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RESUMO

PREVALENCIA DE Staphylococcus aureus EM ESTUDANTES
UNIVERSITARIOS COM E SEM CONTATO COM O AMBIENTE
HOSPITALAR
Luiza Lessa Andrade
Orientadora: Angela Christina Dias de Castro

Resumo da Dissertacao de Mestrado submetida ao Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo
de Goées, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFR], como parte dos
requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas (Microbiologia).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ndo € mais um
problema restrito ao meio hospitalar. MRSA emergiu na comunidade como um
importante patdgeno de seres humanos. Os perfis de susceptibilidade aos
antimicrobianos observados nestas amostras sugerem uma possivel origem
comunitaria. Com a biologia molecular foi possivel detectar o gene de
resisténcia a meticilina em S. aureus (mecA) e classificar seis diferentes
alotipos encontrados nas amostras: SCCmec do tipo I ao VI. O quarto tipo foi
descrito, inicialmente, entre amostras comunitarias e, posteriormente, entre
amostras hospitalares. No Brasil, sdao necessarios mais estudos sobre a
colonizagao por S. aureus. O presente estudo teve como objetivos estabelecer
a prevaléncia de S. aureus entre estudantes universitarios com e sem contato
académico com hospitais e verificar a existéncia de fatores de risco para a
colonizagdo. Além disso, as amostras foram caracterizadas de acordo com o
perfil de susceptibilidade a antibidticos; presenca do gene mecA e classificacao
do SCCmec; presenca dos genes da leucocidina Panton-Valentine (PVL) e
relacdo epidemioldgica existente, através da metodologia de eletroforese em
gel de campo pulsado.

Foram coletados 301 “swabs” nasais de estudantes de enfermagem
entre junho de 2005 e novembro de 2006. Duzentos e um estudantes nao
tiveram contato académico com hospitais enquanto que 100 tiveram contato.
Destes, 118 estudantes (39,2%) estavam colonizados por S. aureus: 85
(42,3%) sem contato e 33 (33%) com contato com o ambiente hospitalar.

As amostras bacterianas apresentaram-se sensiveis a maioria dos
antimicrobianos testados. Quatro individuos (3,4%) foram identificados como
carreadores nasais de MRSA. Apenas um deles havia tido contato com
hospitais. Os perfis de susceptibilidade a outros antimicrobianos foram
caracteristicos de CA-MRSA. Todas as amostras MRSA apresentaram o gene
mecA e SCCmec IVa, mas nenhuma apresentou o0s genes para PVL. Foi
observada grande diversidade genética entre as 118 amostras. Nenhuma das
variaveis avaliadas mostrou ser fator de risco para a colonizacdo por S. aureus.
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ABSTRACT

PREVALENCE OF Staphylococcus aureus BETWEEN UNIVERSITY
STUDENTS IN CONTACT OR NOT WITH HOSPITAL ENVIRONMENT
Luiza Lessa Andrade
Orientadora: Angela Christina Dias de Castro

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de
Pds-Graduacao em Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia
Prof. Paulo de Goes, da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios para a obtencdao do titulo de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) can no longer
be regarded as a purely nosocomial problem. Community-associated
MRSA (CA-MRSA) has emerged as an important human pathogen.
Antimicrobial susceptibility profiles of these community-onset isolates
suggest their possible non-hospital origin. The use of molecular methods
has allowed detecting methicillin resistance gene (mecA) and has also
revealed six different allotypes that are designated SCCmec types I-VI.
The fourth type has been described, first in CA-MRSA isolates and then
in several MRSA backgrounds, including hospital isolates. More
researches on S. aureus nasal carriage are necessary in Brazil. Hence,
the aim of this study was to determine the prevalence of S. aureus
between university students in contact or not with hospital environment
and to determine risk factors for S. aureus colonization. We also sought
to characterize the isolates with regard to the antibiotic susceptibility
patterns; presence of mecA gene and SCCmec type; presence of
Panton-Valentine leukocidin (PVL) genes; and epidemiologic relatedness
by pulsed field gel electrophoresis.

Nasal swabs were collected from 301 Nursing students between
June 2005 to November 2006. Two-hundred one individuals had no
academic contact with hospital environment, whereas 100 had this
experience. There were 118 students (39.2%) colonized with S. aureus:
85 (42.3%) without contact and 33 (33%) in contact.

Antibiotic susceptibility testing revealed that the isolates were
susceptible to the majority of tested drugs. Four individuals (3.4%) had
their nares cultures positive for MRSA. Only one of them had academic
contact with hospital environment. Antimicrobial susceptibility patterns
were similar to CA-MRSA strains. All these MRSA isolates harboured
mecA gene and SCCmec IVa, but were negative for PVL genes. The 118
isolates presented very diverse genetic backgrounds. The analyzed
variables were not risk factors for S. aureus colonization.
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INTRODUCAO

I. CARACTERISTICAS GERAIS

Os estafilococos sdao cocos Gram-positivos que apresentam um
arranjo caracteristico em grupos, lembrando cachos de uva. Medem
cerca de 1 um de diametro, sao imoveis e incapazes de formar esporos.
A maioria das espécies de Staphylococcus é anaerdbia facultativa e ndo
forma gas a partir da quebra de carboidratos. Normalmente, produzem
a enzima catalase, o que as diferencia das espécies do género
Streptococcus. Além disso, esses microrganismos toleram altas
concentragdes de NaCl, e sao capazes de crescer em temperaturas que
variam de 10 a 45 °C (WILKINSON, 1997; BANNERMAN, 2003).

Atualmente sdo descritas, pelo menos, 41 espécies e 25
subespécies de Staphylococcus (http://www.dsmz.de/microorganisms/
bacterial nomenclature info.php?genu=STAPHYLOCOCCUS). As espé-

cies mais envolvidas em patologias humanas tém sido Staphylococcus
aureus subsp. aureus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
saprophyticus. Dentre estas, apenas S. aureus é capaz de hemolisar o
sangue - devido a producao de hemolisinas - e de produzir a enzima
coagulase (LEVINSON & JAWETZ, 2005).

A parede celular de S. aureus é formada por uma espessa camada
de peptidoglicano, constituida de &cido N-acetilmuramico e N-
acetilglicosamina unidos firmemente por ligacbes peptidicas. Esta
estrutura é bem conservada nas bactérias Gram-positivas (FOURNIER &
PHILPOTT, 2005).

Quando cultivado em meio soélido, S. aureus forma colonias

grandes, opacas, de aspecto cremoso, medindo de 6 a 8 mm de



diametro. As col6nias costumam ser brancas, mas sua pigmentacao

pode variar do amarelo-creme ao laranja (BANNERMAN, 2003).

II. PATOGENESE

S. aureus faz parte da microbiota da pele e da mucosa de
mamiferos, mas também pode estar presente em varios espécimes
clinicos isolados de seres humanos e de outros animais. Pode causar
desde infeccdes brandas, na pele, até infecgdes mais graves, agudas e
piogénicas, que podem disseminar o microrganismo através da corrente
sangiliinea e comprometer diferentes sitios e a vida do paciente
(BANNERMAN, 2003).

O principal reservatério de S. aureus em seres humanos é a
mucosa nasal. Acredita-se que o desenvolvimento de infeccdes
estafilococicas esteja, freqlentemente, relacionado a este tipo de
colonizacao (BOKAREWA, JIN & TARKOWSKI, 2006). Em um estudo
envolvendo pacientes com bacteremia por S. aureus, von Eiff e
colaboradores (2001) observaram uma forte correlagdao entre cepas
habitantes da mucosa nasal, cepas isoladas dos focos de infeccao e
cepas isoladas do sangue, sugerindo que a bacteremia por S. aureus
possa ter origem enddgena.

A partir do sitio primario de infeccao, que geralmente é uma lesao
na pele, S. aureus pode causar infeccoes como furunculos, foliculites,
celulites, impetigo e infeccoes pds-operatérias em diversos sitios. Tais
infeccdes podem evoluir, colocando em risco a vida do paciente, levando
a quadros de osteomielite, endocardite, pneumonia, pericardite,
meningite, septicemia, abscessos no musculo, no trato urogenital, no
sistema nervoso central e em varios 0Orgdos intra-abdominais
(BANNERMAN, 2003; FOURNIER & PHILPOTT, 2005).



S. aureus pode causar, também, doencgas de origem tdxica, como
a sindrome do choque toxico (“toxic shock syndrome” - TSS), a doenca
exantematosa neonatal semelhante a sindrome do choque toxico
(“neonatal toxic shock syndrome-like exanthematous disease” — NTED),
a sindrome da pele escaldada (“staphylococcal scalded skin syndrome” -
SSSS), o impetigo bolhoso e intoxicacao alimentar (“staphylococcal
foodborne disease” - SFD) (MURRAY, 2005; IWATSUKI et al., 2006).

II1. FATORES DE RISCO PARA INFECGCOES POR S. aureus

Alguns fatores de risco classicos para predisposicdo de um
individuo a infecgdes graves por S. aureus ja foram estabelecidos. Tais
fatores podem ser: deficiéncia na quimiotaxia leucocitaria congénita
(como observado na sindrome de Down) e adquirida (como observado
na artrite reumatdide e em diabetes mellitus); deficiéncia na
opsonizagao por anticorpos; dificuldade de destruir o microrganismo no
interior da célula logo apds a opsonizacao; traumas na pele sejam por
queimadura, incisdo cirdrgica ou eczema; introducdo ou presenca, no
organismo, de corpos estranhos, como sutura, catéter, entre outros;
infeccdo por outros agentes; doenga cronica; administracdo profilatica
ou terapéutica recente de antimicrobianos (KONEMAN et al., 1992).

A colonizagao por S. aureus também pode ser considerada fator de
risco para infeccoes subseqlientes (LOWY, 1998). A associacao entre a
infeccdo estafilococica e o carreamento nasal de S. aureus foi
primeiramente descrita no ano de 1931, em um estudo sobre
furdnculos. Desde entdo, numerosos estudos vém confirmando esta
relacdo, demonstrando, inclusive, que a cepa colonizadora possui o
mesmo fagotipo ou gendtipo que a cepa infecciosa (WERTHEIM et al.,
2005).



Os mecanismos que determinam a colonizacdo por S. aureus sao
multifatoriais. Caracteristicas associadas ao hospedeiro, somadas as
propriedades da bactéria, podem ser determinantes para a colonizagao
por esses microrganismos (PEACOCK, DE SILVA & LOWwWY, 2001;
NOUWEN et al., 2004; WERTHEIM et al., 2005; VAN DEN AKKER et al.,
2006).

A colonizacao nasal por S. aureus é mais estudada que em outros
sitios uma vez que as narinas parecem representar o nicho ecoldgico
dominante. De maneira geral, a descolonizagao das narinas pelo uso de
antibidticos topicos induz a descolonizagdo de outras areas do corpo
previamente colonizadas pelo mesmo microrganismo. Talvez isso se
deva as caracteristicas anatomicas desse sitio. S. aureus coloniza,
predominantemente, a regido anterior das narinas, onde o epitélio é
diferente do resto da cavidade nasal e do trato respiratorio. Nesta
regido, a bactéria pode se aderir a células epiteliais estratificadas de
forma direta ou através do muco ou de outros constituintes do soro
associados a estas células (PEACOCK, DE SILVA & LOWY, 2001).

Segundo Wertheim e colaboradores (2005), existem quatro etapas
a serem ultrapassadas para um individuo se tornar carreador nasal de S.
aureus: (1) sua regiao nasal precisa entrar em contato com o
microrganismo; (2) o microrganismo precisa aderir a certos receptores
neste nicho; (3) o microrganismo precisa vencer as defesas do
hospedeiro e, finalmente; (4) o microrganismo precisa ser capaz de se
propagar nas narinas.

O contato com o S. aureus se da através da inalacao de secrecoes
respiratdrias dispersas ou através das maos, que podem transmitir o
microrganismo de outras superficies para o0 nariz e vice-versa
(WERTHEIM et al., 2005). Ja& estd descrito que carreadores nasais

podem dispersar grandes quantidades de S. aureus através dos espirros



causados por processos alérgicos e infeccoes respiratorias (BISCHOFF et
al., 2006).

Outros fatores também podem influenciar o carreamento nasal de
S. aureus, tais como hospitalizacdo recente, contato préximo com outros
carreadores e convivéncia com fumantes (WERTHEIM et al., 2005). Altas
taxas de colonizacdao sdo descritas entre usuarios de drogas injetaveis,
individuos com diabetes do tipo 1 ou com AIDS, e entre pacientes de

hemodidlise, ou que sofreram intervencao cirirgica (LOWY, 1998).

A primeira barreira contra os microrganismos sao as superficies da
pele e de mucosas. Células epiteliais expressam uma complexa rede de
glicoproteinas, glicolipideos e proteoglicanos. Auséncia, presenca ou
diferencas na expressdao de uma ou mais destas moléculas podem ser
importantes para a colonizacao por S. aureus (PEACOCK, DE SILVA &
LOWY, 2001). Até mesmo grupos sanguineos foram descritos como fator
de risco para colonizacao por S. aureus. Em um estudo realizado por
Veselov & Malyshkina, em 1988, foi feita uma associacao entre o tipo
sangilineo A e o carreamento nasal de S. aureus (apud PEACOCK, DE
SILVA & LOWY, 2001). Modificacbes no micro-ambiente nasal também
podem alterar a susceptibilidade a colonizacdo, como elevados niveis de
Ca*? (PEACOCK, DE SILVA & LOWY, 2001).

