 1(0.7)
5 PEN, GEN 1 - 1(0.7)
6 PEN, SXT 2 - 2(1.4)
7 PEN, ERI 5 1 6(4.3)
8 PEN, CLI 1 - 1(0.7)
9 ERI, CLI 5 - 5(3.6)
10 PEN, ERI, FOX - 1 1(0.7)
11 PEN, FOX, OXA - 1 1(0.7)
12 PEN, ERI, SXT 1 1 2(1.4)
13 PEN, ERI, CIP 1 - 1(0.7)
14 PEN, ERI, CLI 32 11 43(30.9)
15 PEN, ERI, GEN 1 - 1(0.7)
16 PEN, CLI, FOX - 1 1(0.7)
17 PEN, CIP, RIF 1 - 1(0.7)
18 PEN, ERI, CLI, FOX - 3 3(2.2)
19 PEN, ERI, CLI, OXA - 7 7(5.0)
20 PEN, ERI, CLI, SXT 3 1 4(2.9)
21 PEN, ERI, CLI, CIP 2 - 2(1.4)
22 PEN, ERI, CLI, GEN 2 - 2(1.4)
23 PEN, ERI, CLI, TET 1 - 1(0.7)
24 PEN, ERI, SXT, TET - 1 1(0.7)
25 PEN, ERI, CLI, FOX, OXA - 1 1(0.7)
26 PEN, ERI, CLI, SXT, TIG 1 - 1(0.7)
27 PEN, ERI, CLI, GEN, TET 1 - 1(0.7)
28 PEN, ERI, CLI, FOX, CIP - 1 1(0.7)
29 PEN, ERI, CLI, FOX, GEN - 1 1(0.7)
30 PEN, ERI, SXT, CIP, TET 1 - 1(0.7)
31 PEN, ERI, CLI, SXT, GEN 1 - 1(0.7)
32 PEN, ERI, CLI, FOX, OXA, GEN - 1 1(0.7)
33 PEN, ERI, CLI, FOX, OXA, LZD - 1 1(0.7)
34 PEN, ERI, CLI, FOX, CIP, GEN - 1 1(0.7)
35 PEN, ERI, CLI, FOX, GEN, TET - 1 1(0.7)
36 PEN, ERI, CLI, FOX, CIP, GEN, TET - 1 1(0.7)
37 PEN, ERI, CLI, FOX, OXA, CIP, CLO - 1 1(0.7)
38 PEN, ERI, CLI, SXT, GEN, CIP, CLO, TET 1 - 1(0.7)

PEN: peniclLINA (10 U). FOX: cefoxitina (30 pg). CLO: cloranfenicol (30 pg). CIP: ciprofloxacino (5 pg).
CLI: clindamicina (2 pg). ERI: eritromicina (15 pg). GEN: gentamicina (10 pg). LZD: linezolida (30 pg). RIF:
rifampicina (5 pg). SXT: sulfametoxazol/trimetoprima (23.75/1.25 pg). TET: tetraciclina (30 pg). TIG:
tigeciclina (15 pg). -: ndo detectado.

No geral, os isolados de S. aureus foram classificados em 38 grupos de acordo com o
perfil de resisténcia antimicrobiana (antibiotipo) (Tabela 4). Embora um numero elevado de
antibiotipos tenha sido detectado, a maioria consistiu em um unico isolado; e o perfil mais
frequente foi a co-resisténcia a penicilina, eritromicina e clindamicina (43/139, 30.9%),
seguido da resisténcia a penicilina (30/139, 21.6%). E importante ressaltar que 24,5%
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(34/139) desses isolados foram considerados multirresistentes, segundo Magiorakos et al.
(2012), ou seja, eram resistentes a trés ou mais classes antimicrobianas. Uma descoberta
importante do nosso estudo € que uma alta proporcdo de isolados de MRSA (18/40, 45,0%)
ndo foi detectada pelos métodos fenotipicos usados para identificar resisténcia a meticilina.
De fato, os isolados de MRSA (n=40) exibiram diferentes padrdes de sensibilidade a
cefoxitina/oxacilina: a) 22 isolados (55,0%) exibiram fendtipo de resisténcia a meticilina em
pelo menos um teste de sensibilidade; b) 10 (25,0%) foram classificados como resistentes
somente pelo teste de disco-difusdo com cefoxitina 30 pug; c) 7 (17,5%) apresentaram valores
de CIM > 4 pg/mL e foram classificados como resistentes; d) apenas 5 isolados exibiram
resultados concordantes em ambos os métodos fenotipicos; €) 18 (45,0%) eram sensiveis a
meticilina por ambos os métodos fenotipicos e podem ser classificados como S. aureus
oxacilina-sensivel mecA-positivo (OS-MRSA) (Figura 2 e Figura 4).

