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Resumo

A colonizacdo nasal por Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) tem sido
descrito como um fator de risco para infecgcdo sistémicas. O objetivo deste estudo foi
avaliar a colonizacdo por SCoN no momento da admissdo e alta de neonatos
hospitalizados em uma unidade de tratamento intensivo (UTI) neonatal de referéncia em
Goiéania, Brasil. Todos os neonatos admitidos na UTI entre julho/2007 e maio/2008
foram elegiveis. Swabs nasais foram coletados na admisséo e alta. As amostras foram
isoladas em agar manitol, TSA e TSB, ambos com 5ug/mL de oxacilina e NaCl (5%).
Testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados pelo método de disco difusédo
de acordo com CLSI 2005. A identificacdo das espécies foi realizada pelo método da
ITS-PCR. A presenca do gene mecA e determinagdo do SCCmec foram realizadas pela
PCR. A avaliacdo da similaridade genética dos isolados da mesma espécie foi realizada
por PFGE. Dos 429 neonatos admitidos na UTI, 392 tiveram swabs coletados na
admissdo e alta. A prevaléncia de SCoN na hospitalizacdo foi de 67,1% (95% IC 62,5-
71,6). A incidéncia de SCoN na coorte dos neonatos durante o periodo de hospitalizagéo
foi de 56,1% (95% IC 51,1-61,1). As espécies isoladas com maior frequéncia foram S.
haemolyticus (37,6%) e S. epidermidis (34,6%). A frequéncia de isolados resistentes aos
antibioticos P-lactdmicos foi significativamente maior na alta do que na admisséo, com
91,8% e 58,0%, respectivamente, sendo que na alta observou-se um nimero elevado de
cepas multiresistentes (42,0%). O gene mecA também foi mais prevalente nas cepas
isoladas na alta em relacdo a admissdo, com 82,9% e 60,0% respectivamente. O
SCCmec tipo | foi o mais identificado (34,3%). Houve grande diversidade genética
entre os isolados da mesma espécie identificados tanto na admisséo e quanto na alta. A
UTI neonatal representa um ambiente rico para aquisicdo de cepas de SCoN
colonizadoras multiresistentes, o que pode aumentar o risco de infec¢Ges invasivas por
SCoN multiresistentes. Esses neonatos ap0s a alta hospitalar, podem atuar como
reservatorios de cepas SCoN multiresistentes e consequentemente apresentarem grande

potencial de disseminacdo dessas cepas na comunidade.

Palavras-chave: mecA, Staphylococcus coagulase negativa, SCCmec, UTI neonatal.



Abstract

Nasal colonization with coagulase negative Staphylococcus (CoNS) has been
described as a risk factor for subsequent systemic infection. We assessed the CoNS
colonization at the admittance and discharge, among newborns hospitalized at the
biggest intensive care unit (ICU) neonatal in Goiania, Brazil. All newborns admitted at
the ICU between July/2007 and May/2008 was eligible. Nasal swabs were collected at
admission and discharge. Isolates were screened in manitol agar, TSA, and TSB with
5ug/mL of oxacillin and NaCl (5%). CoNS isolates were tested for susceptibility to
antimicrobials by disc diffusion method according to CLSI 2005. Species identification
was performed by ITS-PCR methodology. The presence of the mecA gene and SCCmec
type were analyzed by PCR. Among 429 neonates admitted to the ICU, 392 had nasal
swabs collected at both, admission and discharge. The prevalence of CoNS during
hospitalization was 67.1% (95% CI 62.5-71.6), The incidence of CoNS during the
hospitalization period in the neonatal cohort was 56.1 (95% CI 51.1-61.1). The most
frequently isolated species were S. haemolyticus (37.6%) and S. epidermidis (34.6%).
The percentage of p-lactam resistant isolates at discharge (91.8%) was significantly
higher than at admittance (58%). The frequency of multiresistant CoNS isolated during
discharge (42.0%) was also significantly elevated. The mecA gene was also more
prevalent among strains isolated at discharge (82.9%) than admittance (60.0%), being
type | SCCmec the most frequent. There was a great genetic diversity among isolates of
the same species recovered at admittance and discharge. The ICU neo represents a risk
environment for the colonization of multiresistant CoNS strains, and consequently a risk
for invasive infections with multiresistant CoNS. Hospitalized neonates, can become a
reservoir of multiresistant SCoN strains and after discharge presents with a

dissemination potential of those strains into the community.

Keywords: mecA, Staphylococcus coagulase negative, SCCmec, ICU.
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1. Introducéo

1.1 Apresentacao

A Unidade de Tratamento Intensivo neonatal (UTI neonatal) recebe criancas de
0 a 28 dias (periodo neonatal), principalmente nas primeiras horas de vida do neonato,
pois é o momento em que as complicagdes pds-parto sdo mais frequentes. Na UTI, é
esperada uma relacdo de profissionais de enfermagem de acordo com a quantidade
(ndmero) de leitos na unidade. Desta forma, € preconizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) um tecnico de enfermagem para até dois recém
nascidos (RN) (proporgéo esperada de 0,4) e um enfermeiro para cada cinco RN. Esses
profissionais estardo lidando diretamente com o RN, por isso devem evitar a0 maximo a
exposicdo da crianca a microrganismos ou a situacées que possam contribuir para o
desenvolvimento de infecgOes. Medidas simples de controle como lavar as méos com
sabonete antiséptico (2% de clorexidina) antes e apds o cuidado e manipulacdo de cada
neonato ja sdo conhecidamente eficientes para minimizar possiveis situacfes de risco,
principalmente controle de surtos (ANVISA, 2008).

Segundo critérios clinicos, as principais causas de internacdo na UTI neonatal
sdo de origem respiratdria, como Sindrome da Angustia Respiratoria do RN (SIRA) e
Sindrome da Aspiracdo de Mecdnio, além de sepse neonatal. A definicdo de sepse
ocorre de forma muito subjetiva pela equipe médica, pois normalmente apresenta
sintomas inespecificos como apnéia e febre, e também a correlacdo com a resposta
organica pelo paciente (Levy et al., 2003). Neste sentido, a Proteina C Reativa, uma
prova de resposta inflamatoria, possui um papel importante no diagnostico do neonato,
além de ser utilizada também no controle de cura do paciente. Os neonatos podem
adquirir microrganismos pelo canal do parto (transmisséo vertical), nas unidades
neonatais (infeccdo nosocomial), e em seu domicilio (infecgdes comunitarias), sendo
que a etiologia, medidas de prevencdo e prognostico podem ser diferentes (Lopez Sastre
and Perez Solis, 2006). Como essas doencas podem estar relacionadas, e tambem pelo
fato de se tratar de uma populagdo com alto risco em desenvolver infec¢do, o uso da
antibioticoterapia € muito comum no meio clinico. Assim, a terapia empirica nesses

ambientes pode promover uma drastica selecdo de cepas multiresistentes, que podem



colonizar os profissionais que ali trabalham e também os pacientes hospitalizados
(Jarvis, 1996).

A colonizacdo dessas criangas € o primeiro passo para o desenvolvimento de
infec¢des. De acordo com D’Angio et al (1989), neonatos colonizados por
Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) possuem um risco maior de adquirir
infeccOes por esses microrganismos. Muitas das infecgdes nosocomiais podem ser
resultado de colonizacdo prévia, visto que pacientes hospitalizados sdo colonizados
rapidamente pela microbiota desse ambiente, e qualquer desequilibrio organico ou
procedimento terapéutico (como uso de antimicrobianos) pode promover uma situacao
para o surgimento de infec¢cdes oportunistas (Jarvis, 1996). Criancas admitidas na UTI
neo sdo, na sua maioria, imunocomprometidas, debilitadas, que podem ser submetidas a
procedimentos invasivos, sendo a colonizacdo nasal ou da pele, por SCoN, um fator de
risco consideravel para adquirir infeccdes (Costa et al., 2004). E o tempo de internacao
é essencial para determinacdo da colonizacdo. Campeotto et al (2004) verificaram que o
tempo médio de colonizag¢do por SCoN em neonatos varia de 15 a 22 dias, sendo que o
uso de terapia antimicrobiana empirica teve papel fundamental na selecdo de cepas

multiresistentes colonizadoras.

A colonizacdo ocorre muitas vezes por mais de um microrganismo. Pode ser por
patdgenos da mesma espécie ou de espécies diferentes, fato esse denominado pelos
pesquisadores como co-colonizacdo ou multipla colonizacdo. Essa condicdo predispde
0s microrganismos a sofrerem transferéncia horizontal de genes de resisténcia e
viruléncia, como mecA (resisténcia aos B-lactamicos e genes que codificam proteinas de

adesdo) facilitando a sua permanéncia no local (Brugger et al., 2009).

O estado imunoldgico do neonato é um fator importante para o surgimento de
infeccdes, e pode favorecer a colonizagdo por microrganismos maternos ou presentes no
ambiente. Barreiras naturais como acidez estomacal, ou producgéo de pepsina, ainda ndo
estdo bem desenvolvidas até a 3% ou 4% semana ap0s 0 nascimento, tornando mais
suscetivel o seu trato gastrointestinal. Na resposta celular, os leucécitos sdo menos
bactericidas e fagocitarios. Para a resposta humoral, as imunoglobulinas sao
praticamente inexistentes, sendo que a IgG do neonato é de origem materna. Deve ser
levado em consideracdo que a transferéncia vertical de anticorpos ocorre a partir da 292

semana de gestagéo; dessa forma, criangas com 25-28 semanas nascem sem anticorpos



maternos, tornando-se assim ainda mais suscetiveis a infeccdes (Srivastava and Shetty,
2007).

1.2. Agente etioldgico

Os estafilococos sdo cocos Gram positivos, dispostos isoladamente, aos pares e
agrupados em forma de cachos, sendo que a maioria possui diametro entre 0,5 e 1,5 pm.
Sdo microrganismos imdveis, anaerébios facultativos e possuem a capacidade de se
desenvolver em meios com alta concentracdo de NaCl. Apresentam teste positivo para
catalase, pois catabolizam o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Esse teste é
utilizado para diferencia-los dos Streptococcus sp. Pode ser também realizado o teste da
coagulase, que auxilia na determinacdo de patogenicidade que agrupa os estafilococos
em coagulase positiva (S. aureus) e coagulase negativa (SCoN). Os S. aureus sdo
importantes microrganismos com alto grau de viruléncia, entretanto muitos SCoN sdo
sabidamente patogénicos em diversos processos infecciosos. Os SCoN ndo produzem a
coagulase, uma enzima que se liga a um fator do soro, fazendo assim a conversdo do
fibrinogénio em fibrina, formando o coagulo. Suas colénias em agar sangue sdo

esbranquigadas, bem delimitadas, podendo ou ndo ser brilhantes (Murray et al., 2005).

Os Staphylococcus sp. correspondem a um grupo de bactérias que estdo
presentes tanto em animais quanto em humanos. A primeira descricdo foi feita em 1884
por Rodenbach sobre Staphylococcus albus, uma espécie ndo patogénica (Piette and
Verschraegen, 2009). O género Staphylococcus mais de 40 espécies descritas (Rogers et
al.,, 2009), sendo quase a metade presente nos seres humanos, porém o0s mais
prevalentes sdo S. aureus (coagulase positiva) e, dentre os SCoN mais relevantes na
espéecie humana, destacam-se S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S. haemolyticus, S.
hominis, S. sacharolyticus, S. caprae, S. pasteuri, S. saprophyticus, S. xylosus, S. cohnii,
S. simulans, S. auricularis, S. lugdunensis e S. schleiferi (Kloos and Bannerman, 1994;
Murray et al., 2005).

Muitos possuem locais especificos de colonizacdo, como por exemplo, S. aureus
nas fossas nasais e S. capitis nas glandulas sebaceas. S. haemolyticus e S. hominis s&o
encontrados proximos a glandulas apdcrinas, como axilas, enquanto S. epidermidis

encontram-se amplamente distribuidos pelo corpo (Murray et al., 2005).



1.2.1 Identificagdo

Dentre os métodos de identificacdo de espécies de SCoN, os métodos
fenotipicos ainda séo utilizados pelos laboratérios clinicos como uma das principais
ferramentas diagnosticas, principalmente por semi-automacdo, que pode gerar um
aumento de custos. A grande maioria dos ensaios comerciais é baseada em técnicas
colorimétricas, o que pode produzir, algumas vezes, resultados ambiguos e subjetivos
(Couto et al., 2001).

A técnica de Internal Transcribed Spacer (ITS-PCR) é baseada na
caracterizacédo de regides entre os genes que codificam para 0s RNA ribossomais 16S,
23S e 5S. Esses genes sdo separados por regides que apresentam alto grau de
variabilidade na sequéncia e tamanho dos genes, e também entre as espécies (Gurtler
and Stanisich, 1996). Em estafilococos, essas regifes estdo presentes no operon rrn, e
devido a esse polimorfismo a técnica de PCR é aplicada usando oligonucleotideos
iniciadores que reconhecem sequéncias conservadas de regides proximas aos genes 16S
e 23S (Couto et al., 2001). Jensen et al (1993) foram os primeiros a utilizar a técnica de
ITS-PCR na diferenciacéo estafilocdcica, identificando com éxito espécies de S. aureus,
S. epidermidis, S. saprophyticus e S. warneri. Existem outras regides conservadas que
pode auxiliar na identificacdo de espécies estafilococicas, como 0 gene da
termonuclease (nuc), onde Sasaki et al (2010) desenvolveram um Multiplex-PCR para

sua identificag&o.