Uma vez aderido a mucosa nasal, S. aureus precisa transpor uma
série de barreiras para permanecer neste sitio. Enquanto a mucina,
presente nesta regido, parece favorecer a aderéncia do microrganismo,
o hospedeiro libera secrecdoes com componentes antimicrobianos, como
imunoglobulina A, G, lisozima, lactoferrina e peptideos antimicrobianos
(WERTHEIM et al., 2005).

Caracteristicas intrinsecas da bactéria, ou mesmo, adquiridas para

melhor competicdo em um dado ambiente, parecem ser as responsaveis



pela transposicao de tais barreiras (PEACOCK, DE SILVA & LOWY,
2001). Como exemplo, pode-se citar a resisténcia intrinseca a lisozima,
uma importante proteina bactericida que faz parte da defesa inata
contra infeccOes bacterianas em diversos tecidos do corpo (FOSTER,
2005). A classe de enzima a qual a lisozima pertence - muramidase -
hidrolisa  pontes glicosidicas entre  N-acetilmuramico e N-
acetilglicosamina. Porém, em S. aureus, o acido N-acetilmuramico do
peptidoglicano é O-acetilado na posicdo C6-OH, tornando a parede
celular resistente a lisozima (FOURNIER & PHILPOTT, 2005).

Também ¢é importante ressaltar uma diferenca no tipo de
colonizacao: carreadores persistentes sao, geralmente, colonizados por
uma unica cepa de S. aureus por longos periodos, enquanto que os
carreadores transitérios podem ser colonizados por diferentes cepas em
um mesmo periodo (PEACOCK, DE SILVA & LOWY, 2001; WERTHEIM et
al., 2005). Em um estudo realizado na Holanda, cepas encontradas nas
narinas de alguns individuos, em 1988, assemelharam-se
geneticamente a cepas encontradas nos mesmos individuos oito anos
mais tarde (VANDENBERGH et al., 1999).

Em um outro estudo, também realizado na Holanda, carreadores
nasais persistentes e nao-carreadores foram inoculados com uma
mistura contendo cepas diferentes de S. aureus. A maioria dos nao-
carreadores voltou ao estado nao-carreador depois de certo tempo,
engquanto que a maior parte dos carreadores persistentes voltou a ser
colonizada por sua cepa original. Estes dados sugerem que os fatores
que determinam se um carreador é persistente ou ndo parecem estar

relacionados a caracteristicas do individuo (NOUWEN et al., 2004).



IV. DIVERSIDADE GENETICA

Em virtude do desenvolvimento de técnicas moleculares para
tipagem de microrganismos, varios estudos sobre a diversidade genética
de microrganismos tém sido realizados a fim de se compreender melhor
aspectos bioldgicos de agentes infecciosos, assim como a epidemiologia
das doencas relacionadas, o que contribui para o controle da
disseminacao do microrganismo tanto em hospitais quanto na
comunidade (TENOVER et al., 1995).

Uma variedade de métodos moleculares de tipagem tem sido
utilizada para estudar a epidemiologia de S. aureus. Dentre os métodos
disponiveis, a eletroforese em gel de campo pulsado (“pulsed-field gel
electrophoresis” — PFGE) tem sido considerada a metodologia “padrao
ouro” para tipagem deste microrganismo. Nesta técnica, preparacdes do
DNA cromossOmico de cada amostra sdo submetidas a cortes realizados
por enzimas de restricao. Os fragmentos gerados pela agao de tais
enzimas sao separados em um gel de eletroforese submetido a pulsos
elétricos lancados de diferentes direcdes. Os perfis de bandas de cada
amostra sao comparados entre si, com o objetivo de se avaliar a relagao
epidemioldgica entre as mesmas (BANNERMAN et al., 1995; TENOVER
et al., 1995).

A maioria das investigagdes epidemioldgicas acerca de colonizagao
nasal por S. aureus tem confiado na pesquisa de apenas uma unica
colonia originada de uma cultura positiva. Caracteristicas fenotipicas e
genotipicas desta col6nia Unica sdao testadas e os resultados podem
mascarar a realidade (CESPEDES et al., 2005). A utilizacao de PFGE na
pesquisa de varias colbnias de cepas envolvidas em uma infeccao tem
sido mais utilizada em estudos de doencas causadas por estafilococos
coagulase-negativos (VAN ELDERE et al., 2000).



Em um estudo de clonalidade de S. aureus em carreamento nasal,
Cespedes e colaboradores (2005) realizaram testes fenotipicos e
moleculares em trés colonias isoladas de cada cultura positiva obtida de
processo infeccioso. Um dos testes moleculares utilizados foi a PFGE,
através do qual as amostras foram consideradas como tipos distintos ao
apresentarem diferenca em mais de trés bandas entre si. Os resultados
demonstraram a diversidade genética entre essas colonias. Com relagao
a susceptibilidade a antimicrobianos, os autores puderam observar que
amostras obtidas de um mesmo individuo continham colbnias

resistentes a meticilina e colonias sensiveis.

Com estes dados e através de um modelo matematico, Cespedes e
colaboradores (2005) concluiram que aproximadamente 6,6% dos
individuos colonizados por S. aureus carreiam mais de uma cepa
diferente em suas narinas. Eles sugerem, inclusive, que estudos sobre o
carreamento de uma Unica cepa na colonizagdo nasal persistente
possam estar refletindo um erro na amostragem, devido a falta de

investigacao de outras cepas envolvidas na colonizagao.

A analise da diversidade clonal na colonizagdo por S. aureus é
muito importante, pois a presenga de mais de uma cepa diferente
aumenta o potencial da bactéria para a troca horizontal de informacodes
genéticas, incluindo a troca de genes de resisténcia a antimicrobianos ou
de determinantes de viruléncia (CESPEDES et al., 2005).

V. FATORES DE VIRULENCIA

Para se adaptar, ou seja, conseguir sobreviver e se multiplicar no

organismo do hospedeiro, S. aureus possui um arsenal de fatores de
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viruléncia, os quais ndo sdo encontrados obrigatoriamente em todas as
cepas. Uma vez rompida a barreira da pele ou de mucosas, a primeira
linha de defesa do organismo, contra S. aureus, sao os neutrofilos. No
entanto, sabe-se que este microrganismo é capaz de escapar da defesa
inata de varias formas. Além disso, ele secreta proteinas
imunomoduladoras que comprometem tanto a resposta imune humoral
quanto a celular (FOSTER, 2005).

Com seus fatores de viruléncia, S. aureus consegue promover a
sua aderéncia a superficie do hospedeiro, burlar os mecanismos de
defesa do organismo, disseminar-se pelo tecido e causar danos graves

ao hospedeiro (Foster, 2005).

Dentre os principais fatores de viruléncia ja descritos para S.
aureus, estdo os componentes da superficie microbiana que se ligam a
componentes da matriz extracelular do hospedeiro, as chamadas
MSCRAMMs (“microbial surface components recognizing adhesive
matrix”), das quais fazem parte as proteinas de ligacao a fibronectina A
e B, o fator “clumping” A e B, dentre outras (PATTI et al., 1994; SINHA
et al., 1999; ENTENZA et al., 2000; TUNG et al., 2000; CLARKE et al.,
2002; DOWNER et al., 2002; FOSTER, 2005, HAUCK & OHLSEN, 2006).

Outro importante fator de viruléncia é a proteina A que reconhece
a porcao Fc das imunoglobulinas G, deixando livre o dominio de
reconhecimento de antigenos. Com esta interagao, a bactéria se reveste
por moléculas de IgG que nao estdao expondo seu sitio Fc para haver o
reconhecimento pelos neutroéfilos (UHLEN et al., 1984; NAVARRE &
SCHNEEWIND, 1999; FOSTER, 2005).

Muitas cepas de S. aureus isoladas de espécimes clinicos
expressam uma fina camada polissacaridica em sua superficie. Esta

estrutura, conhecida como capsula, é responsavel pela evasdo do



sistema fagocitario do hospedeiro (WILKINSON, 1997; BANNERMAN,
2003; O'RIORDAN & LEE, 2004; FOSTER, 2005).

Ainda na superficie bacteriana, encontram-se distribuidas por toda
a extensdo da célula, porcdes de acido teicdico, responsaveis pela
aderéncia do microrganismo as células da mucosa (WEIDENMAIER et
al., 2004).

A coagulase é uma enzima capaz de coagular o plasma pela
ativacao da protrombina. Ela reconhece fibrinogénio, ao qual se ligam os
complexos coagulase-protrombina, e converte fibrinogénio em fibrina,
resultando na formacgdo do coagulo. Este processo dificulta o acesso do
sistema imune hospedeiro ao microrganismo (PALMA et al., 1998;
LEVINSON & JAWETZ, 2005).

A estafiloquinase forma um complexo com o plasminogénio,
provocando a ativacdao da plasmina, uma enzima proteolitica que cliva a
rede de fibrina ao redor do foco infeccioso ou abscesso, facilitando a
disseminacao bacteriana pelos tecidos adjacentes (BOKAREWA, JIN &
TARKOWSKI, 2006).

A catalase € uma enzima produzida normalmente no género
Staphylococcus. Funciona como um mecanismo de defesa bacteriano
contra o peréxido de hidrogénio (H,0,) e radicais livres, liberados pelas
células fagociticas apdés a ingestdo do microrganismo (LEVINSON &
JAWETZ, 2005).

Ainda como parte do arsenal de fatores de viruléncia de S. aureus
pode-se citar a hialuronidase (HYNES & WALTON, 2000), as lipases
(PROJAN & NOVICK, 1997) e seus diferentes tipos de hemolisinas
(DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000).

Algumas cepas de S. aureus apresentam toxinas consideradas
superantigenos, como as enterotoxinas e a toxina da sindrome do
choque téxico (TSST-1) (MURRAY, 2005).
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Existem cepas de S. aureus que produzem uma toxina associada a
lesdes cutaneas necrotizantes, como furunculos ou abscessos primarios,
e a quadros de pneumonia hemorragica necrotizante: a leucocidina
Panton-Valentine (PVL). Esta citotoxina, presente em apenas 2% das
amostras clinicas isoladas de S. aureus, possui atividade citolitica com
alta especificidade por leucécitos, revelada pela formacdo de poros nas
membranas destas células. Ha relatos de pneumonias, envolvendo
cepas produtoras de PVL, que evoluiram rapidamente, levando a morte
individuos saudaveis, sem qualquer fator de risco aparente (KANEKO &
KAMIO, 2004; FRAZEE et al., 2005).

A PVL é uma toxina bicomponente, composta pelas unidades
LukS-PV e LukF-PV. Estas sao codificadas pelos genes /ukS-PV e IukF-
PV, localizados no locus pvl, presente no genoma de um bacteriéfago
(KANEKO & KAMIO, 2004).

O potencial virulento da PVL ja foi questionado. Voyich e
colaboradores (2006) realizaram uma pesquisa na qual infectaram
camundongos com cepas selvagens PVL+ e PVL-, e com cepas
mutantes, que perderam o0s genes codificadores desta toxina. Os
pesquisadores relataram que os resultados nao apontaram diferencga
significativa na gravidade das infeccdes causadas por tais cepas. Logo
apos a publicacdo deste trabalho, Labandeira-Rey e colaboradores
(2007) publicaram um estudo no qual camundongos foram expostos a
diversos tipos de contato com cepas PVL+, PVL-, mutantes que
perderam o0s genes /ukS-PV e lukF-PV e mutantes que adquiriram estes
genes. O resultado deste estudo foi intensa destruicao tecidual,
morbidade e elevada taxa de mortalidade em todos os casos em que a
cepa produzia a leucotoxina, contrapareando os dados publicados

anteriormente.
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VI. TRATAMENTO E RESISTENCIA A DROGAS

Nos dias de hoje, a pratica terapéutica para as infeccOes
estafilococicas, tem sido uma problematica, uma vez que a bactéria
adquire, em pouco tempo, mecanismos de resisténcia as drogas de
escolha.

A ampla utilizacdo da penicilina proporcionou uma pressao seletiva
sobre S. aureus, garantindo a sobrevivéncia e disseminacdo de cepas
produtoras de B-lactamase. Esta enzima, cuja producdao é mediada por
um plasmidio, hidrolisa o anel B-lactdmico das penicilinas, inativando
sua capacidade antibacteriana (THORNSBERRY, 1988; TAVARES, 2002).

Nos anos 50, 80% das amostras hospitalares de S. aureus eram
resistentes a penicilina devido a producdo de B-lactamases por esses
microrganismos. Na década de 1970, essa resisténcia ja era elevada
tanto em espécimes hospitalares quanto em comunitarios (CHAMBERS,
2001; TAVARES, 2002).

Durante os anos 40 e 50, a resisténcia a outros agentes
antimicrobianos também foi relatada, normalmente em combinagao com
a resisténcia a penicilina, sendo detectadas, desde entdao, as cepas
multirresistentes (THORNSBERRY, 1988).

Em 1961, a meticilina e a oxacilina foram introduzidas na
terapéutica de infecgdes por estafilococos, minimizando um pouco o
problema da resisténcia (THORNSBERRY, 1988). Estas penicilinas semi-
sintéticas, que ja foram chamadas de anti-estafilocdcicas, sao B-
lactamicos resistentes as p-lactamases (TAVARES, 2002). Entretanto,
ainda no ano de 1961, surgiu o primeiro relato de resisténcia a
meticilina (WERTHEIM et al., 2005).

Cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) foram se
disseminando pelo mundo inteiro (ITO et al., 2003), e passaram a ser
bastante relatadas em situacdes que envolviam o ambiente hospitalar.
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Estas cepas adquiriram o cassete cromossomico estafilocécico
(“staphylococcal cassette chromosome mec” - SCCmec), que se
integrou ao seu DNA carreando o gene mecA. Este elemento médvel nao
possui regido tra, responsavel pela transferéncia conjugativa de material
genético. No entanto, ele conta com os genes ccrA e ccrB que codificam
recombinases responsaveis pela excisdao e insercdo do material genético
em um ponto exato do cromossoma - o sitio attBSCC, localizado
proximo a origem de replicacdo, sendo esta uma regido conservada
entre amostras clinicas de S. aureus (ITO et al., 2001; EADY & COVE,
2003).

O gene mecA codifica uma nova proteina de ligacao a penicilina,
denominada PBP2a ou PBP2’, cuja afinidade de ligacao aos B-lactamicos
é baixa. A PBP2a é uma transpeptidase capaz de concluir a sintese de
parede celular mesmo na presenca do antimicrobiano B-lactamico
(BRAKSTAD & MAELAND, 1997). A expressdao do gene mecA é
controlada por duas proteinas regulatorias, codificadas pelos genes
mecR1 e mecl, situados “upstream” ao gene mecA no genoma (EADY &
COVE, 2003).

MecR1 é uma proteina sinalizadora de membrana que possui um
dominio extracelular, o qual possui afinidade por B-lactéamicos, € um
dominio citoplasmatico, com atividade de protease. Mecl é uma proteina
que, em condicdes normais de crescimento bacteriano, reprime a
transcricdao de mecA. Na presenca do antibidtico p-lactamico, MecR1 se
liga a moléculas da droga com o seu dominio extracelular levando sua
fracdo citopasmatica a quebrar Mecl, permitindo, desta maneira, a
transcricdo de mecA. Desta forma, a nova PBP passa a ser expressa,
tornando-se responsavel pelo processo de manutencao da sintese da
parede celular bacteriana, na presenca do p-lactamico, enquanto este
estd bloqueando as PBPs originais (EADY & COVE, 2003).
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SCCmec é diferente de outros elementos genéticos mdveis, como
bacteriéfagos, transposons, transposons conjugativos ou plasmideos.
Este elemento é considerado uma ilha genbmica de resisténcia
(HIRAMATSU et al., 2002).

A origem do SCCmec ainda é desconhecida. Os hospitais sdo
ecossistemas convenientes para a transferéncia de genes, uma vez que
ha sempre uma intensa troca de pacientes, com leitos proximos,
inUmeros reservatorios e uma forte pressao seletiva pelo uso de
antibidticos. Suspeita-se que a transferéncia de SCCmec para cepas S.
aureus sensiveis a meticilina (MSSA) tenha ocorrido de forma horizontal,
a partir de cepas de Staphylococcus coagulase-negativos contendo este
elemento (HANSSEN & SOLLID, 2006).

Na busca pela possivel origem do gene mecA, foi identificado um
elemento genético muito préximo a este em espécies de Staphylococcus
sciuri, um comensal de animais (KLOOS et al., 1997). Em um estudo
realizado por Wu e colaboradores, em 1996, este elemento apresentou
79,5% de similaridade, em sua seqliéncia de DNA, com o gene mecA de
uma cepa de S. aureus multirresistente, sugerindo que estes
determinantes genéticos sejam muito préximos evolutivamente (apud
COUTO et al., 2003). Apesar disto, a maioria das cepas de S. sciuri é
susceptivel a antibidticos B-lactamicos, incluindo a meticilina (COUTO et
al., 1996). Curiosamente, Couto e colaboradores (2003) encontraram
cepas de S. sciuri, isoladas de espécimes humanos, com niveis
significantes de resisténcia a meticilina.

Ja foram descritos diferentes alotipos de SCCmec, variando do tipo
I ao tipo VI. Esta classificacdo depende das caracteristicas dos
complexos mec e ccr que eles possuem (HIRAMATSU et al., 2001; ITO
et al., 2003; ITO et al., 2004; OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE LENCASTRE,
2006). O gene mec é composto pela seqiéncia de insercdo 1S431mec,
mecA, e os genes regulatérios mecR1 e mecl. Desta forma, os
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complexos mec sao organizados em diferentes classes, dependendo de
sua estrutura: classe A (IS431-mecA-mecR1-mecl); classe B (IS431-
mecA-AmecR1-1S1272); classe C (IS431-mecA-AmecR1-1S431) e classe
D (IS431-mecA-AmecR1). Existem 4 alotipos para cada gene ccrA e ccrB
( ccrAl1, ccrA2, ccrA3, e ccrA4 para ccrA, e ccrB1, ccrB2, ccrB3, e ccrB4
para ccrB) e ainda, uma recombinase recentemente descrita, a ccrC
(ITO et al.,2004). Estas regides sao utilizadas como alvos para tipagem
molecular e polimorfismos nestas regides, particularmente na regiao
“downstream” aos genes ccrAB (regiao J]1), definem subtipos ou
variantes de SCCmec (OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006).

O SCCmec tipo I (composto de complexo de gene mec classe B e
complexo ccr tipo 1) ndo carreia nenhum gene de resisténcia além do
mecA. Os SCCmec tipo II (composto de complexo de gene mec classe A
e complexo ccr tipo 2) e SCCmec tipo III (composto de complexo de
gene mec classe A e complexo ccr tipo 3) carreiam multiplos genes de
resisténcia e o mecA (ITO et al., 2001). O SCCmec tipo IV, o menor dos
elementos SCCmec descritos (composto de complexo de gene mec
classe B e complexo ccr tipo 2), ndao carreia outros genes de resisténcia
além do mecA. Além disso, ele possui alguns subtipos (IVa, IVb, IVc e
IVd), baseando-se na sua regiao J (parte do SCCmec “downstream” aos
genes mec e ccr), sugerindo que seja altamente transmissivel. O
SCCmec tipo V é um pouco maior que o tipo IV, mas ndo chega a ser do
tamanho do tipo I. Este elemento (composto de complexo de gene mec
classe A e complexo ccrC) possui apenas mecA como gene de
resisténcia a antibioticos (ITO et al., 2004; HANSSEN & SOLLID, 2006).
O ultimo SCCmec descrito, tipo VI (composto por complexo de gene mec
classe B, complexo ccr tipo 4 e uma regidao J1 caracteristica) nao carreia
outros genes de resisténcia além do mecA (OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE
LENCASTRE, 2006).
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Os elementos SCCmec dos tipos I, II e III tém sido mais isolados
de infeccOes com origem hospitalar, especialmente o tipo III. Os tipos IV
e V costumam ser mais encontrados em infeccdes comunitarias
(HIRAMATSU et al., 2001; ITO et al., 2003). Entre as cepas
comunitarias prevalece o SCCmec IV (RIBEIRO et al., 2005). Os clones
com o SCCmec tipo VI foram isolados em um hospital pediatrico em
Portugal (OLIVEIRA, MILHEIRICO & DE LENCASTRE, 2006).

O MRSA foi considerado por muito tempo um patdégeno
tipicamente hospitalar. Em 1998, cepas de MRSA representavam 40%
das amostras de S. aureus isoladas de hospitais nos Estados Unidos
(GROOM et al., 2001) e, atualmente, significam de 28 a 37,8% das
amostras de S. aureus isoladas de hospitais no Brasil (SADER et al.,
2004; BRITES, SILVA & SAMPAIO-SA, 2006). No entanto, o aumento de
casos de S. aureus resistentes a meticilina adquiridos na comunidade
(CA-MRSA) vem sendo descrito desde a década de 1980 e alterou este
conceito (EADY & COVE, 2003).

Alguns estudos especificos demonstram que certos fatores como
hospitalizagdo recente, contato intimo com individuos que tenham sido
hospitalizados, ou antibioticoterapia prévia nao estdo relacionados aos
casos de infeccoes por CA-MRSA (GROSS-SCHULMAN et al., 1998;
L'HERITEAU et al., 1999). A exposicao direta ou indireta a um ambiente
hospitalar, no qual amostras de MRSA podem ser encontradas, e outros
fatores de risco tipicamente associados com a colonizagao por MRSA nao
estdo presentes em muitos dos relatos, nos quais MRSA parece ter sido
adquirido de individuos colonizados da prépria comunidade. Um perfil
mais amplo de susceptibilidade aos antimicrobianos, observado nestas
amostras de CA-MRSA ¢, também, evidéncia de uma possivel origem
comunitaria (CHAMBERS, 2001).

Ja foi sugerido que o MRSA nosocomial dificilmente consegue se
estabelecer na comunidade devido a lentiddo no seu processo de
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replicacao celular, o que selecionaria negativamente estas amostras,
restringindo-as ao meio hospitalar (ROBINSON & ENRIGHT, 2003).
Cepas com SCCmec tipo IV, V e VI tém menor custo para a sua
manutencao porque carreiam apenas genes estruturais e regulatérios
para a resisténcia a meticilina, e os genes da recombinase para mover o
elemento. Por outro lado, SCCmec tipos I a III carreiam genes
adicionais, como os de resisténcia a antibidticos nao B-lactamicos e a
metais pesados. A possibilidade das cepas com SCCmec tipos IV-VI
apresentarem resisténcia a meticilina (importante diferencial), e ainda
de se multiplicaremm com mais rapidez (devido ao pequeno tamanho
desses elementos) as torna capazes de competir na comunidade,
inclusive na microbiota normal de seres humanos (MA et al., 2002). No
entanto, a falta de genes de resisténcia a antibidticos, teoricamente,
dificultaria o estabelecimento de CA-MRSA em ambiente hospitalar,
devido a intensa administracao de diferentes antimicrobianos neste meio
(CARLETON et al., 2004). Fato curioso é que alguns clones de CA-MRSA
do tipo IV, estao se propagando de forma acelerada em hospitais do
mundo inteiro (SA—LEAO et al., 1999; MCDOUGAL et al., 2003; HALLIN
et al., 2007; PATEL et al., 2008).

Os clones de MRSA estao totalmente disseminados pelo mundo.
Em um estudo de caracterizagao de 3.067 amostras de MRSA isoladas
de hospitais da Europa, América Latina e Estados Unidos, foi concluido
que 70% de tais amostras poderiam ser classificadas em 5 tipos clonais
bem descritos: Clone Ibérico, Clone Brasileiro, Clone Hungaro, Clone
Nova Iorque/laponés e Clone Pediatrico (OLIVEIRA, THOMASZ & DE
LENCASTRE, 2001). Modelos matematicos tém demonstrado que CA-
MRSA possui grande potencial para se tornar endémico na comunidade,
o0 que complicaria o controle de MRSA em hospitais (KLUYTMANS-
VANDENBERGH & KLUYTMANS, 2006).
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Herold e colaboradores, em 1998, publicaram um estudo,
realizado em Chicago, sobre a taxa de infeccbes por CA-MRSA em
criangas sem risco prévio e obtiveram dados como um aumento de 25%
para 62,5% do numero de amostras deste microrganismo em coletas
realizadas em 1988-1990 e 1993-1995, respectivamente.

Recentemente, foram descritos, por Ribeiro e colaboradores
(2005), os primeiros casos de infecgdes envolvendo cepas de CA-MRSA
no Brasil. Neste estudo, realizado com cinco amostras de diferentes
individuos sem risco prévio aparente, foi verificado que quatro destas
possuiam perfis genéticos relacionados, quando analisados pelo método
PFGE. Ao serem submetidas ao método “Multilocus Sequence Typing”
(MLST), verificou-se que o tipo de CA-MRSA que estava se disseminando
no Brasil era originario de um clone vindo da Australia.

Os fatores de risco para a aquisicao de CA-MRSA sao
desconhecidos (RIBEIRO et al., 2005), enquanto que exposicao ao
ambiente hospitalar ou individuos hospitalizados sao considerados os
principais fatores de risco para aquisicao de MRSA adquirido em
hospital, ou HA-MRSA (CHAMBERS, 2001).

Cepas de CA-MRSA podem causar infeccdes brandas, acometendo
a pele e os tecidos moles (EADY & COVE, 2003), e também,
comprometer o paciente de forma mais grave, originando bacteremias e
pneumonias severas. Os casos de pneumonia por CA-MRSA podem ser
fatais e estdo associados a PVL, por sua capacidade de necrose
pulmonar (VANDENESCH et al., 2003).

Muito se tem pesquisado na busca de um marcador comum a
todas as cepas de CA-MRSA. Ainda nao foi descrito um que esteja
presente em todas elas, a nao ser o préprio elemento SCCmec
determinante da caracteristica de resisténcia a meticilina e sem os
demais genes de multirresisténcia. Como ja mencionado, muitas cepas
de CA-MRSA vém apresentando os genes para a PVL, raramente
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encontrados em cepas de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA). No
entanto, ndao se pode determind-los como marcadores estaveis. Alguns
pesquisadores chegaram a sugerir que CA-MRSA tenha surgido da
insercao do elemento mec do tipo IV em uma cepa de MSSA que
apresentava a PVL, hipdtese altamente vantajosa para os clones que
apresentam ambas as caracteristicas (EADY & COVE, 2003).