Atualmente, OS-MRSA isolados tanto de infecgdes (ANDRADE-FIGUEIREDO;
LEAL-BALBINO, 2016; DUARTE et al., 2019; PROULX et al., 2016) como de colonizagdes
(EL-MAHDY et al., 2018; JANNATI et al., 2013) tem sido cada vez mais relatado em todo o
mundo. A presenca de individuos colonizados por OS-MRSA e o risco potencial de sua
transmissdao dentro do hospital e da comunidade sdo motivo de preocupacdo. Esta bactéria
pode ser erroneamente identificada como MSSA por métodos fenotipicos rotineiramente
usados na maioria dos laboratérios clinicos, representando uma ameacga ao tratamento de
infeccdes por Staphylococcus spp. De fato, relatamos o primeiro caso de sepse fatal causada
por um OS-MRSA com SCCmec tipo IV que foi identificado como sensivel a oxacilina tanto
pelo método fenotipico automatizado quanto pelo Etest® (CIM=0,75 pg/mL) em nosso
hospital. (DUARTE et al., 2019). Em conjunto, estes resultados corroboram a necessidade de
testes adicionais para distinguir com precisdo os varios fendtipos de sensibilidade

antimicrobiana de S. aureus.

Isolados MSSA exibem maior potencial de viruléncia do que isolados MRSA

NoOs investigamos a presenca de genes codificados por fatores de viruléncia em todos
os isolados de S. aureus. A frequéncia geral dos genes que codificam fatores de viruléncia foi
a seguinte: coa, 100% (139/139); icaA, 97.8% (136/139); tst, 15.8% (22/139); e lukS-PV e
lukF-PV, 6.5% (9/139). A maioria dos isolados (109/139, 78.4%) abrigou 0s genes coa e

icaA; os outros isolados abrigavam a seguinte combinagdo: genes coa, icaA e tst, 18 (12.9%)
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isolados; coa, icaA e lukS-PV e lukF-PV, 8 (5.8%) isolados; coa e tst, 2 (1.4%) isolados; coa,
icaA, tst e lukS-PV e lukF-PV, 1 (0.7%) isolado (Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribuicdo de genes codificadores de fatores de viruléncia em 139
Staphylococcus aureus sensivel a meticilina e resistente & meticilina, isolados da
mucosa nasal de profissionais e estudantes da satde de um hospital universitario
no sul do Brasil

Genes NUmero de isolados

MSSA n =99 MRSA n=40 Total N =139 (%)
coa, icaA 71 38 109 (78.4)
coa, tst 3 - 3(2.2)
coa, icaA, tst 16 2 18 (12.9)
coa, icaA, lukS-PV/IukF-PV 8 - 8 (5.8)
coa, icaA, tst, lukS-PV/IukF-PV 1 - 1(0.7)

coa: coagulase. icaA: biofilme. tst: toxina da sindrome do choque téxico — 1. lukS-PV e lukF-PV: leucocidina de
Panton-Valentine. -: ndo detecteado.

O uso de prévio de antibiotico foi positivamente associado com a presenca dos genes
da PVL (44.4% positivo vs 15.4% negativo) (OR: 4.400, IC 95%: 1.087-17.815, p
crude=0,038) e este resultado permaneceu associado apds correcdo pelas demais variaveis
(OR: 4.360, CI 95%: 1.077-17.655, p=0,039). As demais varidveis avaliadas neste estudo ndo
foram associadas com a presenca dos genes da PVL e nenhuma variavel foi associada com o
gene da TSST-1 (dados ndo mostrados).