A importancia em identificar a espécie de SCoN colonizadora ou responsavel
por uma infeccdo estd no fato de algumas espécies possuirem certa afinidade para
determinados sitios anatbmicos e/ou procedimentos, como por exemplo S. epidermidis
presentes em cateter venoso central (CVC), além de algumas espécies apresentarem
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos bem diferente € um menor poder de
viruléncia, em comparacédo a S. epidermidis e S. haemolyticus que sdo microrganismos
oportunistas mais agressivos (Venkatesh et al., 2006). Sendo assim, acreditamos que a
realizacdo de um diagnostico precoce e correto pode auxiliar na identificacdo de uma
possivel fonte de infeccdo, promovendo assim um tratamento mais eficaz e menos
oneroso. Com isso, concluimos que métodos moleculares sdo atualmente técnicas
rapidas, eficientes, que surgem como alternativa para certos diagnosticos fenotipicos,

muitas vezes subjetivos e imprecisos.



1.3. Resisténcia aos antimicrobianos

1.3.1. Introducéo de agentes antibacterianos

No momento em que a penicilina foi introduzida na clinica em 1944, a eficiéncia
no tratamento de infeccBes bacterianas era indiscutivel. Entretanto, em 1950 foram
identificadas cepas resistentes (Livermore, 2000a) que produziam a enzima [-lactamase
plasmidial, responsavel pela degradacdo do antibidtico no meio extracelular, o que
comprova a capacidade deste género em adquirir facilmente genes de resisténcia
antimicrobiana. Atualmente 90% de S. aureus isolados nos Estados Unidos séo
resistentes a penicilina, de acordo com Centers for Disease Control and Prevention —
CDC (2005), e cepas de SCoN apresentam perfil semelhante de resisténcia (Becker et
al., 2006).

A introducdo da oxacilina e outras penicilinas semi-sintéticas, em 1959, foi um
avango na terapéutica antimicrobiana contra os estafilococos (Martins 2007), pois sdo
drogas resistentes as f-lactamases possuindo assim um maior poder de acdo frente a
estes microrganismos. A partir de 1961, foi possivel identificar cepas de Staphylococcus

sp resistentes a meticilina (Hiramatsu et al., 2001).

Em um grande estudo realizado na Espanha em 2004 foi avaliado a evolucédo do
perfil de resisténcia entre os S. aureus / SCoN identificados em infeccbes (feridas,
hemoculturas) entre os anos de 1986 a 2002, e observou-se resisténcia a oxacilina (1,5%
/ 32,5% em 1986 para 31,2% / 61,3% em 2002), eritromicina (7% / 41,1% em 1986 para
31,7% / 63% em 2002), gentamicina (5,2% / 25,4% em 1986 para 16,9% / 27,8% em
2002) e ciprofloxacina (0,6% / 1,1% em 1986 para 33,9% / 44,9% em 2002). Dentre as
espécies mais isoladas em 2002, S.aureus foi identificado em 54,3% dos quadros
infecciosos e 0s SCoN em 45,7% (Cuevas et al., 2004). Esses dados demonstram uma
grande evolucdo no perfil de resisténcia entre os estafilococos, no qual podemos sugerir
que a pressdo seletiva que ocorre no ambiente nosocomial interfere drasticamente na
evolucdo do microrganismo, dificultando cada vez mais o tratamento dessas doencas

infecciosas (sepse, infeccdes de sitio cirargico).

Desta forma, os processos bioldgicos que estdo mais associados ao acumulo de

resisténcia aos antimicrobianos pelas bactérias sdo: nova selecéo (uso indiscriminado de
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antimicrobianos), genes epidémicos (transmissdo horizontal e vertical de genes de
resisténcia como mecA) e cepas epidémicas (no ambiente hospitalar, microrganismos
multiresistentes como bacilos portadores de betalactamase com espectro ampliado —
ESBL) (Livermore, 2000b). Os elementos genéticos possuem importante papel nesta
disseminacdo de resisténcia, além também no transporte de fatores de viruléncia em
estafilococos. A acdo de bacteriofagos, ilhas de patogenicidade, cassetes cromossomais,
plasmideos, ilhas gendmicas, sequéncias de insercdo e transposons sdo exemplos de
como pode ser esta transferéncia (Ito et al., 2003; Lindsay and Holden, 2004; Gill et al.,
2005).

Os estafilococos, como nas demais bactérias com parede celular, possuem
proteinas de ligacdo a penicilina (Penicilin-Binding-Proteins PBP), que também estdo
envolvidas no metabolismo de sintese da parede celular. Pode ocorrer a producdo de
uma proteina modificada como, por exemplo, a PBP2a ou PBP’, que possui uma menor
afinidade aos antibidticos B-lactamicos. A PBP2a é codificada pelo gene mecA, presente
no cassete cromossomal estafilocécico mec (staphylococcal chromossome cassete mec —
SCCmec). O SCCmec € um elemento genético mdvel que permite a troca de genes de
resisténcia entre as cepas de Staphylococcus, e possui uma ampla distribuicdo entre
espécies SCoN meticilina resistente (MR-SCoN) e S. aureus meticilina resistente
(MRSA) (Katayama et al., 2001). A grande importancia do fen6tipo MR-SCoN € que
esses microrganismos podem servir como reservatorios de genes de resisténcia, e por
possuirem mecanismos de transferéncia genética, podendo promover o surgimento de

novos patégenos resistentes.

1.3.2 Terapia das infeccOes estafilococicas

A meticilina é utilizada como marcador fendtipo de resisténcia devido ao seu
uso primario no tratamento de infeccfes estafilococicas. Como a penicilina foi no
passado muito eficiente nessa terapéutica e hoje ndo é mais, os B-lactamicos semi-
sintéticos (meticilina) foram inseridos com grande eficiéncia. Contudo, diversos estudos
relatam um aumento no perfil de resisténcia estafilocOcica a esses antimicrobianos
(Cuevas et al., 2004), o que faz a necessidade no uso de novos agentes antibacterianos

no tratamento dessas infecgdes estafilococicas, como vancomicina e teicoplanina.



Esse aumento de cepas resistentes & meticilina no ambiente hospitalar produz
acOes terapéuticas mais agressivas para tratamento, favorecendo a prética da terapia
empirica ao uso dos glicopeptideos (vancomicina) uma rotina cada vez mais comum nos
hospitais, e devido a esse uso inadequado, cepas com sensibilidade reduzida a
vancomicina estdo se tornando cada vez mais comuns no ambiente hospitalar (Natoli et
al., 2009). E esse perfil de resisténcia aos antimicrobianos é mais evidente em isolados
SCoN em comparagdo aos S. aureus, principalmente para teicoplanina (Livermore,
2000a).

Outro grupo de antimicrobianos muito utilizados no tratamento de infecgdes por
Gram positivos sdo os macrolideos, lincosaminas e estreptograminas. Durante muitos
anos esses agentes foram eficientes no tratamento de doencas infecciosas, mas com a
evolucdo microbiana, diversos mecanismos de resisténcia antimicrobiana foram
desenvolvidos como forma de adaptacdo ao ambiente, uma selecdo natural. A
resisténcia a macrolideos, lincosamina e estreptograminas do grupo B (MLSB) pode ser
identificada nas espécies de estafilococos devido a varias alteracBes genéticas
microbianas. As mais importantes sdo mecanismos ativos de efluxo (fendtipo MSB) e
por modificacdo do alvo ribossomal, sendo que esse Ultimo confere resisténcia para
todos os trés antimicrobianos, ou seja, resisténcia MLSB (Merino-Diaz et al., 2007).
Drogas como quinupristina-dalfopristina inibem o crescimento de grande parte das
cepas estafilococicas, embora possa haver o perfil MLSB que pode prejudicar a

terapéutica (Livermore, 2000b).

O uso irracional de antimicrobianos promoveu a selecao de cepas resistentes no
decorrer dos anos, tanto no ambiente hospitalar, quanto comunitario.
Consequentemente, podemos concluir que o ambiente hospitalar age como reservatorio
de resisténcia, sendo possivel identificar um ndmero ainda maior de cepas
multiresistentes devido a pressdo seletiva que ocorre no meio e a facilidade de
veiculacdo de microrganismos de diversos centros de satde pelos profissionais que ali
trabalham. Porém, essa veiculacéo para a comunidade esté se tornando comum, devido
principalmente a falta de medidas preventivas nos centros de saude (Cuevas et al.,
2004). Com essa disseminagdo pela comunidade, cepas multiresistentes podem

colonizar qualquer pessoa suscetivel.



Assim sendo, essa condi¢cdo de multiresisténcia pode-se de fato ser verificado
em diversos hospitais, ndo somente brasileiros. Essa situacao ¢é bastante evidente para os
estafilococos, que se adaptam rapidamente ao ambiente e possuem grande facilidade de
recombinacéo genética, com disseminacdo de resisténcia antimicrobiana (Yoshida et al.,
2009).

Um grande estudo feito por Cars et al (2001), avaliaram o uso de
antimicrobianos em diversos paises da Europa. Os autores identificaram uma grande
variacdo de antibidticos no ambiente hospitalar, no qual diversos fatores podem estar
relacionados como contextos histdricos, sociais e culturais, além de variac@es existentes
no cuidado com a salde dos pacientes. Com o0 baixo consumo desses antimicrobianos
associado a boas préticas de controle de infec¢fes hospitalares (ex.: uso de mupirocina),
os indices de infec¢bes nosocomiais poderdo diminuir drasticamente, o que demonstra a
necessidade de restricdo e adequacdo no uso de drogas para o tratamento de doencas
bacterianas (Cars et al., 2001).

Poucos agentes quimioterapicos novos para 0 combate de infeccBes
estafilococicas foram produzidos nas Ultimas trés décadas, mas a situacdo atual esta
melhorando. Na Ultima década, a introducdo de novos agentes como linezolida,
daptomicina e tigeciclina, melhorou de forma expressiva a terapéutica de pacientes
infectados por microrganismos multiresistentes, como enterococos resistentes a
vancomicina (VRE), MRSA e MR-SCoN, sendo estes antimicrobianos considerados de
eficacias semelhantes (Dotis et al., 2010; Gardiner et al., 2010). Porém, até mesmo esses
novos quimioterapicos, ap6s um longo periodo de uso podem promover o
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, o que nos faz enfatizar cada vez mais

sobre praticas para uso racional de antimicrobianos (Yoshida et al., 2009).

1.4. Técnicas moleculares aplicadas no estudo da epidemiologia molecular

de Staphylococcus sp

Técnicas laboratoriais de epidemiologia molecular auxiliam os profissionais da
satde a compreender melhor o curso de um surto infeccioso, ou uma possivel origem de
infeccBes continuas em uma comunidade ou uma unidade de satde. A técnica de Pulsed

Field Gel Electrophoresis (PFGE) é considerada por muitos autores como sendo



padrdo-ouro na tipagem molecular de cepas de estafilococos, tendo inclusive
reconhecimento pelo CDC (Bannerman et al., 1995; Tenover et al., 2009). Na
atualidade, ¢ um método de escolha para muitos pesquisadores, pois fornece uma boa
reprodutibilidade, grande poder discriminatério e um perfil de DNA cromossémico

caracteristico (Pfaller et al., 2001).

A técnica de PFGE ¢ baseada na eletroforese em campo pulsado, que permite a
migracdo de moléculas de DNA com alto peso molecular, a qual foi relatada pela
primeira vez em 1983 (Herschleb et al., 2007). Para que o material seja analisado é
necessario utilizar enzimas que promovam macrorestricbes em regies do DNA,
reconhecendo 6 a 8 bases (pouco frequentes), originando um produto com Varios
fragmentos (até 20), variando de 10 a 800kp, que posteriormente sdo aplicados em gel
de agarose. A analise das amostras é feita por comparacdo dos fragmentos, sendo
utilizados também marcadores de tamanho conhecido. Esses perfis estabelecidos
poderdo ser relacionados ou ndo com isolados de diferentes fontes e também poderao
estabelecer correlacbes com origens de disseminacdo local ou mundial desses
microrganismos (Tenover et al., 1997), além de auxiliar no controle da disseminacéo

desses clones no ambiente nosocomial principalmente (Mulvey et al., 2001).

A determinacdo da origem bacteriana no cenario epidemiol6gico possui grande
relevancia quando se deseja obter dados que sejam importantes para a caracterizacao de
um surto, no acompanhamento de pacientes hospitalizados. Nesse sentido, 0s
estafilococos que possuem o0 gene mecA, apresentam também em seu material genético
um cassete cromossomal que carreia este gene, sendo denominado SCCmec. Esse
cassete alberga genes de viruléncia que podem caracterizar epidemiologicamente as
cepas que o possuem, determinando sua origem. Assim, o0 SCCmec é o elemento
genético movel responsavel por carrear genes de resisténcia entre as espécies

estafilococicas.

O SCCmec, representado na Figura 1, se apresenta em diferentes combinacdes
do complexo mec, composto por 1S431, mecA e dos genes regulatorios mecl e mecRl;
além do complexo ccr, que codifica o grupo de enzimas recombinases responsaveis pela
mobilidade do SCCmec, composto pelos genes ccrA e ccrB ou ccrC (Kondo et al.,
2007). Os componentes restantes do SCCmec sdo denominadas regides J (regibes J1, J2

e J3) cujas funcbes ainda ndo foram esclarecidas. Porém em alguns casos, esses



componentes podem albergar genes de resisténcia antimicrobiana. O seu local de
inser¢do no cassete pode entdo ser resumido como J1-ccr-J2-mec-J3 (Milheirico et al.,
2007).