Em um estudo realizado na Franca, foi demonstrada essa selegao
positiva de clones de CA-MRSA contendo PVL. Apesar de haver um clone
que predominava, foram descritas diferentes linhagens de
microrganismos em cada um dos trés continentes pesquisados (América
do Norte, Europa e Oceania). Os responsaveis por este estudo
sugeriram que a disseminagao clonal das cepas de CA-MRSA seja pouco
provavel. Segundo eles, € bem possivel que tenha havido co-evolugao
de cepas de CA-MRSA e, estas, pelo background genético ndo parecem
ter se originado de MRSA adquiridas em hospitais locais (VANDENESCH
et al., 2003). No entanto, dados mais recentes sugerem o contrario,
devido a predominancia de certo clone em diferentes partes do mundo
(RIBEIRO et al., 2005).

E necessdrio que haja um maior nimero de estudos na
comunidade para que melhor se possa compreender a ecologia,
patofisiologia e epidemiologia do carreamento nasal e infecgdes por S.
aureus. Com dados desta natureza, podem-se desenvolver estratégias e
tomar medidas preventivas que visem solucionar o problema das altas
taxas de MRSA em hospitais e evitar que infeccoes por CA-MRSA se
expandam ainda mais (WERTHEIM et al., 2005).
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OBJETIVOS

Os estudantes da Escola de Enfermagem da UFRJ sdo oriundos de

diversas partes da cidade e do estado do Rio de Janeiro. A pesquisa de

portadores nasais de S. aureus entre estes estudantes pode refletir a

taxa de colonizacao da populacdao fluminense. O conhecimento dos

clones de S. aureus circulantes na comunidade é fundamental para a

investigacdo do processo de aquisicao de resisténcia a meticilina entre

cepas que hoje sao sensiveis. Sendo assim, este estudo apresentou os

seguintes objetivos:

a

Determinar a taxa de colonizacao por S. aureus em estudantes do
curso de graduacdo em enfermagem, dos primeiros periodos (que
ainda nao freqlientam hospitais) e entre os que cursam os ultimos
periodos (ja estagiando em hospitais);

Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos entre
as amostras isoladas;

Caracterizar as cepas MRSA através da tipagem do SCCmec;
Pesquisar presenca de leucocidina Panton-Valentine entre col6nias
de MRSA;

Comparar a prevaléncia de MRSA entre a comunidade que
mantém e a que nao mantém contato académico com o ambiente
hospitalar;

Pesquisar, através de PFGE, a diversidade genética entre col6nias
isoladas de um mesmo espécime clinico, no caso de confirmacao
de MRSA;

Verificar a diversidade genética entre as amostras de S. aureus
isoladas dos diferentes estudantes, através de PFGE;

Avaliar possiveis fatores de risco para a colonizacdo por S. aureus

e para a aquisicao de CA-MRSA.
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MATERIAL E METODOS

I. DESENHO DO ESTUDO

Dados demograficos e “swabs” nasais foram coletados de dois
grupos de estudantes do curso de graduacao em Enfermagem e
Obstetricia da UFR]. O primeiro grupo foi composto por estudantes que
freqientavam o ciclo basico e ainda ndo haviam tido contato
académico com o ambiente hospitalar - o que ndo exclui a
possibilidade de alguns destes ja trabalharem em hospitais. O segundo
grupo compreendeu estudantes dos ultimos periodos do curso que ja
tinham contato com o ambiente hospitalar. A coleta foi realizada entre
0s meses de junho de 2005 e novembro de 2006.

Foram obtidos 301 espécimes clinicos no total, dos quais 201 eram
de estudantes do primeiro grupo e 100, de estudantes do segundo
grupo. As amostras de S. aureus isoladas foram caracterizadas através
de testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, triagem para a
pesquisa de resisténcia a meticilina, reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) para se verificar a presenca dos genes mecA e lukS-PV-lukF-PV, e

PFGE para estudos de diversidade genética.

II.COLETA DO ESPECIME CLINICO

Apos a obtencdao do termo de consentimento livre e esclarecido
(anexo I), os estudantes responderam a um questionadrio (anexo II)
visando a obtencao de informacdes epidemioldgicas como idade, sexo,
periodo do curso que freqientam, doenca pré-existente, hospitalizacao

prévia, contato com paciente hospitalizado, uso de antibiético, uso de
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corticosterdide nasal ou oral, residéncia com individuos que tenham
contato com hospitais e residéncia com criangas. Apds o preenchimento
do questionario, os espécimes foram coletados das narinas dos
individuos com o auxilio de um “swab” esterilizado umedecido em
solugao salina fisioldgica, o qual foi processado no laboratério em, no

maximo, duas horas.

III. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BACTERIANA

O isolamento de S.aureus foi feito a partir da semeadura do
material contido no “swab” em meio de agar manitol salgado (Difco,
Detroit, EUA) e incubacao em aerobiose a 35 °C durante 24-48 horas.

Cinco colbnias fermentadoras de manitol foram isoladas e
repicadas para placas contendo meio “Tryptcase Soy Agar” (TSA, Difco,
Detroit, EUA). As colOnias re-isoladas foram submetidas a coloragao de
Gram e os cocos Gram-positivos submetidos ao teste da catalase.
Quando catalase-positivas, as colOonias suspeitas foram identificadas
através do teste da coagulase (WINN JR. et al., 2006). Apds a
identificacao, as amostras foram estocadas em leite desnatado (10%,
Molico, Nestlé) adicionado de glicerol (10%) a -20 °C.

IV. SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

IV. 1. Teste de difusao em agar

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada através do

método de difusdao em &gar, seguindo as recomendacdes do National
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Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2004) e do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006).

Para o preparo do indculo algumas coldnias bem isoladas foram
selecionadas do meio contendo cultura pura do microrganismo em
estudo. Tais colbnias foram transferidas para um tubo contendo salina
estéril e a turbidez da suspensao obtida foi ajustada de acordo com a
escala 0,5 de McFarland (NCCLS, 2004).

Um “swab” estéril foi embebido na suspensado contendo o indculo e
semeado na superficie do agar Mueller-Hinton, a fim de se formar um
tapete de bactérias sobre toda a superficie do agar. Em seguida, apds
um tempo de espera de trés a cinco minutos com a placa entreaberta,
foram depositados, com o auxilio de uma pinca estéril, os discos de
papel de filtro contendo concentracdes padronizadas de antibidticos
(NCCLS, 2004).

Os agentes antimicrobianos testados foram: cefoxitina (30ug),
clindamicina  (2upg), ciprofloxacina (5ug), clorafenicol (30ug),
eritromicina (15pg), gentamicina (10ug), nitrofurantoina (300ug),
norfloxacina (10ug), oxacilina (1pg), penicilina G (10 UI), rifampicina
(5ung), sulfazotrim (25pg), tetraciclina (30pg), trimetoprim (5pg) e
vancomicina (30ug), obtidos da CECON (Sao Paulo, Brasil), e linezolida

(30ng), obtida da Oxoid (Basingstoke, Hants, Inglaterra).

A cepa padrao S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle

dos testes.

IV. 2. Teste de triagem para resisténcia a oxacilina

Para triagem de microrganismos resistentes a meticilina, a
observacdo de resisténcia a oxacilina e cefoxitina foi utilizada como

parametro no teste de disco-difusdo.
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A susceptibilidade a meticilina foi, também, verificada pelo teste
de triagem para resisténcia a oxacilina recomendado pelo NCCLS
(2004).

Algumas colbnias bem isoladas foram selecionadas do meio
contendo cultura pura do microrganismo em estudo para o preparo do
indculo. Tais coldnias foram transferidas para um tubo contendo salina
estéril e a turbidez da suspensao obtida foi ajustada de acordo com a
escala 0,5 de McFarland (NCCLS, 2004).

Um “swab” estéril foi embebido na suspensao contendo o indculo
e, com ele, foi feito um “spot” de 15 mm de diametro na placa de agar
Mueller-Hinton adicionada de NaCl a 4% e 6 pg/mL de oxacilina. As
placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C. Qualquer crescimento na
placa indicou resisténcia a oxacilina (NCCLS, 2004). As cepas utilizadas
como controle foram USA100 para o positivo e ATCC 25923 para o

controle negativo.

V. DETECCAO DO GENE DE RESISTENCIA A METICILINA (mecA) E
CARACTERIZACAO DO CASSETE CROMOSSOMICO
ESTAFILOCOCICO mec (SCCmec)

V. 1. Extracao de DNA
A extracdao de DNA foi realizada pelo método de lise térmica
descrito por Pacheco e colaboradores (1997), com algumas
modificacdes. As amostras foram semeadas em meio de agar sangue e
incubadas a 37 °C em aerobiose durante 24 horas. A partir deste
crescimento, foi preparada uma suspensao em 3,0 mL de tampao TE
[(Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM (pH 8,0)]. Uma aliquota da
suspensao foi diluida dez vezes em agua destilada para determinacao da
densidade 6tica (DO) no comprimento de onda de 600 nm. Para a DO de
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0,04, um volume de 200 pL da suspensdao original foi centrifugado a
12.000 x g por 2 minutos. Apods o descarte do sobrenadante, 200 pL de
tampao TE foram adicionados ao sedimento e esta nova suspensao
submetida a fervura por 10 minutos. Em seguida, a suspensao foi
centrifugada e, o sobrenadante, separado para ser utilizado como fonte
de DNA nas reacdoes de amplificagdao. A cepa controle utilizada nesta
etapa foi a ATCC 25923.

V. 2. Amplificacao do gene mecA e tipagem do SCCmec

A deteccao do gene mecA e a caracterizagao do SCCmec foram
realizadas em uma Unica reacdo de PCR segundo Zhang e colaboradores
(2005), com algumas modificacoes.

As reagbes consistiram de um volume final de 25 pL contendo: 50
mM de KCI, 20 mM de Tris-HCIl (pH 8,4), 1 mM de MgCl,, 100 mM de
cada nucleotideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), concentracdes
especificas de cada iniciador, 2U de Tag polimerase e 2 puL do extrato de
DNA (todos os reagentes, exceto os iniciadores, foram obtidos da
Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil). Foram utilizados os seguintes
iniciadores, especificos para o gene mecA e para os tipos e subtipos de
SCCmec I, 11, 111, IVa, 1IVb, IVc, IVd e V, e nas seguintes concentragoes:

o mecA: 5'-GTGAAGATATACCAAGTGATT-3" e

5'-ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT-3' (46 nM, cada);
o SCCmec I: 5'-GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG-3' e
5'-GTTCTCTCATAGTATGACGTCC-3'(48 nM, cada);

a SCCmec II: 5'-CGTTGAAGATGATGAAGCG-3' e
5'-CGAAATCAATGGTTAATGGACC-3' (32 Nm, cada);

o SCCmec III: 5'-CCATATTGTGTACGATGCG-3" e
5'-CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG-3’ (40 nM, cada);

o SCCmec IVa: 5'-GCCTTATTCGAAGAAACCG-3' e
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5'-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG-3’ (104 nM, cada);
a SCCmec IVb: 5-TCTGGAATTACTTCAGCTGC-3' e
5'-AAACAATATTGCTCTCCCTC-3' (92 nM, cada);
a SCCmec IVc: 5-ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC-3' e
5-TTGGTATGAGGTATTGCTGG-3' (78 nM, cada);
a SCCmec IVd: 5-CTCAAAATACGGACCCCAATACA-3' e
5'-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG-3’ (280 nM, cada);
a SCCmec V: 5'-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG-3' e
5-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC-3’ (60 nM, cada)

(todos obtidos da Imprint, Campinas, SP, Brasil).

As reacdes de amplificagao foram realizadas no termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied BioSystems, Foster City, CA,
Estados Unidos) e consistiram de 10 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 65
°C por 45 segundos e 72 °C por 1,5 minuto, seguidos por 25 ciclos de 94
°C por 45 segundos, 55 °C por 45 segundos e 72 °C por 1,5 minuto.
Uma etapa de desnaturacdo inicial de 95 °C por 5 minutos e uma de

extensdo final de 72 °C por 10 minutos foram realizadas.

A visualizacdo dos produtos foi realizada através da eletroforese
em gel de agarose a 2% (Ultrapure, Invitrogen) em tampao TBE 0,5X
(0,05 mM de Tris, 1,25 mM de EDTA, 0,05 M de acido boérico) a 110 V. O
gel foi submerso em solucdo contendo brometo de etidio 0,5 ug/mL e
observado sob luz ultra violeta. Um marcador de 100 pb (Invitrogen) foi
utilizado para estimar o tamanho dos produtos obtidos. Os tamanhos
dos produtos da amplificacao esperados eram de: 147 pb (mecA), 613
pb (SCCmec I), 398 pb (SCCmec II), 280 pb (SCCmec III), 776 pb
(SCCmec 1Va), 493 pb (SCCmec 1Vb), 200 pb (SCCmec 1Vc), 881 pb
(SCCmec 1Vd) e 325 pb (SCCmec V). As cepas controles utilizadas
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foram USA100, para SCCmec II, HU25 para SCCmec III e WB45 para
SCCmec 1Va.