N&o surpreendentemente, todo os S. aureus abrigaram o gene coa que codifica a
coagulase, um fator secretado que induz a coagulacéo intravascular, permitindo a proliferagéo
bacteriana no sistema sanguineo e, portanto, promove sua sobrevivéncia e disseminacao.
(TAM; TORRES, 2019). Além disso, a atividade da coagulase tem sido usada para diferenciar
entre S. aureus (positivo para coagulase) e aqueles outros Staphylococcus spp. (negativos para
coagulase) (FAIRBROTHER, 1940). O gene icaA é um componente do operon icaABDC que
codifica as enzimas envolvidas na biossintese da adesina intercelular polissacaridica (PIA).
Esta adesina promove a agregacdao intercelular durante o estagio de maturacdo da formacéo de
biofilme dependente de PIA por S. aureus (CRAMTON et al., 1999) e € essencial para a
viruléncia bacteriana na infeccao sisttmica (KROPEC et al., 2005).

Notavelmente, os genes lukS-PV e lukF-PV e tst foram, respectivamente, detectados
exclusiva e predominantemente em isolados de MSSA neste estudo, em geral, esses isolados
exibiram resisténcia a um numero menor de antimicrobianos (Tabela 5 e Figura 4). Da mesma
forma, Hogan et al. (2016) detectaram ambos o0s genes em isolados de S. aureus de
profissionais e estudantes da salde analisados em seu estudo, mas também ndo detectaram 0s
genes codificadores de PVL em MRSA. Por outro lado, no estudo de Bettin; Causil; Reyes
(2012), tanto MSSA quanto MRSA abrigavam genes da PVL. A presenca de genes

codificadores da PLV tém sido principalmente associados a S. aureus resistente a meticilina
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adquirida na comunidade (CA-MRSA) (SAEED et al., 2018; SAMUEL et al., 2013). Por
outro lado, o gene codificador de TSST-1 tem sido frequentemente associado a isolados
MSSA (DEVRIES et al., 2011). No entanto, esses genes também foram detectados em MRSA
exibindo caracteristicas diferentes das de isolados CA-MRSA (DUARTE et al., 2018b;
OLIVEIRA et al., 2015) e de isolados MSSA (BETTIN; CAUSIL; REYES, 2012; HOGAN et
al., 2016; SAEED et al., 2018).

A PVL, uma toxina formadora de poros, tem como alvo as membranas celulares de
leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos, e causa necrose tecidual (KANEKO;
KAMIO, 2004). Infec¢bes causadas por S. aureus positivos para PVL tém sido associadas a
desfechos desfavoraveis e altas taxas de mortalidade, independentemente da resisténcia a
meticilina (GILLET; HENRY; VANDENESCH, 2018; SICOT et al., 2013). E importante
ressaltar que os genes codificados por PVL sdo transportados por bacteriofagos lisogénicos,
portanto, podem ser transmitidos horizontalmente entre diferentes isolados (KANEKO;
KAMIO, 2004), e que, profissionais da salde colonizados podem ser uma fonte potencial de
transmissdo de S. aureus positivos para PVL aos pacientes. (PAPASTERGIOU; TSIOULI,
2018).

A TSST-1 é uma potente exotoxina da familia dos SAgs que ativa os linfocitos T,
resultando em inflamacdo sistémica e choque devido a superproducdo de citocinas (XU;
MCCORMICK, 2012). As infeccdes causadas por S. aureus positivos para tst também sdo
potencialmente fatais (GILLET; HENRY; VANDENESCH, 2018), e continuam sendo uma
importante causa de morbidade entre o0s jovens, especialmente em mulheres jovens
(DEVRIES et al., 2011). Embora o gene tst esteja localizado em uma ilha de patogenicidade,
ele também pode ser transferido entre diferentes isolados por bacteriéfagos (NOVICK; RAM,
2017).

A limitacdo desta analise é que a presenca de genes codificadores de viruléncia foi
avaliada apenas por PCR, o que ndo reflete a expressdo do fendtipo. No entanto, a
colonizacdo nasal por S. aureus, contendo genes codificantes de PVL e TSST-1, em
profissionais da salde e estudantes que frequentam hospitais pode representar uma fonte
potencial para o surgimento de S. aureus altamente adaptado ao ambiente hospitalar, devido a
disseminacéo silenciosa destes marcadores de viruléncia a estirpes resistentes a multiplos
farmacos, causando graves infeccbes em pacientes hospitalizados. Além disso, ambas as
populagdes podem servir como agentes de transmissdo cruzada destes microrganismos entre

