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RESUMO

RABELO, M.A. Estudo epidemioldgico, genético e de susceptibilidade em
Staphylococcus spp. de amostras de pacientes e profissionais de salude de Hospital
Universitario de Pernambuco. 107 f. Dissertacdo de Mestrado Universidade Federal de
Pernambuco- Centro de Ciéncias da Salde. Programa de P6s Graduacdo em Medicina
Tropical. Recife. Pernambuco

Desde o relato do primeiro caso de resisténcia a meticilina em Staphylococcus que esse
micro-organismo vem sendo considerado como um dos agentes de maior impacto para
as infeccbes associadas aos cuidados em saude. A disseminacdo desses isolados
bacterianos resistentes a multiplas drogas em servigcos hospitalares € muitas vezes
atribuida a profissionais, sendo sugerida a importancia do mesmo em surtos. O presente
estudo teve como objetivo descrever a diversidade epidemioldgica, genética e a
susceptibilidade antimicrobiana de Staphylococcus spp. das amostras provenientes de
secrecdo de nasal de profissionais de saude e amostras clinicas de pacientes internados
nas UTIs, hemodialise/nefrologia e clinicas cirdrgicas do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco, no periodo de abril a agosto do ano de 2011.
Foram coletadas amostras de 91 pacientes internados nesses setores e 120 profissionais
que trabalhavam nos mesmos, a fim de realizar isolamento e identificacdo de
Staphylococcus spp. Estas amostras foram submetidas a testes de susceptibilidade
antimicrobiana, detec¢do do gene mecA e avaliadas quanto a presenca de clones por
ribotipagem-PCR. Assim, MRS (Staphylococcus resistente a meticilina) foi prevalente
entre os técnicos de enfermagem, 48,15% (13/27) dentre as amostras positivas, e
40,74% (11/27) dos isolados oriundos dos profissionais de salde foram das clinicas
cirurgicas. Nos pacientes, a maior ocorréncia de isolados mecA positivos esteve entre as
amostras de ponta de cateter, representando 33,33% (3/9) dos isolados. Foram
encontrados oito isolados resistentes a vancomicina dentre os MRS e com base nos
padroes de amplificagéo, descreveu-se 23 ribotipos, sendo um deles descrito em uma
amostra de um paciente e de um enfermeiro. O conhecimento do perfil fenotipico e
molecular de amostras de Staphylococcus pode contribuir para orientar a conduta

terapéutica no tratamento e controle das infec¢des hospitalares.

Palavras-chave: MRS, pacientes, profissionais de saude, clones.
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ABSTRACT

RABELO, M.A. Epidemiological, genetic and susceptibility study of Staphylococcus
spp. samples from patients and health professionals of the Hospital das Clinicas, Federal
University of Pernambuco. 107 f. Dissertation, Federal University of Pernambuco
Center of Medical Sciences Saude. Postgraduate Program in Tropical Medicine. Recife.

Pernambuco.

Since the first case report of methicillin resistance in Staphylococcus that this pathogen
is considered as one of the agents of greatest impacts to health care-associated
infections. The spread of the multidrug-resistant isolates in hospital services is often
attributed to health professionals who harbor this microorganism suggesting its
importance in outbreaks. The present study aimed to described the epidemiological,
genetic diversity and antimicrobial susceptibility of Staphylococcus spp. samples from
health care workers™ anterior nares and clinical specimens of patients admitted to 1CUs,
nephrology/hemodialysis and surgical clinics from Hospital das Clinicas, Federal
University of Pernambuco in the period April to August at 2011. Samples from 91
patients admitted in these places and 120 health care workers from them will be
collected to achieve isolation and identification of Staphylococcus spp. These samples
are also subjected to antimicrobial susceptibility testing, PCR for mecA gene and
evaluated for the presence of clones by PCR-ribotyping. Thus, MRS (methicillin-
resistant Staphylococcus) was more prevalent among nursing technicians, 48.15%
(13/27) among the positive samples, and 40.74% (11/27) of the isolates from health
professionals were from the surgical clinics. In patients, catheter insertion was the most
prevalent sample among mecA positive isolates, representing 33.33% (3/9) of the
isolates. It was observed eight strains resistant to vancomycin among MRS strains and
based on the amplification patterns we describe 23 ribotypes, and one was found in a
sample from a patient and nursing staff. Knowledge of the molecular and phenotypic
profiles of strains of Staphylococcus may help in guiding the therapeutic approach for

the treatment and control of hospital infections.