VI. DETECCAO DOS GENES PARA LEUCOCIDINA PANTON-
VALENTINE (/lukS-PV-lukF-PV)

VI. 1. Extragcdao de DNA

A extracao do DNA foi realizada como descrito no item V.1.

VI. 2. Amplificacdao do gene IukS-PV-lukF-PV

A deteccao dos genes que codificam a leucocidina Panton-
Valentine foi realizada como descrito por von Eiff e colaboradores
(2004), com algumas modificacoes.

A reagao consistiu de um volume de 25 pL contendo: 50 mM de
KCl, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada
nucleotideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 500 nM de cada
iniciador, 0,5U de Tag polimerase e 2 UL do extrato de DNA (todos os
reagentes, exceto os iniciadores foram obtidos da Invitrogen). Os
iniciadores utilizados foram 0s seguintes: 5’-
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3" e 5'-GCATCAATGTATTGG
ATAGCAAAAGC-3'.

As reacOes de amplificacdo consistiram de 30 ciclos de 95 °C por 1
minuto, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, além de uma etapa de
desnaturacdo inicial de 95 °C por 2 minutos e uma de extensdo final de
72 °C por 10 minutos. A cepa de S. aureus 065 foi utilizada como

controle positivo. A visualizacao dos produtos foi realizada como descrito
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no item V.2. O tamanho dos produtos da amplificacdo esperado foi de
433 pb (lukS-PV-IukF-PV).

VII. ANALISE DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DO DNA
GENOMICO (PFGE)

A diversidade genética das amostras de S. aureus foi determinada
pela andlise dos perfis de fragmentacdao do DNA gendmico, através do
método de PFGE, segundo Rabello e colaboradores (2005), com algumas
modificagdes.

As amostras de S. aureus foram semeadas em placas contendo o
meio TSA e incubadas a 37 °C por 24 horas. A partir deste crescimento,
foi preparado um indculo com 500 pL de tampao PIV (NaCl 1,0 M, Tris-
HCL 10 mM, pH 7,6) com turvagao equivalente ao grau 8 da escala de
Mc Farland. Este indculo foi misturado a um volume igual de agarose de
baixa temperatura de fusao (Nu Sieve GTG Agarose, FMC BioProducts,
Filadélfia, PA, EUA) a 2% em PIV e distribuido em moldes para a

obtencao de blocos.

ApOs resfriamento dos blocos a 4° C, estes foram tratados com
uma solucao de lise (NaCl 1 M, EDTA 100 mM, Brij-58 0,5%,
desoxicolato de sodio 0,2%, N-lauril-sarcosina 0,5%, Tris-HClI 6 mM, pH
7,5) contendo 20 pg/mL de lisostafina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e

incubados a 37 °C por 18 a 24 horas sob suave agitacao.

A solucao de lise foi substituida por 2,0 mL de solucdo ES (EDTA
0,5 M, N-lauril-sarcosina 1%) contendo 0,1 mg/mL de proteinase K

(Sigma) e incubada a 50 °C por 18 a 24 horas.
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Apds incubacdo, os blocos foram lavados com 3,0 mL de tampao
TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 0,1 mM) 7 vezes, e incubados a 37 °C

nos intervalos, por uma hora, sob suave agitacao.

Posteriormente, 3 blocos de cada amostra foram tratados com 200
ML da solugcdo tampao especifica para a enzima de restricdo Smal
(Boehringer Mannheim, Indiandapolis, IN, EUA) a 25 °C durante 1 hora
(20 pL de tampdo A 10X concentrado + 180 pL de H,O milliQ estéril). O
tampao foi removido e adicionado novo tampdo, em mesma quantidade,
contendo 20 U de Smal, sendo os blocos incubados a 26 °C por 18 a 24

horas.

O tampao contendo Smal foi removido e os blocos de agarose
foram fundidos a 72 °C para posterior aplicagdo em gel de agarose a 1%
(SeaKem GTG Agarose, FMC BioProducts) em tampao TBE 0,5X (Tris
0,05 M, EDTA 1,25 mM e acido bérico 0,05 M).

Os fragmentos obtidos pela digestao com a enzima Smal foram
separados por PFGE no equipamento CHEF DR III (Bio Rad). A
eletroforese foi realizada com os seguintes parametros: tempo de pulso
crescente de 2 a 35 segundos por 21 horas a 6 V/cm na temperatura de
13 °C. Os fragmentos de DNA foram corados com brometo de etidio (0,5
Mg/mL) e visualizados sob luz ultravioleta. Um marcador padrao foi
utilizado para a observacao do tamanho dos fragmentos obtidos (50-
1.000 Kb Pulse-Marker, Sigma).

Inicialmente, a analise dos resultados foi realizada visualmente
seguindo os critérios recomendados por Tenover e colaboradores
(1995). As amostras com o mesmo perfil de bandas foram designadas
como um mesmo tipo, com diferencas de bandas de uma a trés como
proximamente relacionadas, com diferencas de bandas de quatro a seis

como possivelmente relacionadas e com diferencas de bandas de sete
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ou mais como diferentes tipos. Posteriormente, foi realizada a analise
computadorizada, utilizando-se o programa “Gel Compar II” (Applied
Maths, Kortrijk, Bélgica). Os calculos da matriz de similaridade dos
perfis encontrados foram realizados pelo coeficiente de Dice e o
dendrograma gerado pelo método de “Unweighted Pair Group Method
Using Arithmetic Averages” (UPGMA).

VIII. ANALISE ESTATISTICA

As diferengas entre os grupos estudados foram avaliadas usando o
teste do X de Yates ou o teste exato de Fisher bicaudal para o calculo
do valor de p. Estas analises bivariadas foram empregadas utilizando o
programa Epilnfo versao 3.3.2 (fevereiro de 2005) para identificar os
fatores de risco associados a colonizacdo por S. aureus sensivel ou

resistente a meticilina.

IX. RECURSOS

O estudo envolveu a presenca de um membro entrevistador, o
qual, apds explicar todo o projeto, entregou ao estudante o termo de
consentimento livre e esclarecido e, apds a concordancia e assinatura
por parte do estudante, realizou a entrevista (questiondrio, anexo II).
Apds a entrevista outro membro realizou a coleta do espécime clinico.

O material de consumo para realizagcao do estudo foi fornecido

através do projeto universal do CNPqg concedido a Prof.2 Angela Castro e
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através de sua cota na participacao do projeto MCT/PRONEX implantado

no Instituto de Microbiologia.

X. ASPECTOS ETICOS

Apenas os estudantes que assinaram o termo de compromisso
livre e esclarecido foram incluidos no estudo. A participacdao ou ndo no
estudo ndo acarretou em nenhum beneficio ou prejuizo para os
estudantes. O nome do estudante constou apenas nos termos de
consentimento, os quais foram mantidos em sigilo. No banco de dados e
no questionario, os estudantes foram apenas identificados por cédigos,
resguardando-se sua identidade pessoal.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ, com o numero
073/05-CEP.
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RESULTADOS

I. ESPECIMES CLINICOS

Foram coletados 301 espécimes clinicos nasais de estudantes de
graduacdao em Enfermagem e Obstetricia da Universidade Federal do Rio
de Janeiro. Tais estudantes responderam a um questionario, visando a
obtencdo de informacdes epidemioldogicas para a pesquisa, e foram
submetidos a coleta através da utilizacdo de um “swab” nasal.

Os estudantes que participaram da pesquisa pertenciam a dois
grupos distintos: um grupo que ainda nao havia tido contato académico
com o ambiente hospitalar (primeiros periodos do curso), e outro grupo
que ja tinha pratica em hospitais (Ultimo periodo). Foram obtidos 201
espécimes clinicos de estudantes do primeiro grupo e 100 de estudantes
do segundo grupo.

Foi montado um banco de dados no programa Epilnfo 3.2.2.,

baseado no questionario respondido pelos estudantes avaliados.

II. ISOLAMENTO DE S. aureus

S. aureus foi isolado de 118 (39,2%) dos 301 espécimes clinicos
totais (Fig. 1). Entre os estudantes pertencentes ao primeiro grupo de
estudantes foram obtidas 85 amostras (42,3%) de S. aureus dentre os
201 espécimes isolados (Fig. 2). No segundo grupo, S. aureus foi isolado
de 33 dos 100 espécimes clinicos analisados (33%), como mostra a
figura 3. A andlise estatistica demonstrou que nao houve diferenca
significativa entre a colonizacdo por S. aureus nos dois grupos de

estudantes avaliados (p> 0,05). Da mesma maneira os valores de p
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foram sempre maiores que 0,05 quando se relacionou a presenca de S.
aureus aos seguintes parametros: sexo, raga, contato com paciente
hospitalizado, hospitalizacdo prévia e convivéncia com animais
domésticos. No entanto, obtiveram-se valores de p menores que 0,05
quando se relacionou a presenca de S. aureus a utilizacao recente de
antibidticos e trabalho ou estagio em hospitais (Tabela 1). Nao foi
observada nenhuma relagdao existente entre colonizacao por MRSA e os
seguintes parametros: sexo, raca, uso de antibiotico nos ultimos seis
meses, contato com paciente hospitalizado, hospitalizacdo prévia,
trabalho ou estagio em hospital e convivéncia com animais domésticos
(Tabela 2).

III. UTILIZAGCAO DAS AMOSTRAS NA PESQUISA

A partir de cada estudante voluntario ao estudo, foi obtido um
unico espécime clinico. Este foi semeado em placa contendo manitol-
salgado, de onde cinco colonias suspeitas de S. aureus (com
caracteristicas morfoldgicas semelhantes) foram isoladas e repicadas em
placas contendo meio TSA, para se seguirem os testes de identificacao.
Cada espécime clinico que originou colbnias positivas para S. aureus foi
chamado de amostra.

Nem sempre foi possivel isolar cinco colbénias semelhantes,
suspeitas, da mesma amostra. Por outro lado, em alguns casos, foram
isoladas até 15 coldnias de uma Unica amostra, ja que esta apresentava
trés tipos de colonias suspeitas com caracteristicas morfoldgicas
distintas.

Por este motivo, foi isolado um total de 675 col6nias das 118

amostras de S. aureus obtidas dos estudantes.
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IV. SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

IV. 1. Teste de difusao em agar

Todas as 675 colonias, isoladas dos 118 espécimes clinicos obtidos
de estudantes colonizados por S. aureus, foram submetidas ao teste de
disco-difusdo para os antibiéticos recomendados pelo manual do CLSI
(2006) e foram encontrados 17 diferentes perfis de sensibilidade (Tabela
3). Cada colbnia analisada apresentou-se sensivel a maioria dos
antibidticos testados.

Entre as 675 colbnias submetidas ao teste de disco-difusao,
15,7% apresentaram-se sensiveis a todos os agentes antimicrobianos
testados. O antimicrobiano para o qual foi obtido o maior indice de
resisténcia foi a penicilina: 74,6% das colonias. Também foi verificada
resisténcia as seguintes drogas: eritromicina (21,2%), tetraciclina
(10,2%), gentamicina (3,7%), clindamicina (2,7%), cefoxitina (2,4%),
oxacilina (2,4%), trimetoprim (1,8%), sulfazotrim (0,9%) e clorafenicol
(0,1%). Todas as colbnias foram sensiveis aos seguintes
antimicrobianos: ciprofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina,
rifampicina, vancomicina e linezolida (Fig. 4).

Entre as 494 colOnias provenientes de amostras de estudantes dos
primeiros periodos do curso (sem contato académico com o ambiente
hospitalar), o antimicrobiano para o qual a maioria apresentou
resisténcia foi a penicilina (73,9%), seguido pela eritromicina (19,8%) e
pela tetracilcina (9,3%). Foi, ainda, verificada resisténcia as seguintes
drogas: cefoxitina (2,3%), oxacilina (2,3%), gentamicina (1,8%),
trimetoprim (1,4%), sulfazotrim (1,2%), clindamicina (0,2%) e
clorafenicol (0,2%). Todas as colGnias deste primeiro grupo de
estudantes foram  sensiveis aos seguintes antimicrobianos:
ciprofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina, rifampicina, vancomicina e
linezolida (Fig. 5).
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Dentre as 181 col6nias obtidas de amostras de estudantes do
ultimo periodo do curso, 79% apresentaram resisténcia a penicilina. Foi
observada resisténcia a outros antimicrobianos também: eritromicina
(25,4%), tetraciclina (11%), clindamicina (9,4%), cefoxitina (2,8%) e
oxacilina (2,8%). Ndao houve resisténcia aos seguintes antimicrobianos:
gentamicina, trimetoprim, sulfazotrim, clorafenicol, ciprofloxacina,
nitrofurantoina, norfloxacina, rifampicina, vancomicina e linezolida (Fig.
6).

Utilizando-se uma Unica colonia isolada de cada amostra, as
porcentagens referentes a cada grupo seriam semelhantes as da analise
de todas as col6nias. No entanto, foram observadas 11 amostras (9,3%)
que continham col6nias com perfis de susceptibilidade diferentes.

As colOnias representantes escolhidas foram as primeiras a serem
isoladas a partir do espécime clinico com colonias suspeitas. Entre as
118 amostras, verificaram-se taxas de resisténcia aos seguintes agentes
antimicrobianos: penicilina (76,3%), eritromicina (21,2%), tetraciclina
(11,9%), cefoxitina (3,4%), oxacilina (3,4%), clindamicina (2,5%),
trimetoprim (2,5%), gentamicina (1,7%), sulfazotrim (1,7%) e
clorafenicol (0,9%). Nao houve nenhuma amostra resistente aos
seguintes antimicrobianos: ciprofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina,
rifampicina, vancomicina e linezolida (Fig. 7).