Devido a essa grande diversidade, Mombach et al (2007) demonstraram em seu
estudo que seis tipos de SCCmec ja foram descritos para o S. aureus e cinco tipos (I-V)
para SCoN, representados na Figura 1. Os tipos I, Il e Il sdo relacionados a cepas
hospitalares (HA-SCoN), enquanto que os tipos IV e V estdo relacionados as cepas de
origem comunitaria (CA-SCoN). Acredita-se que cepas hospitalares possuam
caracteristicas mais virulentas que cepas comunitarias, entretanto os resultados ainda
sdo inconclusivos (Ganga et al., 2009). Na literatura, ainda ndo foi descrito o tipo VI em
SCoN e pouco se sabe a respeito desse cassete cromossomal nessas espécies, mas
acredita-se que possuem estruturas mais variadas ainda nao descritas para S. aureus
(Ruppe et al., 2009). Entretanto, recentemente foi caracterizado um novo tipo, o
SCCmec VII, uma cepa de MRSA comunitario identificado em Taiwan (Higuchi et al.,
2008), e o tipo VIII (Chen et al., 2009). Isso demonstra a constante evolugéo do cassete

cromossomal, na recombinacéo e insercdo de elementos genéticos.

O S. epidermidis foi descrito como um dos primeiros isolados de SCoN a ser
portador do SCCmec, porém a origem do cassete cromossomal é desconhecida
(Hanssen and Ericson Sollid, 2006). Com isso, cepas de SCoN podem servir de
reservatorio para genes de resisténcia que podem ser transferidos para outros
microrganismos Gram positivos, como S. aureus (Mongkolrattanothai et al., 2003). Fato

esse importante, pois a disseminacdo de SCoN no ambiente nosocomial € muito grande.

Foi identificada a existéncia de uma variante genética Unica do gene ccrAB em
cepas de MRSA, que também foi encontrada em isolados de MR-SCoN (Hanssen et al.,
2004). Acredita-se que ambos contém o mesmo pool de genes, entre 0s de recombinase
e resisténcia. Contudo, é necessario ainda definir claramente os mecanismos de
transferéncia de resisténcia entre as espécies de estafilococos (Mombach Pinheiro
Machado et al., 2007).
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Figura 1 — Representacdo dos tipos de SCCmec identificados entre os
Staphylococcus sp (Research-Japan).

Os SCoN possuem uma grande diversidade de elementos genéticos. Zhang et al
(2009) fizeram um estudo para avaliar o perfil de SCCmec de SCoN isolados em
animais. Os tipos I, IlI, IV e V foram identificados, o0 que demonstra uma grande
diversidade desses elementos genéticos no ambiente. Outro estudo analisou esta mesma
diversidade geneética, porem em SCoN isolados de humanos de diferentes regides
africanas. O S. epidermidis e S. haemolyticus foram diretamente relacionados com 0s
tipos IV e V, respectivamente. Esses autores demonstraram também que as cepas de
SCoN resistentes a meticilina possuem um amplo e diversificado reservatorio de

resisténcia na comunidade (Ruppe et al., 2009).

A importéncia de determinar o tipo SCCmec em SCoN ¢é devido a necessidade
em caracterizar geneticamente esses microrganismos circulantes, avaliando possiveis
origens (comunitaria ou hospitalar), além destes cassetes serem responsaveis por carrear

genes de resisténcia e transferi-los (transferéncia horizontal) para S. aureus sensiveis a
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meticilina (MSSA), criando assim um novo clone (MRSA), podendo originar um
possivel surto infeccioso (Berglund and Soderquist, 2008; Ibrahem et al., 2009).

1.5. InfecgBes nosocomiais por SCoN

Durante muitos anos, os SCoN foram considerados por clinicos e
microbiologistas como sendo contaminantes em hemoculturas no diagndstico de sepse e
outras infeccdes ndo sendo considerados patogénicos (Kloos and Schleifer, 1975). Desta
forma, entre os estafilococos somente 0s S. aureus era considerada a espécie
frequentemente identificada em infecgdes e intoxicagcdes em humanos e animais (Kloos
and Schleifer, 1975). Porém, nas Ultimas décadas (anos 80 e 90), esses microrganismos
foram relacionados a varios quadros clinicos importantes (Longauerova, 2006), sendo o
principal agente etiologico em muitos casos de infecgdes, principalmente de pessoas
imunocomprometidas, que sdo normalmente isoladas em hemoculturas (Huebner and
Goldmann, 1999). Entretanto, a identificagdo de SCoN em hemocultura deve ser
analisada com cautela pelos profissionais de salde, pois a sua presenga em varios sitios,

especialmente a pele, pode facilmente contaminar uma amostra clinica.

O fato de SCoN terem emergido nos ultimos anos como potenciais agentes
etioldgicos infecciosos, remete-se principalmente ao avanco da medicina (diagnosticos
mais precisos e estudos epidemiolégicos eficientes). Podemos concluir entdo que o uso
de novas praticas no tratamento clinico pode permitir uma sobrevida maior dos
pacientes, aumentando o seu tempo de internacdo, o que ird modificar o perfil desta
populacdo, pois sdo continuamente alvos de procedimentos invasivos (UTI), uso de

diversas drogas, tornando-se mais suscetiveis a infec¢des (oportunistas).

Os SCoN fazem parte da microbiota do hospedeiro, principalmente da pele e
mucosas. Entretanto, a pele pode sofrer algum trauma por meio de agulhas ou outros
procedimentos invasivos resultando no aparecimento de uma continuidade entre a
superficie e o interior do corpo. Desta forma, sdo apresentadas condic¢Ges favoraveis que
permitem para 0S mesmos invadirem 0 organismo suscetivel, causando doenca
(Hudome and Fisher, 2001; Pessoa-Silva et al., 2004). E este quadro € muito observado
no ambiente hospitalar, o que nos faz enfatizar cada vez mais sobre medidas preventivas

para controle de infecgoes.
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Muitas das infeccbes sanguineas nosocomiais sdo originadas em pacientes que
fazem o uso de cateter venoso central (CVC) (Walz et al., 2010). Os SCoN estdo entre
0s microrganismos mais identificados em infeccbes associadas ao uso de CVC.
Normalmente, o curso da infeccdo decorre da migracdo de microrganismos presentes na
pele para o local da inser¢do do cateter, o que ird promover uma colonizagdo do tipo
cateter e favorecer a formacéo de biofilme (Walz et al., 2010).

Esta capacidade de formagdo de biofilme € um dos principais fatores de
viruléncia dos estafilococos. Biofilme pode ser definido como uma comunidade
microbiana, que vive em harmonia para se adaptar, sobreviver e se disseminar em um
determinado local (organismo), frente as circunstancias expostas. E importante
mencionar que esta condicdo ocorre principalmente em superficies sélidas, como
cateteres, mas pode ocorrer também em tecidos moles suscetiveis, como valvulas
cardiacas naturais, sendo que espécies de Pseudomonas e enterococos possuem maior
capacidade de formacdo nestes locais em relacdo aos estafilococos (Fadeev and
Nemtseva, 2009).

Quando as bactérias estdo presentes no biofilme, ocorrem diversas formas de
adaptacdo ao meio que estdo inseridas. Essas populagfes demonstram diferencas na
expressao em suas proteinas de superficies, resisténcia aos antimicrobianos, na
utilizacdo dos nutrientes e fatores de viruléncia (Zhang and Mah, 2008; Hall-Stoodley
and Stoodley, 2009).

Outra caracteristica de adaptacdo é a resisténcia frente a fagocitose pelas células
leucocitarias do hospedeiro por S. epidermidis. A protecdo contra fagocitose por
polimorfonucleares (PMN) e mecanismos de imunidade inata é mediada por adesina
intracelular polissacaridica (P1A), sendo a sua regulagdo exercida pelo operon ica
(Muong et al., 2004).

O biofilme e constituido por uma cama externa polissacaridea, denominada de
matriz microbiana, que possui papel fundamental na protecdo do biofilme frente aos
agentes externos, e mesmo que ela ndo iniba a penetracdo do antibiotico para o interior
do biofilme, ela pode diminuir a penetracdo do farmaco através da expressdo de genes
do biofilme que sdo responsaveis por induzir a resisténcia (Jefferson et al., 2005), sendo
essa resisténcia uma de suas principais caracteristicas de adaptacdo. Alguns dispositivos

invasivos impregnados com antimicrobianos ja foram testados, porém sem muito
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sucesso. O que sabemos hoje é que esse é um problema o qual estd cada dia mais
presente nos hospitais, principalmente em UTIs. Devido ao avanco tecnoldgico e novas
metodologias de tratamento, o uso de dispositivos tem-se tornado frequente, fato que
favorece boas condigdes para a adesdo e multiplicacdo microbiana.

A formacéo de biofilme estd presente como causa ou agravo de varias infecgdes
cronicas, que incluem periodontites, infeccGes associadas a dispositivos invasivos,
pneumonia, infeccdo crbnica no trato urinario, tonsilites recorrentes, rinosinusites
crénicas, otite média cronica e infeccdo cronica tecidual (Hall-Stoodley and Stoodley,
2009).

Os SCoN sdo considerados como a causa mais comum de bacteremia em UTI
neonatal (Kallman et al., 1997), podendo ser identificados mais de 90% dos isolados
resistentes a meticilina (Yalaz et al., 2006). A tabela | mostra um estudo que verificou a
relagdo de microrganismos/sepse em neonatos, caracterizando uma maior prevaléncia
dos SCoN em relacdo aos demais patdgenos. Entretanto, existe certa dificuldade para
diferenciar uma sepse por SCoN de um microrganismo comensal da pele, que pode ser
resultado de contaminacdo, ou no momento da coleta ou durante o processo de

manipulagdo (Craft and Finer, 2001).

Tabela I — Relacdo de microrganismos causadores sepse associados & maturidade do RN

Todos Pré-termo A termo
N° sepse 83 72 11
N° sepse em neonatos 75 64 11
Bactérias Gram (+) 41 (49,4%) 36 (50,0%) 5 (45,5%)
SCoN 26 (31,3%) 23 (32,0%) 3 (27,2%)
S. aureus 11 (13,0%) 9 (25,0%) 2 (18,2%)
Enterococcus sp 3 (3,5%) 3 (4,1%) 0
S. pyogenes 1(1,2%) 1(1,4%) 0
Bactérias Gram (-) 26 (31,4%) 21 (29,2%) 5 (45,5%)
Enterobacter sp 7 (8,2%) 7(9,7) 0
Klebsiella penumoniae 9 (10,5%) 7(9,7) 2 (18,2%)
E. coli 2 (2,3%) 1 (1,4%) 1 (9%)
Acinetobacter sp 2 (2,3%) 1 (1,4%) 1 (9%)
Aeromonas sp 1(1,2%) 1 (1,4%) 0
P. aeruginosa 4 (4,7%) 4 (4,5%) 0
S. maltophilia 1(1,2%) 0 1 (9%)
InfecgBes fungicas 16 (19,2%) 15 (20,8%0) 1 (9%0)
Céandida albicans 15 (18,1%) 14 (19,4%) 1 (9%)
A. strictum 1(1,2%) 1 (1,4%) 0

Fonte: Adaptado de Yalaz et al (Yalaz et al., 2006).
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S. epidermidis € a espécie mais frequentemente isolada dentre os SCoN, estando
associado a bacteremia com 0 uso de cateteres e outros procedimentos invasivos (de
Mattos et al., 2003). Cerca de 70% dos isolados nosocomiais dessa espéecie Sao
meticilina resistentes (MRSE), sendo considerados reservatorios de genes de resisténcia,
podendo transferi-los para outros estafilococos (Miragaia et al., 2002). A pele do
paciente e de profissionais de saude, equipamentos médicos, roupas dos profissionais e
superficies do ambiente hospitalar podem ser reservatorios de S. epidermidis

multiresistentes (Aires De Sousa et al., 2000).

Por estarem presentes no ambiente e na microbiota do paciente e contaminar
amostras bioldgicas em situacGes em que a antisepsia ndo € feita de maneira correta, a
identificacdo de dois casos positivos ou mais pode ndo ser indicativo de bacteremia e/ou
sepse por esse microrganismo, critério utilizado em alguns centros clinicos (Seybold et
al., 2009). Faz-se necessario determinar a semelhanca genética desses isolados (situacédo
praticamente impossivel nos laboratdrios clinicos de hoje), pois havendo diferenca,
possivelmente sera contaminacdo. Nesse sentido, foi realizado um estudo que avaliou a
semelhanca genética entre os isolados de SCoN em episodios de duas ou mais
hemoculturas positivas. O grande numero de clusters encontrados sugeriu que a maioria
dos isolados eram contaminantes (Seybold et al., 2009). Assim, a determinacdo das
espécies auxiliaria nesse quadro, podendo contribuir para a identificacdo ou ndo do
causador da infeccdo, bem como da diminuicdo no uso de antibiético de forma

desnecessaria, reduzindo custos e contribuindo para a evolugdo do paciente.