0s ambientes hospitalar e comunitario.
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Figura4 —  Perfil de similaridade genética entre 40 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
isolados da mucosa nasal de profissionais e estudantes da saude de um hospital
universitario no sul do Brasil
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A relagdo 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). Padrbes 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 tolerancia de banda definida em 3% e o valor limite de
corte definido em 85% (OLIVEIRA et al., 2015). S: sensivel. R: resistente. NT: ndo tipavel. EG: estudante de graduagéo. EP:
estudante de p6s-graduagdo. PS: profissional da satde. M: masculino. F: feminino. N: ndo. S: sim.
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A maioria dos isolados MRSA apresentam diferentes tipos de SCCmec e REP-PCR
sendo agrupados em quatro clusters

De acordo com a tipagem de SCCmec, os isolados MRSA foram distribuidos em seis
tipos e o tipo | (25/40, 62,5%) foi o mais frequente, seguido do tipo IV (9/40, 22,5%). Um
isolado cada (1/40, 2,5%) abrigava os tipos SCCmec Il, 111, V e VI; dois isolados (2/40, 5,0%)
foram classificados como ndo tipaveis (NT) (Figura 4). Os tipos de SCCmec aqui
identificados também foram detectados em MRSA isolados de diferentes infeccdes por S.
aureus no hospital estudado, sendo o SCCmec tipo Il o mais prevalente (DUARTE et al.,
2018b, 2019; OLIVEIRA et al., 2015).

A relacdo genética entre os isolados MRSA foi analisada por PCR visando as
sequéncias repetitivas no genoma bacteriano. A observacdo visual das bandas geradas pela
tipagem REP-PCR mostrou um total de 21 padrbes de bandas (denominados a até u),
indicando uma diversidade genética relativamente alta entre os isolados MRSA. Os padrdes
de bandas de REP-PCR foram automaticamente alinhados e todos os isolados com 0 mesmo
tipo foram reconhecidos como idénticos. O nivel de similaridade entre os perfis de bandas de
REP-PCR dos isolados MRSA variou de 44,1 a 100%. A analise de clusters, usando um valor
de corte de 85%, revelou que a maioria dos isolados MRSA foram distribuidos em 4 grupos
(denominados clusters A até D). Sete isolados MRSA exibiram padrdes de bandas Unicos. Os
clusters A e D agruparam dois isolados em cada um, com diferentes tipos de REP-PCR e
SCCmec. O cluster B agrupou 17 isolados, compreendendo cinco diferentes tipos de REP-
PCR (g, h, 1, j, k) e seis SCCmec (I, I, IV, V, VI, NT), agrupados em trés subclusters (B1, B2
e B3). Finalmente, o cluster C agrupou 12 isolados, compreendendo cinco tipos diferentes de
REP-PCR (I, m, n, o, p) e dois tipos de SCCmec (I, IV), que foram agrupados em dois
subclusters (C1 e C2) (Figura 4).

Os isolados OS-MRSA abrigavam o SCCmec tipo | (12/18, 66,7%), tipo IV (4/18,
22,2%), tipo 11 (1/18, 5,6%) e um era NT (1/18, 5,6%). Além disso, a maioria dos isolados
OS-MRSA pertencia ao cluster B (8/18, 44,4%) e ao cluster C (4/18, 22,2%). Esses
resultados podem explicar a alta frequéncia de colonizagdo nasal por OS-MRSA neste estudo.

Em concluséo, este estudo forneceu, pela primeira vez, uma visao geral da colonizacao
nasal por S. aureus entre profissionais e estudantes da satde que frequentam nosso hospital.
Observamos uma alta frequéncia de S. aureus exibindo diferentes perfis de resisténcia aos
antimicrobianos, incluindo MSSA multirresistentes, isolados MRSA e, 0 que consideramos

um importante dado, uma alta frequéncia de OS-MRSA. Entre MRSA o SCCmec tipo | e IV
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foram os mais frequentes, o que contrasta com estudos prévios realizados com amostras
clinicas deste hospital. Também verificamos a presenca de genes codificadores de PVL e
TSST-1 entre as populacfes analisadas. Esses dados nos alertam para: a) vigilancia continua
de potenciais reservatorios de S. aureus; b) melhoria nas medidas de controle de infeccdes
para deteccdo dos diversos fenotipos de sensibilidade a meticilina e potencial de viruléncia de

S. aureus.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a frequéncia de S. aureus entre profissionais e estudantes da area
da saude foi superior a de outros estudos, tanto no Brasil quanto em outras partes do mundo e
que estudantes do sexo masculino apresentam um risco maior de serem colonizados. Quase
metade dos S. aureus genotipicamente classificados como MRSA, ndo foram detectados por
métodos fenotipicos. A maioria dos isolados apresentou resisténcia a penicilina, eritromicina e
clindamicina nos testes fenotipicos, tanto entre MSSA quanto entre MRSA.