Keywords: MRS, patients, health-care workers, clones.
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Bactérias do género Staphylococcus estdo entre os agentes de maior impacto para as
infeccbes associadas aos cuidados em saude, principalmente ap6s os primeiros relatos de
casos de resisténcia a meticilina, por volta da decada de 60 (TAVARES, 2000;
LIVERMORE et al., 2003; SANTOS et al., 2007). Profissionais de salde sdo portadores,
em potencial, dessa bactéria, em decorréncia de diversos fatores, dentre eles, a
vulnerabilidade conferida no cotidiano do trabalho, podendo assim, atuar como
disseminadores desse micro-organismo (BEN-DAVID et al., 2008; SILVA et al., 2008;
SILVA et al., 2012).

Alguns trabalhos utilizando amostras provenientes de profissionais das Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs), clinicas cirdrgicas e servico de hemodiélise/nefrologia, do
Hospital das Clinicas de Pernambuco demonstraram a ocorréncia de MRSA por métodos
fenotipicos, bem como a caracterizacdo dos fatores de risco relacionados a colonizacdo por
este micro-organismo, sugerindo varidveis como faixa etaria, categoria profissional,
frequéncia e quantidade de equipamentos de protecdo individual (EPIs) utilizados na rotina
como associadas a colonizagédo (SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2010b).

Outros estudos descrevem os fatores de risco do hospedeiro associados a colonizagédo
por essa bactéria e a idade é considerada um determinante importante, pois as cepas sensiveis
a meticilina estariam presentes em maior frequéncia colonizando a cavidade nasal de criangas
(WERTHEIM et al., 2005; LAMARO-CARDOSO et al., 2007; DATTA et al., 2008),
enguanto que as cepas resistentes seriam mais prevalentes em pessoas com mais de 65 anos de
idade (GRAHAM et al., 2006; SANTOS et al., 2010) e em pacientes com permanéncia
prolongada em enfermarias (LUCET et al., 2003, RIDENOUR et al., 2006; SANTOS et al.,
2010) ou expostos a algum tipo de antimicrobiano (CHENG et al., 2008).

A presenca dos mesmos clones entre pacientes e profissionais, foi analisada em um
estudo epidemioldgico através de PFGE (Eletroforese em Gel de Campo Pulsado) sugerindo a
importancia dos profissionais de salde na disseminacdo de infec¢des hospitalares (BEN-
DAVID et al., 2008). A nasofaringe € considerada o local de colonizagcdo mais frequente por
MRSA (WERTHEIM et al., 2005; SILVA et al., 2010b) e a sua identificagdo é considerada
como uma estratégia preventiva que permite a reducdo da incidéncia de infec¢des por este
micro-organismo (SANTQOS, 2009; SANTOS et al., 2010; SILVA et al., 2010a). Dessa forma,
a identificacdo de portadores de MRSA é um passo para o estabelecimento de uma politica de
controle e ajuda a identificar as medidas necessarias para reduzir a pressdo da colonizacéo
(SANTOS et al., 2010).
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A resisténcia a meticilina é, principalmente, devido a existéncia de uma proteina que
faz parte da sintese da parede celular com baixa afinidade por esse antibiético, a PBP2a que
é codificada pelo gene mecA. A deteccédo deste gene por métodos moleculares é considerada
o método “gold standard ” para identificacdo de amostras MRS (CHAMBERS, 1997; ARAJ
et al.,, 1999; RIBAS et al., 2003; MIMICA; MENDES, 2007; SWENSON et al., 2007,
SECCHlI et al., 2008; SHARIATI et al., 2010).

Por outro lado, o0 método de tipagem, denominado ribotipagem-PCR, tem-se mostrado
de alto valor taxondmico e epidemiologico. Essa técnica constitui valiosa ferramenta para
identificar e diferenciar isolados do género estafilococos de origem humana e animal, sendo
util para epidemiologia molecular podendo ser utilizado para discriminar clones e linhagens
clonais (KOSTMAN et al., 1995; FORSMAN et al., 1997; OLIVEIRA; RAMOS, 2002). O
uso desse tipo de técnica tem sido Gtil na questdo da disseminacdo das infeccdes hospitalares
(ALBRICH; HARBARTH, 2008; GORDON; LOWY, 2008).