Um estudo de vigilancia realizado na Espanha identificou as causas mais
comuns de infeccBes nosocomiais em pacientes de UTI neonatal. Cerca de 56% das
infeccOes eram bacterianas; dessas, 46% foram isolados SCoN, seguidas de 32% de
Gram negativos (Molina-Cabrillana et al., 2006).

No Brasil, cerca de 60% das mortes em criangas no seu primeiro ano de vida
ocorrem no periodo neonatal. Pessoa et al (2004) estimaram uma incidéncia de 29,4
infeccOes nosocomiais por 1000 pacientes por dia. Aproximadamente 40% de todas as
mortes foram relacionadas a infec¢Oes hospitalares, sendo as infeccbes de corrente
sanguinea (hemocultura) as mais comuns (50,5%), e a pneumonia a segunda causa mais
prevalente (14,8%).
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1.6 Justificativa

Os neonatos admitidos em UTIs correspondem a um grupo com elevado risco
para doengas oportunistas e infecciosas. S0 pacientes muito suscetiveis, de extrema
fragilidade fisica e imunitaria. O acompanhamento desses pacientes na admissao e alta é
muito importante no sentido de rastrear toda sua internacdo, e com isso analisar o seu

estado de portador.

O desenvolvimento tecnolégico cientifico juntamente com a introducdo de novas
metodologias terapéuticas promoveram uma melhora no tratamento para RN de risco.
Sdo considerados como fatores de riscos a baixa imunidade do RN, baixo peso ao

nascer, doencas de base materna, parto prematuro, dentre outros (Healy et al., 2004).

Os SCoN estdo entre os principais patogenos causadores de infeccOes
nosocomiais, pois sdo facilmente veiculados dentro do ambiente hospitalar, possuindo
facil adaptacdo ao meio e também a capacidade de adquirir multiresisténcia. No Brasil,
existe certa caréncia de publicagdes neste assunto (Mombach Pinheiro Machado et al.,
2007).

Os SCoN fazem parte da microbiota do hospedeiro, porém em algumas situacdes
como em procedimentos cirargicos invasivos, por exemplo, eles podem ser a causa de
infeccbes. Esse papel foi reconhecido desde 1970. Os SCoN apresentam grande
importancia na bacteremia, endocardites, infec¢des de trato urinario, de sitio cirargico,
endoftalmite, entre outras (Piette and Verschraegen, 2009). Dentre as mais de 40
espécies reconhecidas de SCoN (Rogers et al., 2009), o S. epidermidis é a espécie mais
frequentemente isolada em infec¢cdes nosocomiais, estando relacionada principalmente a

procedimentos invasivos, como CVC e nutrigdo parenteral.

S&@o considerados microrganismos oportunistas, pois em situacGes favoraveis
para o seu crescimento, possuem a capacidade de colonizar e invadir o organismo, como
por exemplo, em lesdo cirdrgica. Assim a infeccdo nosocomial continua sendo o maior
problema em UT]I neonatal (Lankford et al., 2003).

Como o0s neonatos hospitalizados sdo submetidos a varios procedimentos,
acabam se tornando pacientes muito suscetiveis, 0 que pode causar um aumento na

morbidade, mortalidade, tempo de internacéo e custo (Lally et al., 2004).
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Um pré-requisito para infeccdo € a colonizacdo, e 0 RN possivelmente adquire
grande parte dessa microbiota colonizante no ambiente (hospitalar), incluindo
profissionais de salde (Patrick et al., 1992). Medidas de controle de infeccdo devem ser
sequidas pelos profissionais de salde, sendo essas pre-estabelecidas pela Comisséo de
Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH). Estudos de vigilancia devem ser realizados
periodicamente pela comissdo. Com isso, uma CCIH ativa e permanente possui um
papel fundamental no controle e prevencdo de surtos e infeccBes nosocomiais. Agoes
simples como lavar as maos apresenta excelentes resultados na pratica de controle de
infeccOes (Lankford et al., 2003).

Devido & caréncia de trabalhos que demonstrem o perfil de colonizagdo por
SCoN dos neonatos hospitalizados em UT], e da dificuldade dos profissionais de satde
em conhecer 0s microrganismos circulantes na unidade, verifica-se a importancia deste
estudo no atual cenario epidemiolégico. A diminuicdo de infeccdes nosocomiais, do uso
de antibidticos e consequentemente dos custos de um longo periodo de internacédo, sdo

condigdes futuras que podem ser obtidas.
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2. Objetivos
Geral

. Avaliar o perfil (fenétipo e genotipo) dos SCoN que colonizam o0s

neonatos no momento da admissao e alta em uma UTI neonatal.

Especificos
o Identificar as espécies mais prevalentes de SCoN.
. Avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos destes

microrganismos.

o Verificar a presenca do gene mecA entre os isolados.

. Identificar os tipos de SCCmec entre os isolados.

o Avaliar a similaridade genética entre as cepas.

. Determinar a prevaléncia e incidéncia de colonizacdo por SCoN dos
neonatos.

. Identificar as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas associadas a

colonizacdo por SCoN.
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3. Material e Métodos

Este trabalho integra a REDE VIGIA-CRIANCA de Goiania, que € uma rede de
vigilancia para deteccdo de infecgdes bacterianas resistentes, em parceria com a UFG e
Secretaria da Saude do Estado de Goias. Este estudo integra o componente de portador
nasal e de infeccdes invasivas na coorte de criancas admitidas nas unidades de terapia

intensiva neonatal de Goiania por Staphylococcus sp.

3.1. Populacéo de estudo e coleta

De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil nasceram cerca de 2.944.000
criangas no ano de 2006, sendo 87.483 em Goias (DATASUS 2006). Em Goiénia, a
Unidade de Tratamento Intensivo neonatal (UTI neonatal) do Hospital da Crianca
atendeu cerca de 1070 criancas durante os anos de 2007 e 2008. A capacidade desta
UTI neonatal ¢ de 26 leitos, e o corpo de profissionais no atendimento é de cinco

técnicos de enfermagem, um enfermeiro e um médico plantonista, por turno.

Todos os neonatos admitidos na UTI neonatal do Hospital da Crianca, no
periodo entre julho/2007 a maio/2008, foram considerados elegiveis. Como critério de
inclusdo basta a crianga ser internada na UTI neonatal. Os pais foram informados da
pesquisa e todos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para a
participacdo no estudo. O protocolo de investigacéo foi aprovado pelo Comité de Etica
Regional do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (UFG) e pelo
Conselho Nacional de Ensino e Pesquisa (CONEP), atendendo a Resolucdo 196/96. Foi
recrutado um total de 429 neonatos, sendo que amostras foram coletadas de 392
(91,4%), tanto no momento da admissédo quanto da alta. Diversos fatores prejudicaram
na coleta de algumas amostras (8,6%), como falta de profissional auxiliar do projeto no
momento da alta e/ou admissdo, alguns oObitos que ndo puderam ser coletados, entre

outros.

Swabs nasais (Copan®) foram coletados dos neonatos no momento da admisséo
e da alta hospitalar pelos profissionais da UTI neonatal, e encaminhados em até 24 h em
meio Stuart para o Laboratério de Microbiologia do IPTSP/UFG por uma empresa de
transporte terceirizada, devidamente credenciada para transporte intra-urbano de

material microbiologico.
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3.2 Isolamento

O isolamento de Staphylococcus sp foi realizado pela semeadura das amostras
em agar manitol salgado, agar screening TSA (Tripticase Soy Agar) acrescido de 5
pug/mL de oxacilina e NaCl (5%) e em agar caldo TSB (Tripticase Soy Broth)
acrescido de oxacilina (5 ug/mL) e NaCl (5%), com posterior incubacdo a 37°C por 24 a

48 hs. Todos os swabs foram congelados em TSB com 20% de glicerol a — 80°C.

Colbnias que apresentaram crescimento com halo bem delimitado em agar
manitol, com coloragdo branca, acinzentadas a transparentes, foram repicadas em agar
nutriente (AN) e incubadas a 37°C por 24 horas. Todos os isolados foram submetidos a
coloracdo de Gram, sendo selecionados aqueles que apresentaram cocos Gram positivos

isolados, em pares e/ou dispostos em cachos.

3.3 Provas de identificacdo microbiana

Para diferenciar os géneros Staphylococcus e Streptococcus foi realizado o teste
da catalase. As amostras foram repicadas em AN a 37°C por 24 horas. Ap0Os esse
periodo, com o auxilio de uma alga de platina, retirou-se uma colénia e esta foi
transferida para uma lamina de vidro limpa e numerada. Em seguida, uma gota de
peréxido de hidrogénio (H,0,) a 3% foi colocada sobre a coldnia, e verificou-se a
formacgédo de bolhas. A prova foi considerada positiva, quando houve aparecimento

rapido e producdo sustentada de bolhas de gas ou efervescéncia.

Para caracterizar Staphylococcus sp, realizou-se a prova para produgdo de
coagulase em tubo a partir de cepas repicadas em AN e incubadas por 24 horas a 37°C.
Plasma citratado de coelho foi diluido em salina esterilizada, sendo distribuido 0,3 mL
em cada tubo teste. Em seguida, os isolados foram inoculados com o auxilio da alca de
platina e incubados a 37°C, com leitura realizada em 2, 4, 6 e 24 horas. A leitura foi
considerada positiva para qualquer tempo analisado, independente do grau de formagao

de coéagulo.

Um teste auxiliar também foi realizado para caracterizar o género estafilococos,
a prova da DNAse. A presenca dessa enzima em S. aureus promove a quebra das

ligacGes fosfodiester na molécula de DNA da bacteéria. Os isolados foram repicados em
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agar DNAse a 37°C por 24 horas. ApoOs esse periodo, acrescentou-se na placa uma
solugéo de HCI a 6N e verificou-se a formacdo de halo em volta das colénias. Quando
ndo houve formacgdo do halo, definiu-se como DNAse negativa (SCoN), e com a
formacdo do halo, coagulase positiva (S. aureus). Todos os SCoN isolados foram
congelados em duplicata em TSB suplementado com 20% glicerol e estocados a — 80°C.
O POP (procedimento operacional padrdo) de isolamento e identificacdo estd resumido

na Figura 2.

3.4 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Todos os isolados de SCoN foram submetidos ao teste de disco de difusdo de
acordo com os critérios do CLSI (CLSI, 2005). Apds crescimento das coldnias em AN a
37°C por 24 horas, um inoculo padrdo de 1,5 x 10® ufc/mL (escala 0,5 de McFarland)
foi utilizado para semeadura em placas de agar Miiller-Hinton com auxilio de um swab
estéril. As placas inoculadas foram acrescentados o0s seguintes discos de
antimicrobianos (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra): oxacilina, cefoxitina, vancomicina,
teicoplanina, eritromicina, clindamicina, quinupristina-dalfopristina, rifampicina,
ciprofloxacina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetropim, linezolida e penicilina. A
leitura dos halos de inibicdo foi feita de acordo com os critérios do CLSI (2005). A
caracterizacdo de resisténcia aos glicopeptideos, de acordo com o CLSI, somente podera

ser realizada com a determinacdo da concentragdo inibitoria minima (MIC).

A resisténcia induzivel in vitro pode ser observada em Staphylococcus sp que
apresentam o fenotipo MLSB, referente a eritromicina, clindamicina e quinupristina-
dalfopristina. Para detectar esse fenotipo, o teste de inducgéo foi realizado conjuntamente
com o método de difusdo em disco, de acordo com o proposto por Fiebelkorn (2003).
Apos a preparacdo da cultura e inoculacdo das placas conforme descrito acima, um
disco de eritromicina (15 pg) foi posicionado a 26 mm centro a centro de um disco de
clindamicina (2 pg) e lateralmente a 30 mm de um disco de quinuprustina-dalfoprustina
(15 pg). Apds incubagcdo a 37°C por 24 h, a forma e o tamanho dos halos foram
avaliados. Os microrganismos que ndo apresentaram distorcdo do halo foram
considerados suscetiveis, e aqueles que apresentaram distor¢do ou achatamento do halo
(forma da letra D) na regido adjacente ao disco de eritromicina foram considerados
resistentes (CLSI, 2005).
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Determinamos como padrdo de multiresisténcia (MDR), os isolados que

apresentaram halo de resisténcia igual ou superior a quatro classes de antimicrobianos.