Dentre as 85 amostras dos estudantes sem contato académico
com o ambiente hospitalar, as taxas de resisténcia foram as seguintes:
penicilina (75,3%), eritromicina (18,8%), tetraciclina (12,9%),
trimetoprim (3,6%), cefoxitina (3,5%), oxacilina (3,5%), gentamicina
(2,3%), sulfazotrim (2,3%) e clorafenicol (1,2%). Nenhuma amostra
apresentou resisténcia as seguintes drogas: clindamicina, ciprofloxacina,
nitrofurantoina, norfloxacina, rifampicina, vancomicina e linezolida (Fig.
8).
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Entre as 33 amostras obtidas de estudantes com contato
académico com o ambiente hospitalar, houve resisténcia aos seguintes
antimicrobianos: penicilina (78,8%), eritromicina (27,3%), clindamicina
(9,1%), tetraciclina (6,1%), cefoxitina (3%) e oxacilina (3%). As
amostras deste grupo foram sensiveis as seguintes drogas:
ciprofloxacina, clorafenicol, gentamicina, nitrofurantoina, norfloxacina,
rifampicina, sulfazotrim, trimetoprim, vancomicina e linezolida (Fig. 9).

Entre as colOnias resistentes a eritromicina, foram encontradas 87,
origindrias de 12 amostras, com fenotipo MLSg indutivo, e 18, de

quatro amostras, com fenotipo MLSg constitutivo.

IV. 2. Teste de triagem para resisténcia a oxacilina

Todas as colonias de S. aureus foram submetidas ao teste de
triagem para oxacilina, a fim de se confirmar, fenotipicamente, a
sensibilidade/ resisténcia a este antimicrobiano. Dentre as 675 col6nias,
16 apresentaram algum tipo de crescimento em placa de agar Mueller-
Hinton, adicionada de NaCl a 4% e 6 pg/mL de oxacilina, indicando
resisténcia. Tais colbnias foram as mesmas que apresentaram
resisténcia a oxacilina e a cefoxitina quando submetidas ao teste de
disco-difusao.

As 16 colonias resistentes a oxacilina correspondem a quatro
amostras dentre as 118 obtidas para este estudo. Destas, trés sao
oriundas de estudantes sem contato académico com o ambiente
hospitalar e, uma de estudantes com contato. Em uma dessas amostras
sO foi possivel obter uma Unica col6nia a partir da placa original. Nas

outras foram utilizadas as cinco colonias para a pesquisa.
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V. DETECCAO DO GENE DE RESISTENCIA A METICILINA (mecA) E
CARACTERIZACAO DO CASSETE CROMOSSOMICO
ESTAFILOCOCICO mec (SCCmec)

Foi realizado multiplex-PCR para as 16 colO6nias que apresentaram
resisténcia a oxacilina, no teste de disco-difusdo de antibidticos e na
triagem, a fim de se detectar o gene mecA e caracterizar o SCCmec.

Todas as col6nias apresentaram o gene mecA, o que as confirma
como sendo MRSA, e SCCmec do tipo IVa (Fig. 10).

VI. DETECCAO DOS GENES PARA LEUCOCIDINA PANTON-
VALENTINE (/lukS-PV-lukF-PV)

A PCR para a deteccao dos genes lukS-PV-lukF-PV foi realizada
utilizando-se as 16 colonias de MRSA. Nenhuma delas apresentou o

determinante genético para esta toxina.

VII. ANALISE DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DO DNA
GENOMICO (PFGE)

Todas as col6nias de MRSA foram submetidas a analise pelo PFGE
(Fig. 11). O dendrograma gerado (Fig. 12) aponta 100% de similaridade
entre as colonias de MRSA obtidas de uma mesma amostra. Observa-se,
também, que existe elevada proximidade genética entre amostras
obtidas de diferentes estudantes colonizados por MRSA: 68% de
similaridade entre as col6nias da Unica amostra de MRSA obtida de

estudante do ultimo periodo (que tinha contato académico com o
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ambiente hospitalar) e as col6nias obtidas dos estudantes dos primeiros
periodos (que nao tinham contato). A similaridade entre as amostras de
estudantes sem contato académico com o ambiente hospitalar foi ainda
mais alta, ultrapassando 70%. A partir de analise visual das bandas
geradas entre amostras desses estudantes, observa-se diferenca de 2
ou 3 bandas. Entre as amostras destes estudantes e do estudante com
contato académico com o ambiente hospitalar, foi verificada diferenca
de 7 bandas.

Em uma determinada amostra contendo, predominantemente,
colonias de MRSA, também foi encontrada uma col6nia de MSSA. O
dendrograma gerado a partir da similaridade entre estas col6nias (Fig.
13) apresentou 96,4% de proximidade genética entre a colénia MSSA e
as de MRSA. A diferenca visual dos dois perfis estd apenas em uma
banda.

Entre as amostras de MSSA, apenas uma colonia representante de
cada foi submetida a analise pelo PFGE. Esta col6nia representante é a
mesma utilizada na pesquisa de susceptibilidade a antimicrobianos com
apenas uma colonia de cada amostra. Foi gerado um dendrograma
geral, incluindo os perfis de bandas obtidos destas coldénias de MSSA e
uma col6nia representante de cada amostra de MRSA (Fig. 14). Foi
observada uma elevada diversidade genética entre as amostras obtidas
neste estudo. Uma amostra de MRSA (118B;) apresentou 100% de
similaridade com outras de MSSA (26A; e 78B;).
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Tabela 1 - Analise bivariada das variaveis relacionadas a aquisicao de S.

aureus por estudantes do curso de Enfermagem da UFRJ.

Estudantes: N (%)

Variavel Colonizados Nao colonizados OR (IC95%) p

(n =118) (n =183)
Género (fem)

100 (84,7) 166 (90,7) 0,57 (0,27-1,22) 0,16
Etnia branca

64 (54,2) 109 (59,6) 0,82 (0,50-1,35) 0,48
Etnia p/m* e negra

48 (40,7) 66 (36,1) 1,22 (0,73-2,01) 0,49
Uso de antibidtico (6
meses) 32 (27,1) 75 (41) 0,54 (0,31-0,91) 0,02
Uso de corticdide (6
meses) 13 (11) 19 (10,4) 0,65 (0,28-1,46) 0,34
Trabalho ou estagio em
hospital (6 meses) 39 (33,1) 85 (46,4) 0,57 (0,34-0,95) 0,03
Hospitalizacdo prévia

10 (8,5) 13 (7,1) 1,21 (0,47-3,07) 0,83
Contato com paciente
hospitalizado 62 (52,5) 107 (58,5) 0,79 (0,48-1,29) 0,37
Contato domiciliar com
animais 77 (65,2) 122 (66,6) 0,94 (0,56-1,58) 0,90

* Etnia p/m: etnia parda ou morena

OR: “Odds Ratio” ou razao de possibilidades

IC: Intervalo de confianga
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Tabela 2 - Andlise bivariada das variaveis relacionadas a aquisicao de

MRSA por estudantes universitarios

Estudantes: N (%)

Variavel Colonizados Nao colonizados OR (IC95%) p
(n =4) (n =297)

Género (fem)

4 262 indefinido 1
Etnia branca

2 171 0,74 (0,07-7,42) 1
Etnia p/m* e negra

2 112 1,65 (0,16-16,65) 0,63
Uso de antibidtico (6
meses) 0 107 0,00 (0,00-2,78) 0,30
Uso de corticdide (6
meses) 0 32 0,00 (0,00-13,38) 1
Trabalho ou estagio em
hospital (6 meses) 2 122 1,43 (0,14-14,45) 1
Hospitalizacdo prévia

0 22 0,00 (0,00-20,69) 1
Contato com paciente
hospitalizado 4 165 indefinido 0,13
Contato domiciliar com
animais 3 196 1,55 (0,14-39,06) 1

* Etnia p/m: etnia parda ou morena

OR: “Odds Ratio” ou razao de possibilidades

IC: Intervalo de confianga
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Tabela 3 - Perfis de susceptibilidade a agentes antimicrobianos entre as

675 colonias de S. aureus

Enfermagem da UFRJ.

isoladas de estudantes do curso de

% de colbnias de S. aureus resistentes aos antimicrobianos

Antibicticos Grupo 1 (a) Grupo 2 (b) Total (c)
PEN 55,5 53,6 55
ERI 8,7 55 7.8
PEN e ERI 59 4,4 55
PEN, ERI e TET 4 55 4.4
PENeTET 2,4 55 3,3
PEN, ERI e CLI 0 7,9 19
PEN, OXA e CEF 1,2 2,8 1,6
PEN, OXA, CEF e ERI 1 0 0,7
PEN, TET e GEN 1 0 0,7
PEN, TET, SUT e TRI 1 0 0,7
ERl e CLI 0,2 2,2 0,7
PEN e GEN 0,8 0 0,6
TET e TRI 0,4 0 0,3
PEN, SUT e TRI 0,2 0 0,1
TET 0,2 0 0,1
PEN, TET e CLO 0,2 0 0,1
Sensiveis a todos 16,6 13,3 15,7

a — Estudantes sem

contato académico com o ambiente hospitalar.

b - Estudantes com contato académico com o ambiente hospitalar.

c - Estudantes com e sem contato académico com o ambiente

hospitalar.
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39,2%
(n = 118) [ Colonizados

60,8% 1 Nao colonizados
(n =183)

Figura 1 - Prevaléncia de S. aureus em estudantes universitarios do

curso de Enfermagem da UFRJ (junho de 2005 a novembro de 2006).

42,3%

(n = 85) [ Colonizados
, 57,171 . 1 Nao colonizados
n =

Figura 2 - Prevaléncia de S. aureus em estudantes dos primeiros
periodos do curso de Enfermagem da UFRJ (sem contato académico com

o ambiente hospitalar).

33%

n=33) [ Colonizados
67% 0 N&o colonizados

(n =67)

Figura 3 - Prevaléncia de S. aureus em estudantes do ultimo periodo do
curso de Enfermagem da UFRJ (com contato académico com o ambiente

hospitalar).
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Figura 4 - Percentagem de resisténcia aos antimicrobianos entre as 675

colbnias de S. aureus isoladas de estudantes do curso de Enfermagem

da UFRJ (junho de 2005 a novembro de 2006).
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Figura 5 - Percentagem de resisténcia aos antimicrobianos entre as 494

colénias de S. aureus isoladas de estudantes do curso de Enfermagem

da UFRJ, sem contato académico com o ambiente hospitalar.
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Figura 6 — Percentagem de resisténcia aos antimicrobianos entre as 181

colonias de S. aureus isoladas de estudantes do curso de Enfermagem

da UFRJ, com contato académico com o ambiente hospitalar.
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Figura 7 - Percentagem de resisténcia aos antimicrobianos entre as 118

amostras de S. aureus isoladas de estudantes do curso de Enfermagem

da UFRJ, com e sem contato académico com o ambiente hospitalar.
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Figura 8 — Percentagem de resisténcia aos antimicrobianos entre as 85

amostras de S. aureus isoladas de estudantes do curso de Enfermagem

da UFRJ, sem contato académico com o ambiente hospitalar.
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Figura 9 — Percentagem de resisténcia aos antimicrobianos entre as 33

amostras de S. aureus isoladas de estudantes do curso de Enfermagem

da UFRJ, com contato académico com o ambiente hospitalar.
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mecA

Figura 10 - Multiplex-PCR de 16 colonias de S. aureus resistentes a
oxacilina, isoladas de estudantes do curso de Enfermagem da UFRJ,
para verificacdo da presenca do gene mecA e classificacao do elemento
SCCmec presente nestas col6nias. 1: padrdo de tamanho de fragmento
(100kb). 2, 3 e 4: amostras-controle da reacgao, apresentando gene
mecA e SCCmec tipo II (USA100), SCCmec tipo III (HU25) e SCCmec
tipo IVa (WB45), respectivamente. 5 ao 9: 5 colonias da 12 amostra
resistente obtida no estudo. 10 ao 14: 5 colénias da 22 amostra
resistente obtida. 15: colonia da 32 amostra resistente obtida. 16 ao 20:
5 colbnias da 42 amostra resistente obtida. 21: padrao de tamanho de
fragmento (100kb).
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Figura 11 - PFGE de 16 colonias de MRSA isoladas de estudantes do
curso de Enfermagem da UFRJ. 1: padrao de tamanho de fragmento. 2
ao 6: 5 colb6nias da 1@ amostra resistente obtida no estudo. 7 ao 11: 5
colonias da 22 amostra resistente obtida. 12: colbnia da 32 amostra
resistente obtida. 13 ao 17: 5 colb6nias da 4@ amostra resistente obtida.