Apesar da relevancia desses micro-organismos como um importante patdgeno associado
a infecgcdes nosocomiais, estudos que fornecem dados sobre a colonizacao dos trabalhadores
de saude, principalmente avaliacbes multi-profissionais em Pernambuco, aliados a sua
correlagdo com os clones causadores de tais infec¢es ainda séo escassos. Diante disto, o
presente trabalho objetivou descrever a diversidade epidemiol6gica, genética e a
susceptibilidade antimicrobiana de Staphylococcus spp. das amostras provenientes de
secrecdo de nasal de profissionais de salde e amostras clinicas de pacientes internados nas
UTIs, hemodialise/nefrologia e clinicas cirurgicas do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco analisando os dados epidemioldgicos e moleculares das linhagens
bacterianas MRS, afim de fornecer subsidios para promocéo de ac6es de controle no hospital.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Caracteristicas gerais do género Staphylococcus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococaccea e possui 33 espécies, sendo
que 17 delas podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas. Esta dividido em dois
grandes grupos: Staphylococcus coagulase positivo, cujo principal representante é o
Staphylococcus aureus e o grupo dos Staphylococcus coagulase negativos (SCoN). Dentre os
SCoN mais frequentemente associados a infec¢bes humanas encontramos Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus
warneri e Staphylococcus saprophyticus (KONEMAN et al., 2001).

Geralmente, essas bactérias fazem parte da microbiota da pele humana normal e de
outros sitios anatdmicos, porém S. aureus esta frequentemente relacionado com diversas
infeccdes em seres humanos, principalmente em ambiente nosocomial, sendo considerada a
espécie de maior interesse médico (KONEMAN et al., 2001; CASSETARI et al., 2005;
GORDON; LOWY, 2008; SOARES et al., 2008; KLUYTMANS; STRUELENS, 2009).

Staphylo vem do grego staphylé — cacho de uvas e no exame microscépico, 0s
estafilococos podem apresentar-se como células esféricas, de aproximadamente 0,5 a 1,5um
de didmetro, agrupadas em diversas formas, desde isoladas, aos pares, tétrades, em cadeias
curtas, ou com aspecto semelhante a um cacho de uvas, devido a sua divisdo celular, que
ocorre em trés planos perpendiculares. Sdo bactérias iméveis e ndo formadores de esporos,
geralmente ndo capsulados, anaerdbias facultativas, com metabolismo fermentativo
(KONEMAN et al., 2001; TRABULSI et al., 2002; SILVA et al., 2007), sendo consideradas
gram positivas devido ao fato de sua parede celular, composta em 90% por peptideoglicano,
reter o cristal violeta durante a coloracdo de Gram. No diagndstico laboratorial, apresentam
atividade da catalase positiva distinguindo-se desta forma do género Streptococcus, que séo
catalase negativo (KONEMAN et al., 2001; TORTORA et al., 2005; SILVA et al., 2007).

As cepas de Staphylococcus spp. crescem em meios comuns, caldo ou agar simples,
pH=7, com temperatura 6tima de 37°C. As coldnias formadas em placa, apos 18-24horas de
incubacéo, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. A coloragédo dessas colbnias varia
desde o acinzentado até o amarelo-ouro, e normalmente é possivel observar um halo de
hemolise em torno das colénias quando o cultivo é feito em placas de &gar sangue
(KONEMAN et al., 2001; TRABULSI et al., 2002; CASSETARI et al., 2005; SILVA et al.,
2007). Apesar do crescimento em anaerobiose, S. aureus e S. epidermidis crescem melhor
aerobicamente, inclusive a presenca de oxigénio é necessaria para a producdo de pigmento
nas coldnias (KONEMAN et al., 2001).
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Um meio importante para a identificacdo do S. aureus é o agar manitol salgado, seletivo
para essa espécie, uma vez que o S. aureus consegue fermentar o manitol, produzindo acido
latico. Essa espécie se desenvolve também na presenca de 7,5% de NaCl, que estimula a
producdo de coagulase, enzima que caracteriza a espécie (KONEMAN et al., 2001,
CASSETARI et al., 2005). De acordo com a capacidade de coagular o plasma, 0s
estafilococos séo divididos em coagulase positivos e coagulase negativos (KONEMAN et al.,
2001).