POP - Staphylococcus sp.

congelamento -80 -

/ '

TSB/OX/NaCl ‘
Se ASO-
l l 48h
()

Swab

l 72h
AN
96h l Identifi‘éagéo
X & A2
LIEL
GRAM Catalase Coagulase
+ + -

SCoN SCoN

antibiograma

congelamento -80 120h

Figura 2 — Procedimento Operacional Padrao (POP) do processamento e
analise das amostras de swabs coletados para isolamento e identificacdo de
Staphylococcus sp (ASO = agar Screening c/ oxacilina; AM = agar manitol; AN
= agar nutriente; SCoN = Staphylococcus coagulase negativa).
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3.5 Tipagem molecular

3.5.1 Extracdo de DNA

O DNA cromossomal foi extraido das cepas isoladas e identificadas de SCoN,
de acordo com o método descrito por van Soolingen et al (1994). As amostras foram
inoculadas em meio liquido TSB contendo NaCl 5%, e cerca de 1 mL de cultura foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL. O conteudo foi centrifugado a 5000 g por 5
min. O sobrenadante foi descartado, e o material foi ressuspendido em 400 pL de
tampéo TE. A seguir, foi adicionado 12 pL de lisozima (20 mg/ mL), e incubado por 1h
e 30 min a 37°C. Apds o inicio da lise, foi acrescentado 70 pL de SDS (10%) e 12 pL
de proteinase K (20 mg/ mL), e novamente o sistema foi incubado, agora a 56°C por 10
min. Terminada a incubacdo, foram adicionados 100 puL de NaCl 5,0 M e 80 pL de
solucdo CTAB/NaCl (10% CTAB e 0,73 M NaCl). A solu¢do foi homogeneizada até
atingir um aspecto leitoso. Uma Gltima incubacdo foi realizada a 65°C por 10 min. A
extracdo com cloroférmio ocorreu pela adicdo de volume igual de clorofil (cloroférmio:
alcool isoamilico 24:1, v/v), seguida de agitacdo por 30 segundos. Realizou-se uma
segunda centrifugacao de 10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo e precipitado pela adi¢do de 0,6 volumes de isopropanol e incubacdo a — 20°C por
30 min. Uma centrifugacdo final de 10.000 g a 4°C por 20 min, seguida de uma lavagem
do sedimento com 1 mL de alcool etilico a 70%. O DNA foi ressuspendido em 100 pL
de agua miliQ. O &cido nucléico foi estocado a — 20°C. A extracdo de DNA foi realizada
uma Unica vez para todas as analises do PCR.

3.5.2 PCR — mecA

Para identificar a presenca do gene mecA nas cepas de SCoN, foi utilizada a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Utilizou-se 2 uL do DNA extraido de cada
amostra. A PCR foi preparada com um volume final de 30 pL por amostra, contendo 3
pL de tampdo 10X, 1,5 mM de MgCl, 0,6 uM de cada oligonucleotideo iniciador para o
gene mecA (Geha et al., 1994), 0,2 mM de dNTPs e 1 U da enzima Taqg Polimerase
(Invitrogen®). Foi utilizado o termociclador da marca Biocycler®. Inicialmente, um

ciclo de 92°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 50 segundos, 52 °C por 1 min
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e 72 °C por 1 min. O processo foi finalizado com um ciclo de 72°C por 5 min. A
avaliacdo da amplificacdo do gene mecA foi feita pela eletroforese em gel de agarose a
1,0% (Invitrogen®) em tampdo TBE com brometo de etidio a 0,5 pg/ mL. Dez pL do
produto de PCR com 2 uL de tampédo de amostra 5X foram aplicados no gel. Apds a
eletroforese, o gel foi analisado em um transiluminador (UV) e fotografado. A
realizacdo do PCR — mecA foi para todos os isolados de SCoN deste estudo.

3.53ITS-PCR

A identificacdo das espécies de SCoN foi feita pela técnica Internal Transcribed
Spacer — PCR (ITS-PCR), de acordo com método descrito por Jensen et al (1993) e
revisado por Couto et al (2001). Utilizou-se 2 pL. do DNA extraido de cada amostra. A
PCR foi preparada com um volume final de 30 pL por amostra, contendo 3 pL de
tampdo 10X, 1,5 mM de MgCl, 0,6 uM de cada oligonucleotideo iniciador para ITS
(Jensen 1993), 0,2 mM de dNTPs e 1 U da enzima Taq Polimerase (Invitrogen®). Foi
utilizado o termociclador da marca Biocycler®. Inicialmente, um ciclo de 94°C por 4
min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 4 min, 2 min ramp até 72°C e 2 min a 72°C. O
processo foi finalizado com um ciclo de 72°C por 7 min. A avaliagcdo da amplificacdo
do ITS-PCR foi feita pela eletroforese em gel de agarose a 2,0% (Invitrogen®) em
tampdo TBE com brometo de etidio a 0,5 pg/ mL. Dez pL do produto de PCR com 2
puL de tampdo de amostra 5X foram aplicados no gel. Apos a eletroforese, o gel foi
analisado em um transiluminador (UV) e fotografado. Foram utilizadas cepas padrédo
para controle e identificacdo, que foram as seguintes: DEN125-S. epidermidis, ICE145-
S. haemolyticus, DEN157-S. warneri, ICE187-S. lugdunensis, DEN177-S.
saprophyticus, COB-25-S. caprae, ITL152-S. cohnii, AGT121-S. simulans e TAWS88-S.
carnosus, cedidas gentilmente pela prof® Dr2 Herminia de Lencastre, do Laboratério de
Genética Molecular do Instituto de Tecnologia Quimica e Biologica, Universidade
Nova de Lisboa, Oeiras, Portugal. A interpretacdo do gel foi realizada por comparacao

dos perfis de bandas obtidos entre as amostras analisadas e cepas padréo.
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3.5.4. Identificacdo do cassete cromossomal estafilococico mec (SCCmec)

Para identificar o tipo de cassete cromossomal estafilococico mec nas cepas de
SCoN, foi utilizada a técnica Multiplex — PCR, descrito por Oliveira et al (2002) e
revisado por Milheirico et al (2007). Utilizou-se 2 uL do DNA extraido de cada
amostra. Os primers utilizados para o Multiplex foram: CIF2 (tipo 1), ccrC (tipo V),
RIF5 (tipo I11), SCCmecV (tipo V), dcs (tipo I, I, IV e VI), ccrB2 (tipo 11 e 1V), kdp
(tipo I1), SCCmeclll (tipo I11), mecl (tipo 11 e 111) e mecA (controle interno da reagao).

A PCR foi preparada com um volume final de 30 puL por amostra, contendo 3,0
uL de tampdo 10x, 1,5 mM de MgCl,, 3,0 uM de uma mistura de oligonucleotideos
iniciadores especificos para cada tipo de SCCmec, 0,2 mM de dNTPs e 1 U da enzima
Taq Polimerase (Invitrogen®). A tabela | mostra a sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados. Para a realizacdo dos testes, foi utilizado o termociclador da
marca Biocycler®. Inicialmente, um ciclo de 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por 1 min. O processo foi
finalizado com um ciclo de 72°C por 4 min. A avaliacdo da amplificacdo do produto foi
feita pela eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TBE com brometo de etidio a
0,5 pg/mL. Dez pL do produto de PCR com 2 pL de tampdo de amostra 5x foram
aplicados no gel. Apos a eletroforese, o gel foi analisado em um transiluminador (UV) e
fotografado. Foram utilizadas cepas controle COL (tipo 1), HPV 107 (tipo la), BK 2464
(tipo I1), ANS 46 (tipo IlIl) e MW 2 (tipo IVa) cedidas gentilmente pela prof® Dr?
Herminia de Lencastre, do Laboratorio de Genética Molecular do Instituto de
Tecnologia Quimica e Bioldgica, Universidade Nova de Lisboa, Oeiras, Portugal. Essas

cepas auxiliaram na determinacdo dos padrdes de SCCmec na corrida eletroforética.
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Tabela Il — Sequéncia de primers utilizados para o SCCmec PCR Multiplex.

Nome do primer Tamanho do primer (5°—3”) Especificidade do Tamanho da
primer amplificacdo (pb)
(tipo SCCmec, regido)
CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG I, regido J1 495
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG V, complexo ccr 449
ccrC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 111, regido J3 414
RIF5 R13 ATGGAGATGAATTACAAGGG
SCCmec VIJ1F TTCTCCATTCTTGTTCATCC V, regido J1 377
SCCmec VIJ1R AGAGACTACTGACTTAAGTGG
des F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC I, 11, IV e VI, regido J3 342
des R1 CTAAATCATAGCCATGACCG
ccrB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG Il e IV, complexo ccr 311
ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC
kdp F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 11, regido J1 284
kdp R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
SCCmec 1 J1 F CATTTGTGAAACACAGTACG 111, regido J1 243
SCCmec I11 J1R GTTATTGAGACTCCTAAAGC
mecl P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC Il e 111, complexo mec 209
mecl P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC
mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG controle interno 162
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG positivo

Fonte: Adaptado de Milheirigo et al (Milheirigo et al., 2007).

3.5.5 Pulsed field gel electrophoresis — PFGE

Para fazer a andlise da similaridade genética dos isolados, utilizou-se a técnica
de eletroforese em gel em campo pulsado (pulsed field gel electrophoresis — PFGE),
segundo o protocolo descrito por Chung et al (2000), com algumas modificacdes. (i)
Preparacgdo das células: foi retirada uma colbnia de cada isolado de SCoN e inoculada
em 50 mL de TSB, incubando a 37°C por 16 h. Em seguida, foi realizada a
centrifugagdo de 500 pL do cultivo a 14.000 rpm durante 2 min a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido em 500 pL de tampdo de suspensédo PIV (10 mM de Tris-HCI, pH 8,0,
1M de NaCl,) e novamente centrifugado. Apds a ressuspensdo em PIV, foi realizada a
padronizacdo do inoculo em espectrofotdometro a 620p,. Os “plugs” foram preparados
com 150 puL de suspensdo de bactérias € o0 mesmo volume de agarose “low melting

point” a 2%. (ii) Lise celular: as células dos “plugs” foram lisadas em tampao de lise EC
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(6 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1M NaCl, 100 mM EDTA, 0,2% desoxicolato de Na, 0,5%
sarcosil) adicionado de RNAse (50 pg/mL), lisostafina (100 pg/mL) e lisozima (50
pg/mL) por 5h a 37°C. Em seguida, foi realizada desproteinizacdo com incubacao dos
“plugs” em tampao ES (0,5M EDTA, 1% sarcosil) com proteinase K (Img/mL) a 50°C
por pelo menos 17 h. Apds a incubacdo, os “plugs” foram lavados cinco vezes em
tampédo TE 1X (10 mM Tris-HCI, pH 7, 1,0 mM EDTA, pH 8,0). (iii) Digestdo do
DNA: os plugs foram digeridos com 20 U de endonuclease de restricdo Smal
(Invitrogen®) em 100 pL de tampdo de enzima a 25°C durante a noite. (iv) Separacdo
dos fragmentos de restricdo: os fragmentos de DNA digeridos foram separados por
corrida em gel de agarose 1% (Sigma®) e tampdo TBE 0,5X (Tris 0,5 M borato
EDTA). Foi usado o marcador de peso molecular lambda (Bio-Rad®) e também uma
cepa controle em cada gel. A eletroforese foi realizada no aparelho CHEF DR 1l (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) nas seguintes condicdes: voltagem 6 V/cm,
tempo 23 h, temperatura de 11,3° C, pulso inicial de 5s e final de 35s. Apds a
eletroforese, o gel foi corado por 10 minutos com GelRed (Biotium, Hayward, CA,
USA) e fotografado em aparelho fotodocumentador (BioRad®). (v) Interpretacdo de
resultados: foi realizada de acordo com os parametros estabelecidos por Tenover
(Tenover 1995) e por analise computadorizada (BioNumerics, v 5.0, Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). O critério de escolha dos isolados foi realizado com cepas da

mesma espécie isoladas e identificadas tanto na admissdo quanto na alta.

4. Resultados

Dos 429 neonatos admitidos na UTI neonatal do Hospital da Crianca, 392
(91,4%) foram coletados swabs nasais, no momento da admisséo e alta. A Figura 3
mostra o fluxograma dos swabs coletados que foram isolados SCoN entre 0s neonatos.
A prevaléncia de portador durante a hospitalizacdo foi de 67,1% (95% IC 62,5-71,6),
obtendo-se 245 isolados. No momento da admissdo, a prevaléncia de neonatos
portadores de SCoN durante a internacdo na UTI foi de 14,1% (95% IC 10,9-17,9)
obtendo-se 58 isolados; destes, oito ndo puderam ser recuperadas (total de 50 isolados
admissdo). A incidéncia de SCoN na coorte dos neonatos durante o periodo de
hospitalizacdo foi de 56,1% (95% IC 51,1-61,1), obtendo 220 amostras; destas, 20 ndo
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puderam ser recuperadas (6,1%). O tempo médio de hospitalizagdo entre os neonatos foi
de 15,8 dias.

Neonatos
internados
429
[ [ | | 1
Swabs ndo Swabs coletados Swabs coletados Swabs coletados
coletados admissdo e alta somente admissdo somente na alta
3(0.7%) 392 (91,4%) 20 (4,7%) 14 (3,3%)
SCoN SCoN admissdo
incidéncia (prev.)
220/392 58/412
(56,1%) (14,1%)
|
| |
SCoN (+) SCoN (-)
na alta na alta
45 13

Figura 3 — Fluxograma dos swabs coletados e dos SCoN isolados de neonatos
admitidos na UTI neonatal em um hospital no municipio de Goiania durante
jul/2007 a mai/2008.

A prevaléncia de resisténcia aos f-lactamicos (cefoxitina e oxacilina) entre os
neonatos no momento admisséo foi de 58,0% (29/50). Trés neonatos (6%), também na
admissdo, foram identificados como portadores de SCoN multiresistentes, ou seja,
resistentes a oxacilina, cefoxitina, eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina e
sulfametoxazol-trimetoprim. Somente um neonato (dois isolados) apresentou o fenotipo
de resisténcia MLSB. A resisténcia aos p-lactamicos no momento da alta foi
consideravelmente elevada, com 91,8% (225/245). Somente um neonato também
apresentou o fen6tipo MLSB no momento da alta. Observou-se um mesmo perfil de
multiresisténcia dos isolados de SCoN na admissdo, porém a frequéncia de neonatos
apresentando cepas multiresistentes no momento da alta foi 42,0% (103/245). Foi
identificado um isolado resistente a vancomicina e outros trés com resisténcia

intermediéria a teicoplanina pelo método de disco difusdo. A Figura 4 demonstra um
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comparativo do perfil de resisténcia entre os isolados microbianos nos momentos de
admissao e alta. A Figura 5 ilustra uma placa de antibiograma pelo método de disco

difusdo, com uma cepa multiresistente aos antimicrobianos citados.