Quanto ao SCCmec, o tipo | foi 0 mais comumente identificado em MRSA de todas as
categorias, seguido pelo tipo IV. SCCmec tipos I, I1l, V e VI foram detectados em apenas um
isolado cada. Entre os genes de viruléncia investigados os mais frequentes foram os da
coagulase (coa) e biofilme (ica). A maioria dos MRSA pertenciam a quatro clusters
principais, sendo que nos dois clusters com maior nimero de amostras estavam agrupados
mais da metade dos OS-MRSA. Isso pode justificar a alta frequéncia de OS-MRSA neste
estudo.

Tendo em vista a frequéncia de S. aureus observada, e a possibilidade de disseminacao
deste microrganismo, este estudo fornece dados importantes em relagdo ao controle de
infeccbes relacionadas a assisténcia em saude. Técnicas adequadas devem ser empregadas
para a identificacdo laboratorial de resisténcia a meticilina em S. aureus, uma vez que ha a
possibilidade de falhas de detec¢do por algumas metodologias.

Perante estes dados, fica evidente que os cuidados devem ser intensificados em relacdo
a colonizacdo nasal por S. aureus. Somente desta maneira, pode ser evitada a disseminacdo de
bactérias virulentas, resistentes aos antimicrobianos e com potencial de levar a falhas

terapéuticas.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Avaliacio das caracteristicas microbiologicas e moleculares de Staphylococcus aureus
entre profissionais e estudantes da area de saude”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(a) para participar da pesquisa “ESTUDO DAS
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E MOLECULARES DE Staphylococcus
aureus ISOLADOS DE PROFISSIONAIS E ESTUDANTES DA AREA DE SAUDE”, a
ser realizada no Hospital Universitario de Londrina (HU-UEL). O objetivo da pesquisa €
isolar Staphylococcus aureus de profissionais e estudantes da area de satde que circulam no
Hospital Universitario de Londrina. O estudo pode contribuir para uma melhor compreenséo
de como ocorre a disseminagdo de cepas resistentes entre os ambientes hospitalares e
comunitarios. Sua participacdo € muito importante e ela se daria da seguinte forma: apos a
assinatura deste termo, as amostras serdo obtidas girando-se uma haste de algodao flexivel
(swab), delicadamente, nas fossas nasais.

Esclarecemos que sua participacao € totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a
participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer dénus ou
prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagdes serdo utilizadas somente
para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a sua identidade. Todos os dados coletados, clinicos e laboratoriais, serdo
descartados apds a publicacdo deste estudo. Esclarecemos ainda, que vocé ndo pagara e nem
sera remunerado(a) por sua participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas
decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de
sua participagéo.

Informamos que sua participacdo ndo acarretard em qualquer risco a sua saude
ou integridade fisica, pois trata-se de uma coleta ndo invasiva. Entretanto, pode gerar
algum desconforto momentaneo, tal como coceira, coriza e/ou vontade de espirrar.
Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipo de desconforto o participante sera
prontamente atendido e amparado pelos responsaveis pelo projeto e pelas coletas. Sua
participacdo ndo lhe causara nenhum beneficio direto, porém o(a) senhor(a) e a populagéo de
um modo geral, serdo beneficiados pois, com uma melhor compreensdo de como ocorre a
disseminacdo de cepas resistentes entre o0s ambientes hospitalares e comunitérios,
procedimentos para evitar tal disseminacdo poderdo ser adotados, prevenindo assim, prejuizos
a saude.

Caso vocé tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos contatar
(Marcia Regina Eches Perugini, Av. Robert Koch, 60 Vila Operaéria, telefone: (43) 3371-
2346 e (43) 99933-8383, e-mail: marciaperugini@hotmail.com) 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 (43)
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 a vocé.