18: padrao de tamanho de fragmento.
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Figura 12 - Dendrograma gerado a partir de andlise computadorizada
dos perfis de PFGE das colonias de MRSA isoladas de estudantes do
curso de Enfermagem da UFRJ. Coeficiente de Dice e uma tolerancia de

1,5% foram utilizadas para os calculos de similaridade entre os perfis.
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Figura 13 - Dendrograma gerado a partir de andlise computadorizada
dos perfis de PFGE das colonias de MRSA e MSSA, obtidas a partir de
uma amostra isolada de estudante do curso de Enfermagem da UFRJ.
Coeficiente de Dice e uma tolerancia de 1,5% foram utilizadas para os

calculos de similaridade entre os perfis.
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Figura 14 - Dendrograma gerado a partir de andlise computadorizada dos
perfis de PFGE de 118 amostras de S. aureus isoladas de estudantes do curso
de Enfermagem da UFRJ. Coeficiente de Dice e uma tolerancia de 1,5% foram
utilizadas para os calculos de similaridade entre os perfis. MRSA destacadas
com asterisco (*). Em cinza, colbnias provenientes da mesma amostra.
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DISCUSSAO

S. aureus é um conhecido patdégeno de seres humanos,
principalmente no ambiente hospitalar, onde é responsavel por elevadas
taxas de morbidade e mortalidade (WEIDENMAIER et al., 2004).

Cepas resistentes a meticilina (MRSA) emergiram e se
disseminaram por hospitais de varias partes do mundo e, atualmente,
representam entre 28 a 37,8% das amostras isoladas de infecgdes
hospitalares por S. aureus no Brasil (SADER et al., 2004; BRITES, SILVA
& SAMPAIO-SA, 2006).

Apesar da sigla MRSA estar historicamente associada a infeccoes
hospitalares, desde a década de 1980 vém sendo cada vez mais
freqlientes os relatos de infecgbes por MRSA em individuos sadios, sem
risco aparente (EADY & COVE, 2003). Até bem pouco tempo, acreditava-
se que certos clones de MRSA (os que contém SCCmec dos tipos I-III)
estavam restritos ao meio hospitalar enquanto que, outros (SCCmec
tipo IV-VI) sé se estabeleciam na comunidade, longe da pressao seletiva
de antimicrobianos que o ambiente hospitalar impde. Algo vem
mudando a este respeito, uma vez que cepas do clone Pediatrico
(SCCmec tipo IV) tém sido cada vez mais descritas em hospitais de
diversas partes do mundo (SA—LEAO et al., 1999; McDougal et al.,
2003; HALLIN et al., 2007; PATEL et al., 2008).

O presente estudo utilizou espécimes clinicos coletados de
estudantes do curso de Enfermagem e Obstetricia da UFR] para verificar
a taxa de colonizagao por S. aureus.

Os estudantes foram divididos em dois grupos. O primeiro
compreendia estudantes dos trés primeiros periodos do curso, que ainda

nao tinham contato hospitalar na vida académica. O segundo grupo foi
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composto por alunos do ultimo periodo da graduacdo, que ja atuavam
em hospitais.

Verificou-se que a taxa de colonizagao por S. aureus em ambos os
grupos foi de 39,2%. No primeiro grupo foi encontrada uma taxa de
42,3% e no segundo, de 33%. Estes valores estdo na faixa dos que tém
sido descritos na literatura, onde a maioria dos estudos relata uma taxa
de colonizacao de 18-38% (KENER et al., 2003; ELLIS et al., 2004;
WEIDENMAIER et al., 2004; CREECH II et al., 2005; HIDRON et al.,
2005; PAN et al., 2005; PANHOTRA, SAXENA & MULHIM, 2005;
SANTACOLOMA et al., 2007). E interessante ressaltar que a taxa de
colonizagdao nao se mostrou mais elevada entre os estudantes em
contato permanente com o ambiente hospitalar. A porcentagem de
colonizacao encontrada sugere que outros fatores, que nao os avaliados
neste estudo, sejam responsaveis pela aquisicdo de S. aureus pela
comunidade estudada.

Pesquisou-se a suceptibilidade aos antimicrobianos entre todas as
colonias obtidas das amostras de S. aureus (675 no total de 118
amostras) e foi observada uma alta taxa de resisténcia a penicilina
(74,6%) e a eritromicina (21,2%), assim como uma taxa razoavel de
resisténcia a tetraciclina (10,2%). Baixos niveis de resisténcia foram
observados para o0s seguintes antimicrobianos: gentamicina,
clindamicina, cefoxitina, oxacilina, trimetoprim, sulfazotrim e
clorafenicol. Nao foi verificada resisténcia aos  seguintes
antimicrobianos: ciprofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina,
rifampicina, vancomicina e linezolida. Estes dados condizem com dados
publicados na literatura. As amostras obtidas sao de individuos da
comunidade, onde existe menor pressao de antibidticos selecionando
bactérias mais resistentes. Choi e colaboradores (2006) detectaram alta
taxa de resisténcia a penicilina (82,7%) entre amostras de S. aureus
obtidas de colonizacdo nasal de estudantes de medicina, médicos e
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visitantes da clinica universitaria de uma universidade na Maldsia. Em
algumas regides, a taxa de resisténcia a eritromicina é elevada,
refletindo a freqliéncia que médicos prescrevem macrolideos, em
especial, a eritromicina, quando existe suspeita de que o paciente seja
alérgico a penicilina (EADY & COVE, 2003).

Foram encontradas colonias apresentando os fendtipos MLSg
indutivo e constitutivo. O primeiro esta relacionado com a resisténcia
a macrolideos, lincosamideos e estreptograminas B, na presenca de um
macrolideo indutor. O segundo é a resisténcia constante a antibidticos
pertencentes a estas trés classes. Esta identificacdo é importante para o
tratamento utilizado no paciente. Se in vitro, a amostra se apresentar
resistente a eritromicina, a clindamicina (um lincosamideo) ¢é a
terapéutica recomendada. No entanto, ja foi demonstrado que amostras
MLSg indutivas passaram a apresentar fendtipo constitutivo durante o
tratamento in vivo (O'BRIEN et al., 2005).

Analisando-se cada grupo de estudantes separadamente,
observou-se que as taxas de resisténcia aos antimicrobianos nao
variaram muito em relacdo aos dados observados na analise total: as
altas taxas de resisténcia a penicilina e a eritromicina, e a taxa razoavel
de resisténcia a tetraciclina se refletiram em ambos os grupos de
estudantes. A maior diferenca entre os dois grupos foi a taxa razoavel
de resisténcia a clindamicina (9,4%) observada em colonias obtidas de
amostra de estudantes dos ultimos periodos.

Fato curioso foi que, enquanto 10 drogas apresentaram atividade
inibitdéria contra todas as colOnias isoladas de amostras de estudantes do
ultimo periodo, apenas seis se mostraram eficientes contra 100% das
colonias isoladas de amostras de estudantes dos primeiros periodos do
curso. Este resultado foi inesperado ja que os estudantes do ultimo
periodo (8°) vém tendo contato com o ambiente hospitalar desde o 4°
periodo.
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Dentre as 675 colonias analisadas no estudo, 16 (2,4%)
apresentaram resisténcia a oxacilina, tanto no teste de disco-difusdo,
quanto no teste de triagem. Estas col6nias foram isoladas de quatro
amostras. Ou seja, quatro estudantes (3,4%) dentre os 118 colonizados
por S. aureus, apresentavam cepas resistentes a meticilina colonizando
suas narinas no momento da coleta. Dentre estes individuos, trés ainda
cursavam o primeiro ou o segundo periodo do curso de Enfermagem e
um cursava o Uultimo periodo. A taxa de colonizacdo por MRSA
encontrada neste estudo foi baixa e compativel com dados existentes na
literatura (KENER et al., 2003; CREECH II et al., 2005; HIDRON et al.,
2005; PAN et al., 2005; PANHOTRA, SAXENA & MULHIM, 2005;
SANTACOLOMA et al., 2007).

As col6nias obtidas a partir das amostras de tais estudantes foram
sensiveis a maioria dos antimicrobianos testados, perfis tipicos de
amostras MRSA comunitarias. Apenas cinco colonias de uma mesma
amostra (de estudante do 2° periodo) apresentaram resisténcia a
eritromicina. As col6nias obtidas de amostras dos outros trés estudantes
apresentaram perfil de multissensibilidade.

Analisando-se o questionario com informacoes epidemioldgicas
desses participantes, observou-se que os trés estudantes do primeiro
grupo haviam tido algum tipo de contato com o ambiente hospitalar: um
atuava como auxiliar de enfermagem havia cinco anos, e os outros dois
haviam feito visita a paciente internado havia menos de seis meses.

Através da PCR, observou-se que os quatro estudantes estavam
colonizados por cepas de MRSA que carreavam SCCmec tipo IVa, sendo
PVL-negativas. Cepas como estas tém sido encontradas tanto na
comunidade como em hospitais de outras partes do mundo (KIM et al.,
2007; LAPLANA et al.,2007; PARK et al., 2007).

No primeiro caso, apesar de a amostra isolada ter perfil de
resisténcia caracteristico de MRSA comunitario, o estudante pode ter
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sido colonizado em hospital, uma vez que se observa um predominio de
clones, anteriormente tidos como comunitarios, entre hospitais de
diversas partes do mundo. Por acaso, a amostra deste estudante
carreava o mesmo SCCmec de tais clones (SA-LEAO et al., 1999;
MCDOUGAL et al., 2003; HALLIN et al., 2007; PATEL et al., 2008).

Pelo mesmo motivo é dificil afirmar que o estudante do ultimo
periodo, colonizado por MRSA, tenha adquirido esta cepa em sua rotina
hospitalar. O estudante pode ter sido colonizado na comunidade. A cepa
encontrada colonizando suas narinas também apresentava perfil
fenotipico (sensibilidade a maioria dos antimicrobianos testados) e
genotipico (SCCmec tipo IVa) de amostras de MRSA até pouco tempo
reconhecidas como comunitarias.

Os outros dois estudantes dos primeiros periodos, colonizados por
MRSA, também haviam tido algum contato com hospitais. Eles
estiveram em contato com pacientes hospitalizados através de visitas
rapidas e em um curto periodo de tempo. Apesar das cepas encontradas
em suas narinas possuirem um perfil relacionado a amostras
comunitarias, o ambiente hospitalar, neste caso, nao esta isento de ter
sido a fonte de colonizacgao.

As amostras de MRSA encontradas apresentaram SCCmec
caracteristico de amostras comunitarias (tipo IV) mas nao apresentaram
genes para a PVL. No entanto, tem sido muito frequente o isolamento
de MRSA com SCCmec tipo IV, carreando os genes para a PVL de
infeccOes de pele ou mesmo de pneumonias. Esta combinagdao é tao
comum que alguns pesquisadores chegaram a propor que SCCmec tipo
IV e PVL fossem marcadores de cepas de CA-MRSA (VANDENESCH et
al., 2003). No entanto, esta proposta ndao é de aceitacao geral uma vez
gue existem cepas de MRSA que nao apresentam genes codificadores da
leucotoxina, como as isoladas neste estudo, obtidas de colonizagao em
individuos sem quaisquer problemas de saude.
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Os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos variaram muito
pouco quando foi analisada apenas uma Unica colbnia representante de
cada amostra. A grande maioria dos estudos de epidemiologia
envolvendo colonizacdo por S. aureus utiliza apenas uma colOGnia por
amostra na pesquisa, e € com o termo amostra que se refere a cada
colonia analisada (CHOI et al., 2006). Entretanto, isto talvez gere
distorcoes a respeito do que se tenha em maos. O estudo de uma unica
colonia pode fornecer perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
diferente de uma segunda (CESPEDES et al., 2005). Nesta pesquisa
foram observadas 11 amostras (9,3%) que continham col6nias com
perfis de susceptibilidade diferentes, sugerindo colonizagao por mais de
uma cepa de S. aureus. A diferenca entre tais perfis de susceptibilidade
ndo era grande: normalmente relacionada a apenas um antibidtico. No
entanto, pode trazer sérias conseqiéncias na clinica. Em uma destas 11
amostras, por exemplo, havia mais de um tipo de col6nia suspeito na
placa onde o espécime clinico foi semeado. A primeira col6nia repicada
para estudo apresentou susceptibilidade a todos os antimicrobianos
testados. As outras cinco colbnias isoladas apresentaram resisténcia a
cefoxitina, a eritromicina, a oxacilina e a penicilina, ou seja, tratava-se
de col6nias de MRSA.

Todas as colénias de MRSA obtidas neste estudo foram
submetidas a anadlise pela técnica de PFGE. Os objetivos eram:
comparar colbnias isoladas de uma mesma amostra entre si e comparar
colonias de amostras diferentes para avaliar a proximidade genética
entre elas.

Verificou-se 100% de similaridade entre colonias isoladas de cada
amostra de MRSA. A comparacao entre colonias de amostras diferentes
de MRSA, através do dendrograma gerado apontou grande proximidade
genética entre elas (68%). E nitida a distdncia evolutiva entre as
colonias de MRSA obtidas do estudante do ultimo periodo colonizado e
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as dos estudantes iniciantes no curso de Enfermagem. Amostras deste
ultimo grupo apresentaram mais de 70% de similaridade entre elas.
Dois dos quatro estudantes colonizados por MRSA estudavam na mesma
classe, no segundo periodo do curso de Enfermagem. A similaridade
entre as duas amostras foi de mais de 80%, e também pode ser
observada na foto do gel, no qual se nota diferenca em apenas duas
bandas entre as amostras (Fig. 12).