100% =
90% -
80% -]
70% -
60% -

O Admisséao

50% =1
40% W Alta
30% =
20% =

10% -

Oxa Cefox Eritro Clind Quin Rif Cipro Sulf Tetra Linez Pen

Figura 4 — Frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos testados dos SCoN isolados das narinas de
neonatos atendidos na UTI neonatal de um Hospital em Goiénia, durante mai/2007 a jun/2008 nos

momentos de admissao e alta.
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Figura 5 — Antibiograma representativo de uma cepa de SCoN resistente a varios

antimicrobianos.

A identificacdo das espécies de SCoN foi realizada pela da técnica de ITS —
PCR, segundo Couto et al (2001). Na tabela Il estdo descritas as espécies identificadas.
Dentre os isolados na admissdo, os mais prevalentes foram S. epidermidis (36%) e S.
haemolyticus (32%). Dos isolados no momento da alta, os mais prevalentes foram S.
haemolyticus (39,2%) e S. epidermidis (38,8%). A Figura 6 mostra uma corrida
eletroforética com os produtos de amplificacdo da ITS — PCR de alguns isolados. N&o

foi possivel caracterizar 24 isolados de SCoN.
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Tabela 111 — Espécies identificadas entre os neonatos colonizados por SCoN um

uma UTI neonatal no municipio de Goiania.

Espécies — admissao Espécies — alta

S. epidermidis — 18/50 (36%) S. epidermidis — 95/245 (38,8%)
S. haemolyticus — 16/50 (32%) S. haemolyticus — 96/245 (39,2%)
S. warneri — 7/50 (14%) S. warneri — 9/245 (3,7%)

S. capitis — 0/50 S. capitis — 17/245 (6,9%)

S. schleiferi — 1/50 (2%) S. schleiferi — 2/245 (0,8%)
Outros — 2/50 (4%) Outros — 8/200 (3,3%)

Sem padrédo — 6/50 (12%) Sem padréo — 18/245 (7,3%)
Total — 50 (100%0) Total — 245 (100%)

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

.‘ .oo

- e -

cUEEBoesELEE~ ziREAx
s K 2 I ] -

Figura 6 — Eletroforese em agarose do produto de amplificacdo da ITS — PCR.
Posicdo 1 (C+ S. epidermidis); posicao 8 (C+ S. haemolyticus); posicdes 2, 3, 4,5¢e 6
isolados com perfil semelhante a S. epidermidis; posi¢des 9, 10, 11, 13, ao 20 isolados
com perfil semelhante a S. haemolyticus. As amostras das posices 7 e 12 sdo de
outras espécies.
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Dentre os SCoN isolados na admissdo, o gene mecA foi identificado em 60%
dos casos, enquanto no momento da alta, a sua presenca foi bem superior, sendo
positivo em 82,9%. A Figura 7 mostra uma corrida eletroforética de algumas amostras
cujos produtos foram amplificados para o gene mecA. Dentre os SCoN que foram
positivos para 0 gene mecA, realizou-se a técnica do SCCmec multiplex PCR. A
frequéncia de SCCmec identificada na admissdo e semelhante ao da alta, sendo os tipos
I e IV os mais prevalentes. Devido a uma grande variabilidade presente no cassete
cromossomal estafilococico dos SCoN, foi identificado mais de um sub-tipo de
SCCmec, sendo quase que a metade dos produtos amplificados (43,2% na admisséo e
46,8% na alta). Na Tabela I1l mostra os tipos de SCCmec observados entre os isolados
de SCoN na UTI neonatal, informando o perfil das cepas circulantes no ambiente
nosocomial, e na Tabela IV a caracterizacdo fenotipica da resisténcia a oxacilina e
identificacdo genotipica dos SCoN isolados na admisséo e na alta hospitalar, mostrando

uma diferenga muito significante entre os grupos analisados.

01 02 03 04 05 06 07

- 533bp

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose do produto de amplificacdo do gene mecA
dos isolados de SCoN, pela técnica de PCR; Posicdes 01, 02, 03, 09, 11 e 12 sdo
amostras positivas; posi¢cdes 04, 05, 06, 08 e 10 correspondem a amostras que nao

possuem o gene; posi¢do 13, controle negativo; posi¢do 07, marcador 50pb.

A analise de similaridade genética pelo PFGE foi avaliada para as espécies mais
prevalentes (S. epidermidis e S. haemolyticus) identificadas entre os pacientes no
momento da alta e admissdo. O dendrograma obtido da corrida do gel mostrou uma

grande variabilidade genética entre as cepas da mesma espécie, 0 que sugere uma alta
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diversidade de microrganismos no ambiente hospitalar. As Figuras 8 e 9 mostram o0s
dendrogramas de cepas pares de S. epidermidis e de S. haemolyticus, respectivamente,
indicando também o tipo de SCCmec dos isolados e o tempo de internacdo de cada
paciente. Essa grande variacdo entre os microrganismos reflete a grande capacidade de

veiculacdo no ambiente nosocomial desses patdgenos.

Os isolados que apresentaram o mesmo perfil genético, ou seja, semelhanca de
100% foram considerados geneticamente idénticos, sendo denominados clones. Ja
aqueles que apresentaram uma semelhanca maior ou igual a 80% foram considerados
como pertencentes ao mesmo cluster, segundo Tenover et al (1997). Somente trés
pacientes apresentaram isolados com o mesmo perfil genético (clones) na admisséo e
alta. Dois pacientes apresentaram isolados pertencentes ao mesmo cluster, mostrando

alta similaridade entre as cepas (amostra 779 e 585 de S. haemolyticus).

A Tabela V descreve as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes
hospitalizados que participaram do estudo. O Unico fator de risco estatisticamente
significante foi o uso de CPAP (pressao aérea continua). Outros fatores como uso
prévio de antimicrobianos, sonda nasogastrica e tipo de parto ndo apresentaram

relevancia estatistica em nosso trabalho.

Tabela IV — Tipos de SCCmec identificados entre os isolados de

SCoN na UTI neonatal, durante o periodo de jul/2007 a

mai/2008.
Admisséo Alta
N=50  (100%) N=245 (100%)
SCCmec
| 8 (26,7%) 72 (35,5%)
I 1 (3.4%) 2 (1,0%)
i 1 (3,4%) 8 (3,9%)
v 2 (6,7%) 12 (5,9%)
v 1 (3.4%) 2 (1,0%)
Mais de 1 tipo 13 (43,2%) 95 (46,8%)
Nao tivavel 4 (13,2%) 12 (5,9%)
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Tabela V — Caracterizagdo fenotipica e genotipica das espécies de SCoN isoladas
durante o periodo de internacdo de neonatos em uma UTI neonatal durante o
periodo de jun/2007 a mai/2008 na cidade de Goiania.

Admisséo Alta
RR IC 95% p
N=5
0 (100%) N=245  (100%)
Fendtipo (Antib.)
OXAR 29  (58%) 225 (91,8%) 8,15 3,72-17,93 <0,001
OXA 'S 21 (42%) 20 (8,2%)
MDR 3 (6%) 103 (42%) 11,36 3,28 —47,09 <0,001
N&o MDR 47  (94%) 147 (58%)
Gendtipo
mecA
Positivo 30 (60%) 203 (82,9%) 3,22 1,59 -6,53 =0,0003
Negativo 20 (40%) 42 (17,1%)

Dice (OPt:0.80%) (1 u1 L.U70-L.U70) \2U.UY0 S2U.U70) [U.UY0- 1UU.UYD]

Yves

28

59.3]

SCCmec — tempo de intern.

420 UA TSB -6
665 UA TSA -6
724UTIM-  1/1l-6

. .608 UA M- /-5

~ 507UTIM- N tipavel -9
| 507UATSB II/IV-9
A19UTIM- V=14
A19UAM-  IV/V-14
502 UTIM- R tipavel -4
420UTIM- 1L/ IV-6
502 UATSA N tipavel -4

| 72zumiv- 1-24

- 723 UATS, -24
~ 665UTITSA V-6
- B08UTIM-  |I1/IV=5

T24UATSA |—¢

Figura 8 — Dendrograma dos isolados na admissao e alta de S. epidermidis.
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Dice (Opt:0.80%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S:
Yves

60
70
-100

80
90

>0.0%) [0.0%-100.0%]
Yves SCCmec —tempo de intern.
I JT9UATSA  1lI-2
. 585UTITSA  1-24
| J79UTITSAL  1/11-2
. 584 UTITSA  I/IV/V-1
3 584 UATSA  lI/IV/V-1
[ 585 UATSA  1II/V-24
L] [ 759 UATSA V-3
. | | L ] 759 UTI M- N tipavel - 3

Figura 9 — Dendrograma dos isolados na admisséo e alta de S. haemolyticus.

Tabela VI - Cara

cteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes hospitalizados

durante o periodo de jul/2007 a mai/2008 em uma UTI neonatal em Goiania.

Casos incidentes de
TOTAL DE CASOS
SCoN 1C 95% P
n % n %
Sexo
Masculino 138 62,7 230 58,8 1,18 0,98 - 1,42 0,756
Feminino 82 37,3 161 41,2
Antibiético  durante a
internagao
Sim 178 82,0 311 80,6 1,10 0,87-1,4 0,412
N&o 39 18,0 75 19,4
GR ldade de Internagéo
<24hs 170 77,3 296 75,5 1,10 0,89 -1,37 0,359
>=24hs 50 22,7 96 24,5
Intubacéo
Sim 82 37,4 159 40,8 0,87 0,72-1,05 0,130
N&o 137 62,6 231 59,2
CPAP
Sim 91 41,6 140 35,9 1,27 1,07-1,51 0,008
N&o 113 59,2 232 65,7
CPAP ou intubado
Sim 129 58,9 223 57,2 1,07 0,90 -1,28 0,436
Né&o 84 43,8 161 45,4
Nutricdo parenteral
Sim 1 0,5 3 0,8 0,59 0,12-2,94 0,424
Né&o 218 99,5 387 99,2
Nutricdo enteral
Sim 3 1,4 4 1,0 1,34 0,75-2,37 0,449
Né&o 216 98,6 385 99,0
Sonda nasogastrica
Sim 25 11,8 38 10,2 1,18 0,92-1,52 0,226
Né&o 186 88,2 335 89,8
Prematuro < 37 semanas
Sim 136 62,1 244 62,6 0,98 0,82-1,17 0,830
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Né&o 83 37,9 146 37,4
Baixo peso ao nascer <
2500g

Sim 111 50,7 207 53,1 0,91 0,76 —1,08 0,284
Né&o 108 49,3 183 46,9

Tipo de parto
Vaginal 69 315 129 33,1 0,93 0,77-1,13 0,456
Ceséreo 150 68,5 261 66,9

Gestagdo multipla
Sim 15 6,9 25 6,4 1,08 0,77-15 0,671
Né&o 202 93,1 363 93,6

5. Discussao

O numero de criancgas colonizadas por SCoN observado neste estudo foi bastante
elevado, o que resultou em uma prevaléncia na admissao de 14,1% e uma incidéncia de
56,1%. Dados semelhantes foram encontrados por Campeotto et al (2004), que
analisaram a colonizacdo nasal e retal de pacientes na UTI neonatal, identificando uma
frequéncia de 66,1% de SCoN, com elevado indice de resisténcia antimicrobiana. A

literatura apresenta poucos dados sobre colonizacdo nasal em neonatos hospitalizados.

O numero de isolados de S. epidermidis entre os SCoN é maior entre as
infeccOes de corrente sanguinea e colonizacdo (Miragaia et al., 2007; Blum-Menezes et
al., 2009). Em nosso trabalho, fazendo um paralelo, encontramos também uma maior
frequéncia de S. epidermidis entre isolados na admissdo, seguido de S. haemolyticus,
correspondendo estas duas espécies a praticamente 70% dos isolados identificados entre
os pares avaliados. Em um grande estudo realizado na Africa, Aires de Sousa et al
(2000) observaram frequéncia de colonizacdo por SCoN em pacientes hospitalizados e
profissionais de saude semelhantes. Ja para os isolados identificados no momento da
alta, observou-se uma inversao, sendo S. haemolyticus o mais isolado (38,8%), seguido
de S. epidermidis (34,3%). Isto pode estar relacionado com a habilidade dos S.
haemolyticus de se adaptarem ao meio (genes de resisténcia bacteriana, biocidas entre
outros) e serem  potenciais agentes infecciosos,  principalmente em

imunocomprometidos.

De fato, Ben Saida et al (2009), em um estudo de vigilancia, coletaram amostras

de neonatos, enfermeiras e garrafas de desinfetantes, identificando clones de S.
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haemolyticus entre o0s neonatos, e um mesmo tipo endémico identificado nas
enfermeiras e nos desinfetantes. Com isso, a persisténcia no ambiente de S.
haemolyticus é grande, sendo resistente inclusive a desinfetantes utilizados na limpeza
da unidade. Segundo o autor, 0 gene gacA/B foi encontrado somente nos clones
resistentes aos desinfetantes. Este gene confere resisténcia a biocidas. Além disso,
auxiliam na remocdo de elementos internos para fora da célula, como bombas de efluxo
na resisténcia antimicrobiana (tetraciclinas em Escherichia coli), e possuem grande
capacidade de transferéncia entre cepas semelhantes (ANVISA, 2007; Correa et al.,
2008).