Londrina, de de 201 _.
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Pesquisador Responsavel

Eu , tendo sido
devidamente esclarecido(a) sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar
voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Data:

Assinatura (ou impressdo dactiloscopica):




APENDICE B — Instrumento de coleta de dados

Instrumento de coleta de dados

Data de coleta / / Ndmero da amostra | SNA

Data de nascimento Sexo: () Masculino () Feminino

Utilizou antimicrobiano nos Gltimos 3 meses?
( ) Nao ( )Sim

Foi internado(a) nos Gltimos 3 meses?
( ) Néo () Sim

Identificacdo
( ) Profissional
( ) Estudante

Se estudante:
Curso

( ) Enfermagem
( ) Farmacia

( ) Fisioterapia
( ) Medicina

Periodo

( )3%ano
( )4°ano
( )5°ano

( )6°ano

( ) Residente Qual area?
Teve contato com pacientes durante os estudos? ( ) Ndo () Sim

Local de atividade de ensino que tem/teve contato com pacientes:

Se profissional:

Quial profissdo?

Quial setor?

Ha quanto tempo trabalha com esta profissdo?
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ANEXO A — Parecer consubstanciado
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A"-"ALIA.!;.P.LD DAS CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E MOLECULARES DE
Staphylococcus aureus ENTRE PROFISSIONAIS E ESTUDANTES DA AREA DE

SAUDE
Pesquisador: MARCIA REGINA ECHES PERUGIMI
Area Tematica:
Versio: 2

CAAE: 79863417 2.0000.5231
Instituigao Proponente: CCS - Departamento de Patologia, Analises Clinicas e Toxicologias
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
MNomere do Parecer: 2.421.361

Apresentagio do Projeto:

Staphylococcus aureus tem grande impertincia médica, pois vive uma relagio comensal com os seres
humanos, compondo a microbiota normal da pele e principalmente da mucosa nasal. 5. aureus resistente a
mieticilina (MRSA) foi primeiramente reportado em 1961, porém, nos anos 80 houve um aumento No NOMenD
de infecgies por MRSA relatadas em populagies gue ndo estavam expostas aos fatores de risco do
ambiente hospitalar. Tais cepas, que t&m sido denominadas CA-MRSA (community-associated-MRSA),
disseminaram-se rapidamente entre a populagio em geral e afetam pacientes com e sem exposigio ao
ambiente de cuidados de salde. Por conta da resisténcia aos Jactamicos, a escolha para o tratamento de
infecgdes causadas por MRSA & a vancomicina, a qual também ja apresenta diminuigdo dos perfis de
sensibilidade, sendo denominados de vamcomycin-intermediate Staphylococcus aureus (VISA),
heteroresistant vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (hVISA) e vancomycinresistant
Staphylococcus aureus (VRSA). Trata-se de um estudo observacional, transversal e descritive, mo gual sera
medida a taxa prevaléncia. Tendo por objetivo, avaliar caracteristicas microbioldgicas e moleculares de S.
aureus isolados de profissionais e estudantes da area de salde. Para este estudo serdo realizadas coletas
em no minimo 320 woluntarios, as quais devem se enguadrar dentro de todos os critérios estabelecidos por
este projeto. As amostras serdo identificadas por metodologia manual ou automatizada Vitek2® (bioMerieux)
e por genotipagem, avaliadas quanto a susceplibilidade a

Endersgo:  LABESC - Sala 14

Balmmo: Campus Unhersitanio CEP: 86057970
UF: PR Municipio: LOMNDRINA
Talefome: (43)3371-5455 E-mall: cep2EsHuslbr
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antimicrobianos, determinando-se a CIM para vancomicina, triadas para a identificagio de cepas hVISA e
determinadas guanto a Analise Populacional (PAP). Espera-se determinar a prevaléncia de 5. aureus na
comunidade universitaria e de profissionais da sadde, e que estes resultados possam dar subsidios para
fundamentar cientificamente o assunto, e assim haja uma melhor compreensio de como ocome a migragio
de cepas resistentes entre os meios hospitalares e comunitarios. (exto do pesquisador)

Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Primario:

Awaliar caracteristicas microbiclogicas e moleculares de 5. aureus isolados de profissionais e estudantes da
area de salde. (texto do pesquisador)

Objetive Secundario:

Determinar a frequéncia de colonizagdo por 5. aureus entre profissionais & estudantes da area de salde;
Avaliar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos; Determinar a concentragSo inibitéria minima (CIM) para -
lactimicos, glicopeptideos e oxazolidinonas; kdentificar mecanismos de resisténcia por métodos fenctipicos;
Detectar genes de resisténcia; Realizar a tipagem SCCmec; Investigar a presenga de genes de viruléncia;
Determinar clonalidade dos isolados. (texto do pesquisador)