A andlise visual das bandas geradas, segundo os parametros
sugeridos por Tenover e colaboradores (1995), sugere que todas as
amostras de MRSA coletadas de estudantes dos primeiros periodos
sejam proximamente relacionadas, uma vez que a diferenca entre as
amostras foi de 2 ou 3 bandas. Esta diferenga estaria baseada em um
unico evento genético que tenha ocorrido, como uma mutacgao pontual,
insercao ou delecdo de DNA. Através da mesma comparacao, foi
observado que as amostras dos estudantes dos primeiros periodos nao
sao relacionadas com a do estudante do ultimo periodo, uma vez que a
diferenca entre tais amostras é de 7 bandas.

E importante lembrar que uma amostra de MRSA também
apresentou uma colénia de MSSA, a qual nao foi inclusa no
dendrograma. Analisando a proximidade genética entre as colGnias de
MSSA e MRSA desta mesma amostra, observaram-se 96,4% de
similaridade, sugerindo que a colonizacao nasal por S. aureus possa ser
policlonal em alguns individuos.

Uma colbnia representativa de cada amostra de MSSA e de MRSA
foi submetida ao PFGE. O dendrograma resultante da analise
automatizada incluiu os perfis de bandas obtidos de uma coldnia de cada
individuo colonizado por S. aureus participante no estudo. A Unica
excecao foi uma amostra que apresentava col6nias de MRSA e MSSA.
Esta foi a Unica amostra que teve duas coldnias representantes neste
dendrograma geral, devido a particularidade de seu caso.
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Apesar da alta heterogeneidade observada entre as amostras,
perfis idénticos foram encontrados entre amostras coletadas em épocas
distintas, originarias de individuos ndo relacionados e, ainda, com perfis
de resisténcia a antibidticos diferentes. Uma das amostras de MRSA
apresentou 100% de similaridade com outras amostras de MSSA. Isto
pode indicar que um Unico clone neste grupo tenha adquirido diferentes
genes de resisténcia, devido a uma pressao seletiva exercida por
antibioticos no ambiente onde esta cepa é encontrada (Fig. 14).

Se fossem consideradas similaridades a partir de 80%, a Unica
amostra de MRSA que ndo pertenceria a um grupo com amostras de
MSSA seria aquela coletada da estudante do Ultimo periodo (Fig. 14).

Tal como no presente estudo, Shopsin e colaboradores (2000)
observaram alta taxa de colonizacao por MSSA e baixa taxa por MRSA.
Os autores também verificaram grande diversidade genética entre as
amostras isoladas. Por sua vez, Santacoloma e colaboradores (2007)
observaram diversidade genética abaixo do que esperavam a respeito
de colonizagao nasal por S. aureus em individuos maiores de 65 anos na
provincia de Segovia, na Espanha. Os autores associaram tal fato a
baixa mobilizacdo dos habitantes desta provincia para outras regides.
Em contrapartida, no presente estudo, foram analisadas amostras
obtidas de estudantes oriundos de diferentes partes do estado do Rio de
Janeiro. Alguns deles vieram de outros estados, e mesmo, de outros
paises. Isto pode ser a razao pela qual foi encontrada tamanha
diversidade entre as amostras de S. aureus isoladas de estudantes
universitarios.

Em relagdo aos possiveis fatores de risco, Santacoloma e
colaboradores (2007) observaram que nao houve associacao entre
antibioticoterapia prévia e colonizagdo por S. aureus. A analise
estatistica aplicada aos presentes dados ndo possibilitou a identificagao
de fatores de risco para colonizagao por S. aureus. No entanto,
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antibioticoterapia prévia foi apontada como possivel fator de protecdo, o
que parece uma observagao coerente tendo em vista que as amostras
obtidas no presente estudo eram de origem comunitaria e
multissensiveis a antibidticos. Mesmo assim, é importante ressaltar a
importancia do uso prudente de antibidticos para reduzir o crescente
aumento das resisténcias.

Trabalho em hospitais ou convivio com individuos que trabalhem
nestes locais também ndo foi fator de risco para colonizacdo. No
entanto, curiosamente, foi apontado como fator de protecao. Estudos
posteriores com um maior niumero de amostras devem ser realizados
para esclarecer este dado.

Apesar de ja ter sido observada colonizagdo por MRSA em
cachorros (LOEFFLER et al., 2005), no presente estudo a convivéncia
com animais nao parece ter influenciado, de forma significativa, a
colonizacao de seus donos por S. aureus.

Da mesma forma, a convivéncia com criangas pequenas nao
pareceu ser um fator de risco no presente estudo, embora alguns
autores ja tenham descrito altas taxas de colonizagdo por MRSA em
criancas (HEROLD et al., 1998; CREECH II et al., 2005; VOURLI et al.,
2005).

O numero de publicagdes acerca de infeccdes, fatores de
viruléncia, resisténcia a drogas e epidemiologia de S. aureus é sempre
farto. A importancia desses microrganismos em infecgdes hospitalares e
comunitarias do mundo inteiro cresceu ainda mais com o
estabelecimento de MRSA em ambos o0s ambientes, acometendo
pessoas com saude fragil e, também, individuos saudaveis. O temor da
emergéncia de cepas resistentes a vancomicina impulsiona a corrida
cientifica em busca de alternativas de drogas capazes de inibir o
crescimento dessas bactérias. Pesquisas a respeito de colonizacdo por
S. aureus sensiveis a meticilina na comunidade nao sao tdo comuns,
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mas sdo de grande importdncia na compreensao da dinamica de
transferéncia de genes de viruléncia e de resisténcia a antibidticos, e na

prevencao de infecgdes estafilocdcicas.
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CONCLUSAO

A taxa de colonizacdao por S. aureus, observada no presente

estudo, esta de acordo com a literatura;

A elevada diversidade genética observada entre as amostras

isoladas de diferentes individuos corrobora dados da literatura;
Foi verificada possibilidade de existéncia de policlonalidade entre
colonias morfologicamente semelhantes, isoladas de um mesmo

espécime clinico;

Sugestao de uso de meios seletivos para se identificar MRSA em

laboratdrios clinicos, ou pesquisa de mais de uma colonia;

Percentual colonizagdo por MRSA em individuos da comunidade

condizentes com a literatura;

PVL parece estar presente em amostras envolvidas em infeccoes.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento para participaciao no estudo “Caracterizacio de populacoes
de Staphylococcus aureus isoladas de colonizagio e de infec¢ao”

Numero de identificacdo no estudo: Data: /| [/

Consentimento para ser participante no estudo
A. Objetivos do estudo

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo conduzido por duas professoras da
Universidade Federal do Rio de Janeiro: Dra. Angela Christina Dias de Castro e Dra.
Beatriz Meurer Moreira, e por seus estudantes, sob a coordenacdo da primeira. Este € um
estudo para determinar a taxa de colonizacdo por Staphylococcus aureus em estudantes do
curso de graduacdo em Enfermagem e Obstetricia da UFRJ, visando a comparacdo das
amostras bacterianas, bem como de sua susceptibilidade aos antimicrobianos, entre 0s
estudantes do ciclo basico (sem contato académico com hospitais) e do profissionalizante
(ja atendendo em hospitais).

B. Procedimentos
Se vocé concordar em participar do estudo, ocorrera o seguinte:

1. Vocé seré solicitado(a) a responder um questionario sobre se esteve ou esta com algumas
doencas, uso de antibi6ticos e outros medicamentos, contatos familiares e atividades
profissionais destes contatos. A entrevista ird demorar cerca de cinco minutos. As suas
informacdes serdo sigilosas, ndo serdo fornecidas nem mesmo a familiares.

2. Apos a entrevista, um “swab” de algodao esterilizado serd introduzido em uma de suas
narinas e recolocado novamente na embalagem.

3. Esse “swab” sera processado no laboratorio de pesquisa e possibilitara confirmar ou nao
a presenca do Staphylococcus aureus em suas fossas nasais.

C. Riscos e Desconfortos

Caso considere alguma pergunta do questionario pessoal e ndo queira responder, vocé
podera fazé-lo. Vocé pode parar a entrevista a qualquer momento. Contudo, seu home néao
aparecera na folha do questionario e nem serd usado em qualquer publicacdo. Apenas um
nimero de identificacdo ser4 usado nos documentos do estudo, com excecdo desse
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formulario. Todos os formularios serdo mantidos em arquivos trancados a chave. Essa folha
de identificacdo serd mantida trancada em separado do questionario. A chave do arquivo
sera guardada com o coordenador do estudo.

D. Beneficios

O resultado de seu exame estard disponibilizado para vocé, embora nenhuma conduta
terapéutica deva ser iniciada sem a apreciacdo de seu médico. Caso, no decorrer do seu
curso de Enfermagem, vocé desenvolva alguma infeccdo de pele podera vir ao laboratorio
realizar um exame para ver se a infecgdo esta sendo causada pela bactéria em estudo. Em
caso positivo sera realizado o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. E importante
que o material para exame seja coletado antes do inicio de qualquer terapia antimicrobiana.

E. Alternativas
Vocé podera desistir da participacdo do estudo a qualquer momento.

F. Consideracdes financeiras
A sua participacdo ndo envolvera em custos para vocé, e também ndo envolverd
remuneracao financeira.

F. Duvidas
Se vocé tiver davidas sobre o presente estudo, favor telefonar para a Prof. Angela Castro,
no Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes, UFRJ, tel 2260-4193 ou 2562-6745.

H. Consentimento

Foi dada a mim uma copia deste formulario de consentimento. A minha participacdo neste
estudo € voluntaria e eu sou livre para interromper essa participacdo ou solicitar minha
exclusdo do estudo a qualquer momento. Minha decisdo em participar ndo vai ter nenhuma
influéncia em cursar qualquer disciplina do curso médico.

Se vocé deseja participar, por favor, assine seu nome abaixo.

/ /
Assinatura do participante Data
/ /
Nome do participante (em letra de forma) Data
/ /

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento Data
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ANEXO 11
Caracterizacao de populacdes de Staphylococcus aureus isoladas de colonizacédo e de

infeccdo - Questionério
1 - Data: / /

2 — Entrevistador:

3 — Digitador:

4 —Voce ja participou deste estudo antes? ( ) SIM () NAO
5 — Qual o periodo da Faculdade: 1°( ) 2°( ) 3°( ) 4°( )5°( ) 6°( ) 7°( )8°( )

6 — Data de Nascimento: [/ ou ldade:

7-Sexo:( )M ( )F

8 — Local de Residéncia (Bairro):

9 —Qual a sua Raca ou Cor: Branca ( ) Amarela ( ) Indigena ( ) Negra ( ) Parda/Morena ( )
Outra ( ) Né&o sabe ( ) Nega-se a responder ( )

10 — Vocé tem algumas destas doencas pré-existentes diagnosticadas por médico: Diabetes

() Hipertensao () Doenca renal () Outra: Toma algum remédio
para esta doenca? ( ) SIM ( ) NAO
Se SIM qual o remédio? Ha quanto tempo?

11 — Usou antibidtico nos tltimos 6 meses ( ) SIM () NAO
que antibidtico?
de /| a_ [ |

12 — Usou corticosteréide nos 6 tltimos meses? ( ) SIM () NAO

13 — Voceé teve gripe ou resfriado nos 6 tltimos meses: ( ) SIM () NAO
teve algum episodio no ultimo més?

tomou alguma medicacdo () SIM Qual? ( YNAO
14 — Algum episddio de diarréia nos 6 Gltimos meses? () SIM () NAO
quando? ~
tomou alguma medicacdo ( )SIM Qual? ( ) NAO

15 — Foi hospitalizado no ano precedente? () SIM de [ a__ | | ()
NAO

16 — Contato com paciente hospitalizado nos Gltimos 6 meses? () SIM () NAO de
[ a__ [ |  Tipo de contato
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17 — Reside com criancas menores de 5 anos que freqtientam creches? () SIM ()
NAO

18 — Residiu com criancas que frequentam creche nos ultimos 6 meses? () SIM de
I _a_ [ | ( ) NAO

19 — Trabalha com criancas que freqilentam creches? ( ) SIM ( ) NAO

20 — Trabalhou com criancas que freqtientam creches nos Ultimos 6 meses? () SIM de
I a__ [ | ( )NAO

21 — Trabalha ou faz estagio em hospital? ( ) SIM ( ) NAO

22 — Trabalhou ou fez estagio em hospital nos Ultimos 6 meses? () SIM de __/_ /_ a
_ 1 I ( )NAO

23 — Vocé tem contato domiciliar com individuo que trabalha em hospital? () SIM ()
NAO

24 — Voce teve contato domiciliar com individuo que trabalha em hospital nos Ultimos 6
meses? () SIM ( ) NAO

25 — Vocé tem contato domiciliar com individuo que trabalha em creches? () SIM ()
NAO

26 — Vocé teve contato domiciliar com individuos que trabalha em creches nos Ultimos 6
meses? () SIM ( ) NAO

27 — Vocé tem contato domiciliar com animais? () SIM () NAO
Que animal?
Cachorro ( )
Gato ()
Passaro ()
Tartaruga ()
Cavalo ( )
Outro () Qual/

28 — Vocé esta com alguma lesdo de pele? ( ) SIM (' ) Néo B
Vocé estd tomando ou passando alguma medicagéo? ( ) SIM () NAO
Qual a medicacéo?

29 — Ha alguém na familia com alguma les&o de pele? ( ) SIM () NAO

30 — Voce participaria novamente desta pesquisa nos dois Ultimos anos da faculdade? ()
SIM () NAO
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