A correta identificacdo das espécies de SCoN é muito importante pois permite
um melhor entendimento da etiopatogenia, buscando uma melhor conduta de
tratamento frente aos fatores de risco associados. Assim, a técnica de ITS-PCR, é uma
ferramenta molecular que apresenta boa reprodutibilidade, rapidez e confiabilidade
quando comparada com métodos fenotipicos. E amplamente usada por outros
pesquisadores, realizando modificagdes de acordo com seus critérios. Saruta et al (1997)
realizaram um novo desenho de oligonucleotideos iniciadores para a regido 16S-23S
rRNA utilizando a técnica de nested PCR, obtendo uma nova ferramenta na

identificacdo de espécies estafilococicas.

A importancia na aplicacdo de novos métodos diagnosticos mais especificos se
torna necessaria no cenario atual, no qual o rigor cientifico é primordial. Isto pode ser
demonstrado por Kawamura et al (1998), onde identificaram de forma correta somente
74% de isolados de estafilococos por testes bioquimicos (métodos e kits comerciais).
Entretanto, lorio et al (2007) descreveram que métodos simplificados sdo muito
eficientes na identificacdo de espécies estafilococicas frente a métodos automatizados,

reforcando o poder destas técnicas no laboratdrio clinico de rotina.

Em nosso estudo foi verificado um grande nimero de isolados multiresistentes
aos antimicrobianos. Isto pode ser devido a uma resposta a pressao seletiva gerada pela
quimioterapia antimicrobiana e a introdugdo de novos agentes antibacterianos,
caracteristicos de ambientes hospitalares, promovendo um quadro de dimensdes globais
e um grave problema de saude publica (Rossolini and Mantengoli, 2008). Deve ser
levada em consideracdo a avaliagdo da resisténcia aos glicopepitdeos, que em nosso

trabalho os resultados ndo podem ser fielmente correlacionados, devido somente a
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utilizacdo do método de disco difusdo (Bauer et al., 1966) que, segundo o CLSI (2009),
deve-se determinar o MIC dos isolados para definir algum nivel de resisténcia. Este

método escolhido foi devido a sua boa reprodutibilidade e menor custo.

Além da determinacdo do MIC, a biologia molecular (amplificacdo do gene van)
podem melhor caracterizar tal resisténcia. Porém em outros trabalhos, com um numero
maior de isolados de corrente sanguinea e técnicas especificas, foi demonstrada uma
sensibilidade reduzida aos glicopeptideos entre os SCoN (Tabe et al., 2001; Natoli et al.,
2009).

A determinacdo e conhecimento do perfil de resisténcia dos microrganismos
circulantes possuem grande relevancia na rotina terapéutica, pois poderd auxiliar o
clinico na escolha mais adequada da terapia empirica, caso necessario. Um perfil de
multiresisténcia pode estar associado a uma falha em tratamentos anteriores. Nao foi
observado nenhum isolado resistente a linezolida. Neste sentido, existem varios
trabalhos que avaliaram as vantagens no uso da linezolida no tratamento de infeccdes
por Gram positivos multiresistentes. Em comparacdo com os glicopeptideos, este
antimicrobiano possui um melhor custo beneficio (Grau and Rubio-Terres, 2008;
Herrmann et al., 2008). Assim, fazendo uso de terapias alternativas, pode-se diminuir a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia reduzida aos glicopeptideos. Mas toda
terapia empirica, independente do farmaco, deve ser prescrita com muita cautela,
devendo-se levar em conta todos 0s processos de interna¢do, como custos e qualidade
no tratamento (Milkovich, 2009).

A resisténcia antimicrobiana aos B-lactdmicos (oxacilina / cefoxitina) é conferida
principalmente pela presenca do gene mecA. Dentre os isolados de SCoN, foi detectada
uma prevaléncia elevada deste gene. Na andlise dos isolados na admissdo, foi
identificada uma resisténcia de 60%, e a na andlise entre os isolados de SCoN na alta,
foi identificada a presenca do gene mecA em 82,9%. Hira et al (2007) fizeram a
caracterizacdo molecular de SCoN identificados na corrente sanguinea de neonatos,
encontrando o gene mecA em 87,0% dos isolados, dados de isolados semelhantes a este
trabalho. Outros autores também obtiveram resultados semelhantes, como Krediet et al
(2001) que identificaram uma prevaléncia elevada de resisténcia antimicrobiana entre os

isolados de SCoN de sepse em neonatos. Esta condi¢do pode sugerir que o perfil de
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resisténcia esta diretamente relacionado com a pressao seletiva antimicrobiana, devido

principalmente & profilaxia antibacteriana realizada nesses pacientes (Saiman, 2006).

Foi avaliada a presenca do SCCmec entre os isolados portadores do gene mecA.
Este cassete cromossomal possui uma grande variabilidade genética entre os SCoN de
diferentes espécies, apresentando uma grande proporcdo de elementos nédo tipaveis,
quando comparado aos identificados em MRSA (Jamaluddin et al., 2008). Devido a esta
variabilidade genética presente no cassete cromossomal estafilocdcico, 16 isolados de
SCoN néo puderam ser identificados, além de apresentar uma alta variabilidade de sub-
tipos de SCCmec. Dados estes que foram demonstrados por Zhang et al (2009), que
encontraram uma alta frequéncia de isolados de SCoN ndo tipaveis pelo SCCmec,
possuindo estruturas atipicas dos padr@es ja determinados, ou seja, SCON com mais de
um tipo de SCCmec. Em outro trabalho, lbrahem et al (2009) identificaram a
colonizacdo por estafilococcos em estudantes residentes. Desses, 88% foram isolados
SCoN e 61% possuiam 0 gene mecA, sendo que a maioria (33%) dos isolados

pertenciam ao SCCmec tipo 1V, seguidos de 18% com SCCmec tipo V.

A presenca do cassete cromossomal (SCCmec) em espécies estafilocdcicas se
tornou evidente nos Ultimos anos, principalmente no ambiente nosocomial (Deurenberg
and Stobberingh, 2009). O SCoN possui grande capacidade de transferir esse elemento
genético para S. aureus, originando novos microrganismos multiresistentes (MRSA),
por acreditar-se que possuem origem em comum (Chlebowicz et al., 2009). Mesmo
assim, alguns novos elementos estdo presente somente entre os SCoN (Garza-Gonzalez
etal., 2009).

Diversas técnicas moleculares para S. aureus ja foram padronizadas e possuem
boa reprodutibilidade, entretanto isso ndo ocorre entre os SCoN, devido a grande
variabilidade genética identificada entre as espécies e também ao fato do desinteresse ao
seu estudo, por ser no passado considerado apenas como microrganismo comensal.
Devido a esta deficiéncia na identificacdo de especies de SCoN e o0 uso de metodologias
ndo padronizadas para deteccdo de resisténcia a meticilina (entre elas 0 SCCmec), tem
proporcionado na literatura diversos dados err6bneos a respeito do assunto (Garza-
Gonzalez et al., 2009).

Infecgdes no ambiente neonatal se tornaram comum nos ultimos anos, estando

relacionadas a diversos fatores como a grande debilidade fisica e imunoldgica dos
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pacientes, além de serem submetidos a procedimentos invasivos e a diversas
medicacgdes (antibioticoterapia empirica), foi o que concluiu Saiman (2006). Segundo o
autor, como os SCoN estdo constantemente presente em infeccBes nosocomiais,
diversas medidas, se forem aplicadas efetivamente, podem reduzir os indices de sepses
nosocomiais, com a melhoria na qualidade dos servigos, aumentando a aderéncia a
higienizacdo das mé&os pelos profissionais e melhoras nas préaticas de inser¢édo de CVC
e de manutencdo promovendo um decréscimo consideravel nas taxas de infeccdes

hospitalares.

Na avaliacdo da similaridade genética entre os isolados, houve grande
diversidade entre os SCoN dentre as espécies mais prevalentes, S. haemolyticus e S.
epidermidis. Klingenberg et al (2007) avaliaram a semelhanca de 180 isolados de SCoN
em hemoculturas de neonatos, demonstrando a existéncia de 2 grandes clones
endémicos na unidade. A amostragem maior nesse trabalho associada a outro sitio
corporeo (sangue) pode ilustrar essa diferenca entre os resultados dos autores com esse
trabalho. Como foi avaliado o perfil de colonizacéo, a troca de microrganismos é muito
grande e constante. Outros trabalhos demonstram uma variabilidade genética maior

entre os SCoN em hemoculturas (Ben Saida et al., 2006).

Identificamos trés pacientes que apresentaram o mesmo perfil genético (clones)
dos isolados em ambos os momentos (admissdo e alta), com perfis de resisténcia aos
antimicrobianos semelhantes, entretanto para um deles (paciente 584 — S. haemolyticus),
a hospitalizacdo foi somente de um dia, 0 que sugere ser 0 mesmo microrganismo. Ja os
outros dois pacientes internados que apresentaram 100% de similaridade genética,
ficaram 9 e 14 dias internados. Foi identificado também dois clusters (uma de S.
epidermidis e um de S. haemolyticus), ndo existindo uma proximidade temporal entre as
internacbes destes pacientes. Com isso, podemos verificar uma persisténcia de
colonizagdo dos SCoN, pois estes microrganismos possuem Varias caracteristicas de

adaptacdo e sobrevivéncia ao meio (Klingenberg et al., 2007).

Pela técnica de PFGE foi possivel identificar que, entre 0s pacientes
hospitalizados, ocorreu uma grande troca de microrganismos durante a internacao,
mesmo aqueles da mesma espécie. Assim, neonatos que sdo internados em UTI

neonatal possuem grandes chances de serem colonizados por cepas hospitalares
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(multiresistentes), e o uso de diversos procedimentos como CPAP, favorece ainda mais
para este estado de colonizacéo.

No ambiente da UTI neonatal ocorre um grande fluxo de pessoas, tanto de
profissionais quanto de maes dos neonatos. Isto pode explicar a grande diversidade
genética dos isolados identificados, pois estes microrganismos estdo em constante
mudanga neste ambiente nosocomial, mas também foi identificado um cluster entre
pacientes diferentes, o que, como dito anteriormente, sugere uma persisténcia do
microrganismo no ambiente, podendo esta colonizacao ter ocorrido principalmente com
o profissional de satde servindo como carreador, transferéncia horizontal. A capacidade
dos SCoN de se adaptarem ao ambiente esta relacionada a diversos fatores, como
resisténcia antimicrobiana, formacdo de biofilme, proteinas de superficie com

propriedades de aderéncia, entre outros (Klingenberg et al., 2007).

Como foi possivel realizar uma vigilancia durante todo periodo de internacéo
dos neonatos hospitalizados na UTI neonatal, conseguimos avaliar o perfil dos isolados
gue colonizam essas criancas. Os isolados de SCoN identificados na admissdo (n=50)
apresentaram um perfil de resisténcia bastante inferior do que aqueles isolados de SCoN
no momento da alta (n=245). A elevada resisténcia aos p-lactamicos (91,8%) e MDR
(42%) no momento da alta sugere que o ambiente nosocomial é um reservatorio de
resisténcia antimicrobiana. Como os SCoN apresentam os maiores indices de infec¢bes
no ambiente nosocomial, o tratamento adequado desses patdgenos representa uma

melhor sobrevida para esses pacientes (Venkatesh et al., 2006).

Dentre os fatores de risco avaliados, o Unico que apresentou significancia
estatistica foi 0 uso de CPAP (p=0,008). J& aqueles que poderiam ser bastante relevantes
como antibidtico durante a internagdo, intubagdo, nutricdo enteral, sonda nasogastrica e
tipo de parto, ndo apresentaram relevancia estatistica em nosso estudo. Poucos dados na
literatura demonstram a relacdo destes fatores associados a infec¢Ges. Com isso,
fazendo um paralelo com dados direcionados a infecgdo, associando diversos fatores,
revelou-se que criancas prematuras e longo periodo de internacdo sdo condigdes que
aumentam as chances para sepses por SCoN (Hira et al., 2007). O uso de CPAP em
nosso trabalho foi um fator associado a colonizagdo por SCoN. Ronnestad et al (2005)
identificaram uma associacdo no uso CPAP em infeccbes por microrganismos

nosocomiais, dentre eles os SCoN.
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Alguns trabalhos, menos recentes, mostram também que cepas de SCoN
colonizavam e causavam doencas em pacientes hospitalizados na UTI neonatal, durante
longos periodos de estudo (Low et al., 1992; Huebner et al., 1994). Podemos concluir
que o estado de portador de SCoN MDR pode estar associado com a grande capacidade
de persisténcia desses microrganismos no ambiente nosocomial, dificultando assim a

sua relacdo com qualquer fator de risco mencionado anteriormente.

O grande impacto que a colonizacdo por SCoN apresenta para 0 neonato € a sua
capacidade de invasdo (dependendo da espécie), e consequentemente podendo
promover um quadro infeccioso invasivo. A sepse neonatal pode aumentar a resposta
inflamat6ria no organismo, e devido aos diversos fatores de viruléncia que o
microrganismo pode possuir (biofilme, multiresisténcia), estes fatores podem limitar a
resposta imune do paciente, sendo que esses neonatos muitas vezes ja apresentam uma

condicdo de imunodepressao (Klingenberg et al., 2005).