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A participagdo do woluntario neste estudo ndo acarretard em qualquer risco & sua salde ou integridade
fisica, pois trata-se de uma coleta ndo invasiva. Entretanto, pode gerar algum desconforto momentineo, tal
como coceira, coriza efou vontade de espirrar. Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipo de

desconforto o participante serd prontamente atendido & amparado pelos responsaveis pelo projeto.
Beneficios:

Este estudo ndo acarretara beneficios diretos ao paciente. Mo entanto, auxiliara indiretamente aumentando
os conhecimentos sobre colonizagSo por 5. aureus na populagSo estudada. (texto do pesquisador)
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Balrmo:  Campus Universitana CEP: 86.057-970
UF: PR Muriciplo:  LONDRINA
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Awvaliagio: A pesquisa atende as determinagies legais. Salientamos que de acordo com a resolugio
4868/2012, toda pesquisa envolve riscos ainda que minimo e & responsabilidade do pesquisador prever
meios de acolhimento e orentagio aos participantes.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

A pesquisa poder ser uma importante contribuigdo a area da salde e a melhoria do atendimento aos
estudantes e pacientes do hospital Universitario de Londrina.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Faolha de rosio - ok

TCLE-Ok

Autorizagies - OK

Recomendagies:

M3o ha.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

M3o ha.

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagio
Informagbes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P 0322017 Aceiio
do Projeto ROJETO 878987 pdf 23:33:42
Parecer Anterior PB_FARECER_CONSUBSTANCIADO | 30M12017 |MARCIA REGIMA Aceiio

CEP_2386871.pdf 22:26:10 |ECHES PERUGINI
Outros Puntorizacao_colegiado_enfermagem. pdi| 30/11/2017 |MARCLA REGINA Acein
22:18:34 |ECHES PERUGINI
DOutros Autorizacac_colegiado_farmacia. pdf 3012017 (MARCLA REGINA Aceito
22:18:33  |ECHES PERUGINI
Outros Autarizacac,_colegiade fisicterapiapdf | 30/11/2017 |MARCIA REGIMA Aceitn
221701 ECHES PERUGINI
Outros Autorizacac_colegiado_medicina pdf 3012017 (MARCIA REGINA Aceiio
22:15:38  |ECHES PERUGINI
Outros Pedido_para_realizacan_de_projeto_Col| 30/11/2017 |MARCIA REGINA Aceito
egiados HU_Tiago pdf 22:11:13 |ECHES PERUGINI
Projeto Detalhade | | Projeto,_mestrado_Tiago_Danellipdf 30/11/2017 |MARCIA REGINA Acein
Brochura 22:07:48 |ECHES PERUGINI
Investigadar
TCLE ! Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e Es 301207 (MARCLA REGINA Aceiio
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Assentimento ! clarecido.pdf 22:06:20 |(ECHES PERUGINI Aceito
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de _rosto_projeto_Tiago 02 pdf 301112017 |MARCIA REGIMA Acaito
20:41:05 |ECHES PERUGINI
Outros Autorzazac HU_Tiago pdf 04102017 | Tiage Danelli Aceito
21:18:28
Outros Autorizacao_MIPS_Tiago.pdf 041102017 | Tiago Danelli Aceito
21:18:03
Outros Declaracao_de_responsabilidade_banco| 2382017 |Tiage Danell Aceiio
de_dados_Tiago.pdf 22:26:51
Outros Termo_de_confidencialidade_e_sigile_Ti 23082017 |Tiago Daneli Acaito
ago.-pdf 222555
Outros Pedido_para_realizacac_de_projeto_NI Z3ME2017 | Tiago Danelli Acaito
PS_Tiago.pdf 22:23:48
Outros Pedido_para_realizacac_de_projeto HU| 230872017 | Tiage Danelii Aceito
Tiago.pdf 22:22:43
Declaragdo de Declaracao_de_responsabilidade banco| 23082017 |Tiage Danelli Aceito
Manuseio Material |_de_material_biclogico_humano_Tiago. 22:21:28
Biologico | pef
Biorepositorio /
Biobanco
Situagio do Parecer:
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Mecessita Apreciagao da CONEP:
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