Desta forma, os S. aureus podem ser diagnosticados clinicamente através das provas da
catalase, coagulase, fermentacdo do manitol, além da prova da Desoxirribonuclease (DNAse),
que consiste na adicdo de acido cloridrico sobre as col6nias crescidas em meio contendo
DNA, para posterior visualizacdo de halo em torno das mesmas. S. epidermidis normalmente
é diferenciado laboratorialmente das demais espécies de coagulase negativos presentes em
amostras clinicas humanas, através da prova da novobiocina, na qual apresenta sensibilidade a
droga (KONEMAN et al., 2001).

Figura 1: Col6nias de Staphylococcus aureus em Agar Sangue (a esquerda) e
microscopia éptica (a direita) de S. aureus mostrando o agrupamento em
cachos e 0s cocos gram positivos, respectivamente.

Disponivel em http://www.sciencephoto.com, acesso 15/03/2012.

2.2 A importancia de Staphylococcus spp. como causador de infec¢Bes

Staphylococcus aureus é referido como uma bactéria comum da microbiota humana,
colonizando as narinas de forma intermitente em 30% da populacdo e de forma persistente
cerca de 20%. A maioria dos portadores sdo assintométicos e o processo de infeccdo
normalmente esta associado a algum fator que diminui a resposta imunolégica do individuo,

como doencas ou procedimentos médicos invasivos (GORDON; LOWY, 2008).


http://www.sciencephoto.com/
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Os estafilococos sdo considerados um problema crescente nas unidades hospitalares e,
nos Ultimos anos, tem sido referido como um dos principais agentes de bacteriemia,
frequentemente adquirida no ambiente hospitalar (KLUYTMANS; STRUELENS, 2009).

Essas infeccdes graves podem gerar consequéncias preocupantes, principalmente no que
diz respeito a antibioticoterapia e prognéstico do paciente (KLUYTMANS et al., 1997
FELTEN et al., 2002; SILVA et al., 2007). H& muitos anos, é de conhecimento notorio que
mais de 95% dos S. aureus em pacientes com infec¢des, em todo o mundo, séo resistentes a
tratamentos com antibi6ticos como penicilina e ampicilina (RUBIN et al., 1999; SILVA et al.,
2007).

As doengas provocadas pelo S. aureus podem ser decorrentes da invasdo direta dos
tecidos, de bacteremia primaria ou, exclusivamente, ser devidas as toxinas que ele produz. A
bacteremia por S. aureus € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo (DAS et al., 2007).

Este patdgeno pode ser encontrado colonizando a pele Umida em diferentes regides
como nariz, perineo e axilas, o que aliado a fatores de viruléncia determina sua
patogenicidade em infecc¢bes frequentemente agudas e piogénicas (CORBELLA et al., 1997,
GORDON; LOWY, 2008). De acordo com a localizagcdo e outras caracteristicas, essas
infeccbes podem receber diferentes designacées, como foliculite (infecgdo do foliculo piloso),
carbunculo, furtnculos localizados na regido cervical posterior, hordéolo (tercol) e impetigo
(CORBELLA etal., 1997; SANTOS et al., 2007).

A capacidade de causar infeccBes invasivas como bacteriemias, pneumonia,
osteomielite e endocardite € considerada uma caracteristica relevante para esses micro-
organismos (FLOCK et al., 1996; COELLO et al., 1997) e se tratando de infeccOes
relacionadas ao uso de dispositivos invasivos como cateteres, Staphylococcus coagulase
negativo recebe papel de destaque (MACK et al., 2002).

As infecgdes estafilococicas eram inicialmente controladas com o uso da penicilina,
porém alguns anos ap0s a descoberta desse antibiotico, ja em 1942, foram relatados casos de
cepas resistentes a penicilina, devido a producdo de enzimas denominadas betalactamases. Em
1959, isolou-se &cido 6-aminopenicilanico (6-APA), tornando possivel a produgdo de
penicilinas semi-sintéticas (Figura 2). Modificacdes na cadeia desse precursor da penicilina
resultaram na protecdo do anel betalactimico contra a acdo dessas enzimas, estando a
oxacilina e a meticilina dentre os primeiros agentes antimicrobianos com essas caracteristicas.
Esses farmacos apresentavam melhor desempenho que a penicilina sobre o S. aureus
(MARANAN et al., 1997).
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Em 1961, no Reino Unido, ocorreram os primeiros relatos de cepas isoladas de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA), que rapidamente emergiram em outros paises
europeus, onde ocorreram surtos de infeccdes hospitalares provocados por este micro-
organismo, ocorrendo também, relatos de MRSA isolados no Japdo, Austrdlia e Estados
Unidos. Diante disto, o0s MRSA passaram a ser considerados como um importante problema
clinico, por se tratarem de um dos principais causadores de infec¢des, de tratamento cada vez
mais dificil, especialmente em pacientes graves, devido as limitadas opcGes terapéuticas
(RUBIN et al., 1999; SHOPSIN; KREISWIRTH, 2001; ENRIGHT et al., 2002; TVERDEK
et al., 2008). No ano de 2000, o aumento da resisténcia a oxacilina entre S. aureus e
estafilococos coagulase negativos em todas as regides foi considerada a principal mudancga na
resisténcia antimicrobiana (DIEKEMA et al., 2000; KIM, 2009).