A UTI neonatal representa um ambiente rico para aquisicdo de cepas de SCoN
colonizadoras multiresistentes, o que pode aumentar o risco de infec¢des invasivas por
SCoN multiresistentes. Esses neonatos ao sairem da UTI neonatal (alta hospitalar)
podem atuar como reservatorios de cepas de SCoN multiresistentes e consequentemente

apresentarem grande potencial de disseminacdo desses microrganismos na comunidade.

Este estudo revelou diversos problemas e situac6es inseridas em um local (UTI
neonatal) que deveria ser o local mais “seguro” no controle de infecgdes. A persisténcia
de SCoN MDR neste ambiente € uma condicdo que serd repassada para a dire¢do
técnica do hospital. Espera-se que com isso, medidas de prevencao sejam realizadas de
forma mais ativa, com uma maior conscientizacdo de todos os profissionais que ali
trabalham. E preciso também que o hospital junto, com sua CCIH, continuem este
trabalho de vigilancia, ndo somente para estafilococos, e sim para todos 0s potenciais

agentes infecciosos que possam estar presentes no local.
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6. Concluséao

A prevaléncia de neonatos portadores de SCoN durante a internagdo em uma
UTI neonatal no municipio de Goiénia foi de 67,1%. A incidéncia de SCoN na coorte

dos neonatos durante o periodo de hospitalizagéo foi de 56,1%.

As espécies mais prevalentes de SCoN foram S. haemolyticus (37,6%) e S.
epidermidis (34,6%).

Nos isolados identificados na admissdo foi verificado uma resisténcia de 58%
aos P-lactamicos, sendo que 60% destes possuem o gene mecA. Ja dentre agueles
identificados no momento da alta, esta mesma resisténcia foi de 91,8%, com 82,9%
positivos para 0 gene mecA, apresentando também um indice de multiresisténcia de

42% entre esses isolados durante na alta.

A grande maioria dos isolados de SCoN portadores do gene mecA possuiam o

SCCmec do tipo I (34,3%), que esta intimamente relacionado a origem hospitalar.

Identificamos o CPAP como unico fator associado a colonizacdo de neonatos
por SCoN (p=0,008).

Houve grande variabilidade genética entre os isolados de SCoN identificados na
admisséo e alta hospitalar, 0 que sugere uma grande troca de microrganismos dentro do

ambiente nosocomial.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PARTICIPACAO EM ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

Titulo do Estudo: Epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus de portador nasal e de

infecgdes invasivas em criangas atendidas no Pronto Atendimento e UTIs de Goidnia

Investigadora Principal: Ana Licia S. S. Andrade, M.D., Ph.D.
Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica
Universidade Federal de Goidés.
Tel. (62) 3202-7942

Iniciais do(a) Paciente Numero do(a) Paciente Data de Nascimento

INTRODUCAO

Vocé estd sendo convidado(a) para que seu filho participe de uma pesquisa. O objetivo
desta pesquisa € obter informagdes sobre uma bactéria chamada Staphylococcus aureus. O S.
aureus ¢ uma bactéria oportunista, que pode colonizar individuos de todas as faixas
etdrias, especialmente criangas com idade inferior a cinco anos. Quando presente em um
hospedeiro, o S. aureus pode produzir manifestagdes clinicas ou pode permanecer
completamente assintomatico, condigdo esta conhecida como portador sdio e, a Unica
forma de reconhecé-lo. é por meio de métodos laboratoriais.

O portador nasal tem sido documentado como fator de risco para infecgdio
sistémica por S. aureus e as crian¢as portadoras desempenham papel central na
epidemiologia e patogénese da infecgfio. Portanto, a relevancia do S. aureus em satde
publica deve-se as suas altas taxas de morbidade e mortalidade na infincia, tanto em
paises desenvolvidos, como nos paises em desenvolvimento.

Este estudo obterd informagdes sobre a prevaléncia de portador nasal de
Staphylococcus aureus comunitarios, resistentes a meticilina (MRSA), em criangas
atendidas no pronto atendimento de hospitais do municipio de Goidnia e também sobre a
prevaléncia de infecgdes invasivas por MRSA comunitdrios e nosocomiais no momento
da admiss@io da crianga nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) pedidtricas. A
resisténcia aos antibidticos também serd avaliada para ajudar na orientagdo das politicas nacionais
de saade.

O estudo esta sendo conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Goias, do
Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica. A participagdo do seu filho € voluntaria, o que
significa que ele/ela participara do estudo somente se vocé quiser. Este documento € chamado de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e contém informagdes sobre o estudo, incluindo os
procedimentos do estudo, e possiveis beneficios e riscos. Vocé também vai conversar com um
membro do grupo sobre o estudo antes de decidir se o seu filho devera participar. E importante
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que vocé obtenha todas as informagdes necessarias sobre este estudo para decidir se vocé quer
que seu filho participe. Um membro do grupo falard com vocé sobre este estudo e respondera
suas perguntas. Vocé também pode conversar com sua familia e amigos para decidir sobre a
participagdo de seu filho. Vocé pode dispor do tempo necessario para tomar sua decisdo.

A sua assinatura ao final deste formulério significa que vocé leu e entendeu as informagdes e que
vocé voluntariamente concorda que seu filho deva participar deste estudo. A Dra. Ana Lucia
Andrade e seu grupo obterdo sua assinatura neste formuldrio apés explicar o estudo e seus
procedimentos, responder a todas as suas perguntas e esclarecer todas as suas dividas. Vocé
receberd uma cépia assinada e datada deste formulério de consentimento.

Aproximadamente 2.000 criangas participardo deste estudo. A participagdo do seu filho seré por 1
(um) dia.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo ¢ determinar quantas criangas com idade menor de cinco anos atendidas
em servigos de pronto atendimento (PA) e respectivas UTIs pediatricas de Goiania, sdo
portadoras do Staphylococcus aureus e/ou apresentam esta bactéria no sangue.

Seu filho estd sendo solicitado a participar deste estudo pois este é um estudo de vigilancia
epidemiologica no qual todas as criangas menores de cinco anos que forem atendidas no Pronto
Atendimento e UTIs onde o estudo esté sendo realizado, serdo convidadas a participar.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Qualquer procedimento para este estudo deve ser realizado apds vocé concordar que seu filho
participe. Sua decisdo para a participagdo de seu filho estard documentada pela sua assinatura e
data neste formuldrio.

E importante para a seguranga de seu filho que vocé responda honesta e completamente a todas as
perguntas. Qualquer alteragdo que ocorrer antes ou durante o estudo vocé deve comunicar ao
investigador do estudo. Se for determinado que seu filho é elegivel, ele/ela pode continuar a
participar do estudo, o qual necessita das seguintes etapas:

Se seu filho for atendido em um Pronto Atendimento ou admitido em uma UTI Pediatrica
participante do estudo, serd realizado uma entrevista, na qual um investigador fard perguntas
sobre a satide de seu filho e a situagdo de vida.

Para as criangas atendidas no Pronto Atendimento e também para as criangas admitidas
nas UTIs Pediétrica, sera coletada uma amostra de secrecfo nasal da narina anterior por
meio de swab ultrafino, com haste flexivel.

Para as criangas admitidas nas UTIs sera ainda coletada uma amostra de sangue, de
aproximadamente Sml para pesquisar a presenca da bactéria no sangue. O sangue € normalmente
colhido do brago da crianga com uma pequena agulha e pode causar algum desconforto. Este
procedimento pode levar de 5 a 10 minutos. Este procedimento de coleta de sangue para cultura e
antibiograma faz parte da rotina do servigo. Se a bactéria for encontrada no sangue apds ser
enviado ao laboratério, outros testes serdo realizados no laboratério para identificar o tipo da
bactéria e tipos de antibidticos que podem combaté-la.
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Os resultados da hemocultura de seu filho ficardo prontos em 2 a 7 dias. Nao haverd outros
procedimentos a serem realizados além daqueles da rotina do hospital. Todos os resultados de
exames de laboratorio de seu filho serdo encaminhados ao médico dele/dela.

Se a cultura de sangue de seu filho apresentar uma bactéria chamada meningococo, a mesma sera
armazenada de acordo com os procedimentos padrdo do laboratério para tipagem e realizagdo de
testes de sensibilidade aos antibidticos.

RISCOS

Os riscos da participag@o neste estudo incluem inchago ou hematoma ao redor da veia
onde seu sangue foi coletado. H4 um pequeno risco de infecgdo no local onde o sangue
foi coletado. No entanto, este procedimento de coleta de sangue faz parte da rotina do
Servigo.

BENEFICIOS ASSOCIADOS AO ESTUDO

Nado ha beneficio esperado para o seu filho pela participa¢do neste estudo. Entretanto, a
participagdo de seu filho pode ajudar o médico a tratar seu filho.

ALTERNATIVAS A PARTICIPACAO
Pelo fato do estudo ndo apresentar beneficio esperado, a alternativa para ele/ela é ndo participar.
CONFIDENCIALIDADE

Os registros médicos de seu filho terdo garantia de sigilo e confidencialidade. Somente o
investigador e a equipe de pesquisa terdo acesso aos registros de seu filho. As diretrizes do
Conselho Federal de Medicina serdo seguidas em caso de auditorias de atos médicos.

PAGAMENTO OU REEMBOLSO
Vocé néo receberd pagamento pela participagdo do seu filho.
CUSTOS

A coleta de sangue para cultura e swabs nasal sera realizada sem custos para vocé. Vocé ndo terd
qualquer custo adicional para a participag@o de seu filho neste estudo.

CONTATOS

Se vocé tiver perguntas sobre os direitos de seu filho como sujeito de pesquisa, por favor ligue
para o Comité de Etica do Hospital Materno Infantil — Dr. Marco Aurélio Albernaz no telefone
3291-4900 ramal 238.

Se voceé tiver perguntas sobre este estudo ou se vocé acha que seu filho sofreu alguma lesdo
relacionada aos procedimentos deste estudo e vocé gostaria de informagéo sobre tratamento, por
favor ligue para Dra. Ana Lucia Andrade no telefone 3202-7998.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

A participag@o do seu filho é voluntaria. Seu filho ndo precisa participar. Vocé pode interromper
a participagd@o dele a qualquer momento. Se vocé ndo deseja que seu filho participe do estudo ou
se vocé decidir que gostaria que seu filho fosse retirado do estudo, ndo hd nenhuma penalidade.
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Se seu filho ndo participar ou se vocé interromper a participacdo dele/dela no estudo, seu filho
ndo perdera nenhum beneficio a que tem direito. Se vocé decidir retirar seu filho do estudo, vocé
pode solicitar que o material bioldgico de seu filho seja destruido. Se seu filho interromper
precocemente a participagdo no estudo ele/ela ndo precisaréd realizar qualquer procedimento
adicional. Se, por qualquer circunstancia, o estudo for cancelado, vocé pode contactar a
Investigadora Principal ou outra pessoa do grupo do estudo para informagdes sobre o
cancelamento do estudo.

CONSETIMENTO PARA PAIS ALFABETIZADOS DO PACIENTE

Eu li e entendi as informagdes apresentadas e minhas perguntas foram respondidas
satisfatoriamente. Eu voluntariamente concordo que meu filho participe neste estudo. Eu néo
renuncio aos meus direitos legais assinando este formulario de consentimento. Eu receberei uma
copia assinada e datada deste formulario de consentimento e outra cdpia sera armazenada nos
arquivos do estudo do investigador.

Pai/Mae do Paciente:

Nome por Extenso do Assinatura Data da
Pai/Mée do Paciente Pai/Mée do Paciente Assinatura

Representante Legal Alfabetizado (se aplicavel):

Nom por Extenso do Assinatura Data da
Representante Legal Representante Legal Assinatura

CONSETIMENTO PARA PAIS NAO ALFABETIZADOS DO PACIENTE

As informagdes acima foram lidas para mim por
RG . Eu entendi as explicagdes e minhas perguntas foram l‘eSpOndldaS
satisfatoriamente. Eu voluntariamente concordo que meu filho participe neste estudo. Eu ndo
renuncio aos meus direitos legais assinando este formuldrio de consentimento. Eu receberei uma
cdpia assinada e datada deste formuldrio de consentimento e outra cdpia serd armazenada nos
arquivos do estudo do investigador.

Pai/Mae do Paciente:
Nome por Extenso do Impressdo do Polegar Direito Pai/Mae Data da
Pai/Mée do Paciente do Paciente Impressdo

Representante Legal Ndo Alfabetizado (se aplicavel):

Nome por Extenso Impressio do  Polegar  Direito Data da
Representante Legal do Paciente Representante Legal do Paciente Impressao
COMITE DE £TICA EM PESQUISA Pagina 4 de 5
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Testemunha Imparcial* (se aplicavel):

Nome por Extenso Assinatura Data da
Testemunha Imparcial Testemunha Imparcial Assinatura

* Testemunha imparcial ndo é necessdria a menos que o pai/mée do paciente seja incapaz de ler
(ex., cego ou analfabeto) ou a menos que indicado no protocolo. Se a testemunha estiver
presente, ela deve observar o processo completo da obtengdo do termo de consentimento livre e
esclarecido.

Investigador que obteve o consentimento:

Nome por Extenso do Investigador Assinatura do Investigador Data da
Assinatura
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