No Brasil, a frequéncia de isolamento de S. aureus e sua relacdo com infeccdes
hospitalares atingem valores elevados. Em muitos hospitais brasileiros, a prevaléncia de
isolamento de cepas de MRSA varia de 40 a 80% (OLIVEIRA et al., 2001a; TRINDADE et
al., 2005; SANTOS et al., 2010) e os dados do Programa de Vigilancia a Antimicrobianos
mostram que MRSA corresponde a 31% da causa de infec¢cBes nosocomiais e comunitarias,
sendo considerado o mais comum dentre os patégenos mais prevalentes (GALES et al., 2009).

Além de ter-se estabelecido mundialmente como o principal patégeno hospitalar,
MRSA estd se tornando cada vez mais prevalente em infeccGes de origem comunitéria
(O’BRIEN et al., 1999; BHATTACHARYA et al., 2007). O primeiro caso de infeccdo
potencialmente fatal por MRSA de origem comunitaria no Brasil foi descrito em uma crianca
do Rio de Janeiro por ROZENBAUM et al (2009) e dados a respeito da prevaléncia de
infeccdes desse tipo ainda sdo considerados escassos.

Figura 2: Cronologia da resisténcia a antibidticos dos S. aureus.
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Penicillin Methicillin
1 1

S. aureus — — p Penicillin-resistant S. aureus - —p» Methicillin-resistant S. aureus
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1 | Vancomycin
! 1
v v

Vancomycin intermediate-resistant S. aureus Vancomycin-resistant enterococci

I [1996] [1988]
1
 J

Vancomycin-resistant 5. aureus
[2002]

Fonte: KIM, 2009.
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2.3 Mecanismos de resisténcia aos antibioticos betalactamicos

Os mecanismos de aquisicdo de resisténcia podem ser classificados em dois grupos
principais: mutacdo de um gene no cromossomo bacteriano, ou aquisicdo de um gene de
resisténcia de outro micro-organismo através de transducdo, transformacdo ou conjugacdo
(ITO et al., 2003).

Nas bactérias gram positivas, os antibidticos betalactdmicos produzem um efeito
bactericida através de sua ligacdo covalente com enzimas, denominadas proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs), responsaveis por catalisar um estagio da biossintese do peptideogicano,
um componente da parede celular. Essa ligacdo resulta em um complexo estavel do
antibidtico com uma ou mais dessas enzimas, impedindo a formacéo peptideoglicano, o que
por sua vez, leva a morte celular (LYON; SKURRAY, 1987; GIESBRECHT et al., 1998;
LOWY, 2003).

S. aureus produzem quatro PBPs envolvidas na sintese da parede celular. Além dessas
PBPs, uma outra PBP foi descoberta em MRSA, a qual foi chamada PBP2" ou PBP2a porque
estd localizada entre a PBP1 e a PBP2 quando separadas por eletroforese (ITO;
HIRAMATSU, 1998).

Dessa forma, a resisténcia a meticilina no S. aureus € determinada, na grande maioria
das vezes, pela presenca de um gene localizado no cromossomo, 0 gene mecA, que é
responsavel pela sintese da PBP2a ou PBP2" (CHAMBERS, 1997; LOWY, 2003; SCHITO,
2006). Este gene é amplamente distribuido entre os S. aureus e entre as espécies de
Staphylococcus coagulase negativo (ITO et al., 2001) e sabe-se que a PBP2a tem baixa
afinidade ndo sé para a meticilina como para os outros antibidticos betalactamicos (SCHITO,
2006). Esta baixa afinidade confere aos MRSA capacidade de crescimento em presenca de
antibidticos betalactamicos, ou seja, a bactéria torna-se resistente a todos os antibiéticos dessa
classe, inclusive carbapenemas, cefalosporinas e monobactamicos, restando poucas opcoes
terapéuticas (CHAMBERS, 1997; ITO; HIRAMATSU, 1998; HIRAMATSU et al., 1999;
MARTINEAU et al., 2000; DAUM et al., 2002).

O gene mecA faz parte de uma ilha gendmica de resisténcia chamada Staphylococcal
Cassete Chromosome mec (SCCmec), que pode conter também outros genes de resisténcia a
antimicrobianos (LOWY, 2003). Este gene também esta presente em estafilococos coagulase
negativos resistentes a meticilina e ndo estd presente em cepas susceptiveis a este
antimicrobiano. Acredita-se que este gene tenha sido adquirido de espécies que ndo tém
relacdo proxima (ITO; HIRAMATSU, 1998; ENRIGHT et al., 2002). O gene mecA, que
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codifica PBP2a apresenta altos niveis de homologia entre MRSA e Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE) (RYFFEL et al., 1990). Segundo o CLSI, S.
aureus resistentes a meticilina podem parecer sensiveis in vitro a outros betalactamicos,
combinagbes de betalactamicos e inibidores de betalactamases, carbapenémicos e
cefalosporinas, mas sdo ineficazes in vivo (CLSI, 2010).

Outros mecanismos de resisténcia dos estafilococos aos betalactdmicos considerados
mais raros e com menor importancia clinica ja foram descritos. S8o alguns fatores
cromossémicos, cuja atividade afeta o nivel da resisténcia, e muitos destes genes estdo
envolvidos na biossintese da parede celular (GIESBRECHT et al., 1998). Em alguns desses
casos, 0 mecanismo de resisténcia a meticilina estd associado com a hiper-produ¢do de f-
lactamase, PBPs alteradas (1, 2 e 4) e hiper-producdo de PBP4 (MCDOUGAL;
THORSNSBERRY, 1986; TOMASZ et al., 1989; HACKBARTH et al., 1995; REISCHL et
al., 2000; PETINAKI et al., 2001b; YOSHIDA et al., 2003). Essa hiperproducdo de
betalactamases é independente do gene mecA e promove o chamado fenétipo “borderline”
(MARTINEAU et al., 2000). Esses isolados que elevam muito a producéo de betalactamases
e/ou com PBPs modificadas, em geral, apresentam resisténcia fenotipica limitrofe ou de baixo
grau (MARANAN et al., 1997). Ja foi relatada a existéncia de um homologo do mecA,
descrito primeiramente em gado, o0 CC130, em isolados clinicos na Inglaterra e Dinamarca
(CUNY etal., 2011).

Existem genes independentes do ldécus mec que contribuem para a expressdo da
resisténcia aos betalactamicos os quais sdo designados fem (fatores essenciais para a
expressao da resisténcia) que estdo presentes no cromossomo de MRSA e MRS (HENZE et
al., 1993). Dessa forma, genes como femA, femB e mecR1 podem contribuir também para
resisténcia MRSA (BERGER-BACHI, 1995). Os genes femA e femB ndo tem envolvimento
na sintese da PBP2a, mas estdo envolvidos na ligacdo cruzada dos precursores da cadeia
peptideoglicano-pentaglicina. A disfuncdo do femA ou femB diminui o contetdo de glicina
nos precursores do peptideoglicano e confere susceptibilidade a meticilina. A presenca do
femA é também necessaria para 0 aumento da atividade autolitica nas cepas contendo mecA
(BERGER-BACHI et al., 2002). Interessantemente, femA aparece unicamente caracterizando
S. aureus, ndo sendo encontrado em outras espécies de Staphylococcus (UNAL et al., 1992).

Os SCoN (Staphylococcus coagulase negativo) podem ser considerados como
reservatorios de genes de resisténcia a diversos antibidticos no ambiente hospitalar podendo,

portanto, transferir esses fatores a outros patdgenos hospitalares (SIERADZKI et al., 1999).
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Dessa forma, a resisténcia fenotipica a meticilina € extremamente variavel e depende
da expressdao do gene mecA. Essa variabilidade é reconhecida como heterorresisténcia
fenotipica e se caracteriza pelo fato de que toda populacdo bacteriana heterogeneamente
resistente carregam o gene mecA, marcador genotipico da resisténcia, porém nem todas
expressam fenotipicamente sua resisténcia da mesma forma (MARANAN et al., 1997).

Alguns pesquisadores tém proposto métodos de laboratério que visam otimizar o
tempo de analise e obter resultados mais precisos a respeito do estado de colonizagdo por
MRSA (BENICIO; REIS; PIMENTA, 2003; HULETSKY et al ., 2005) e segundo alguns
autores, a expressdo fenotipica da resisténcia depende de condicBes de crescimento tais
como: temperatura, osmolaridade, suplementos nos meios de cultura, como por exemplo
NaCl ou glicose (TENOVER et al., 1999; FERREIRA et al., 2003).

2.4 Multipla resisténcia de S. aureus e Staphylococcus coagulase negativo

KATAYAMA et al (2000) demonstraram que 0 gene mecA encontra-se inserido em um
elemento genético movel que serve como veiculo de troca de genes de resisténcia entre as
espécies de SCoN e S. aureus, este elemento é denominado de Staphylococcal Cassette
Chromossome mec (SCCmec). A distribuicdo e estrutura dos tipos de SCCmec em S. aureus é
amplamente estudada, porém para os SCoN os dados sdo apenas comparativos e observados
em estudos que visam determinar se ouve ou nao transmissao entre as espécies.

Com a evolucdo das técnicas de clonagem e sequenciamento toda regido do
cromossomo em torno do gene mecA, em poucos anos, foi analisada, descrita e classificada,
sendo entdo, encontradas duas regides essenciais e comuns a todos os estafilococos resistentes
a meticilina. Estas regides foram denominadas como complexo do gene mec e complexo do
gene ccr. As sequéncias entre os complexos, ou depois deles foram classificadas como regides
“junkyard” (sobras) ou regido J (KATAYAMA et al., 2001).

Este SCCmec corresponde a um elemento de 21 a 67kb de DNA, caracterizado pela
presenca de genes que codificam as recombinases ccrA, ccrB e ccrC, complexo mec e
contendo segmentos de DNA associados, como sequéncias de inser¢do (1S431) e transposons
(Tn554), que contém genes de resisténcia a outros antimicrobianos (HIRAMATSU, et al.,
2001).

O tipo de SCCmec ¢ definido pela combinagdo do tipo de gene das ccrs (cassette

chromossome recombinase), recombinases (ccrA e ccrB ou ccrC) responsaveis pela



28

mobilidade do elemento e a classe do complexo do gene mecA. A fungdo dessas enzimas é
garantir a mobilidade dos SCCmec excisando precisamente o elemento do cromossomo e
integrando em um sitio especifico de um cromossomo receptor. O SCCmec € integrado no
genoma no sitio attBscc localizado na ofrX, uma sequéncia aberta de leitura (OFR) com
funcdo desconhecida (ITO et al., 2001; KATAYAMA et al., 2003; ITO et al., 2004).

Quatro classes principais do complexo gene mecA foram identificadas com o uso dos
primers especificos através da técnica de PCR utilizando o DNA cromossdémico, de cepas de
varias especies de estafilococos meticilina resistentes, como alvo. O complexo mec contém 0s
genes reguladores da expressdo do gene mecA, que sd&o o mecl e mecRI (Figura 3). Estes
genes reguladores também estdo situados no elemento SCCmec do cromossomo bacteriano,
logo apds o promotor do gene mecA. Estes genes podem estar integros ou truncados esta
caracteristica pode estar associada a alteracfes estruturais do complexo mec que ocorreram
pelo movimento ou incluséo de sequéncias de insercéo (IS) (KATAYAMA et al., 2001).

Alguns estudos demonstraram que em algumas cepas de S. epidermidis com a sequéncia
intacta do gene mecl, apresentava baixos niveis de resisténcia a meticilina. Experimentos
também sugerem que a inativacao por delecdo (ou mutacdo in vivo) do gene mecl pode tornar
a cepa capaz de expressar altos niveis de resisténcia a meticilina, indicando claramente o
papel do gene mecl na expressdo da resisténcia (SUZUKI et al., 1993; DICKINSON et al.,
2000).

Figura 3: Complexo do gene mec. mecR1 (indutor) e mecl (repressor).

Operator region

mecA R— mecR1 meci

{I

PBP2a

Fonte: Lowy, 2003.

Esse sistema de genes regulatérios mecl/mecR, presentes no genoma do MRSA,
codificam as proteinas repressora mecl e indudora mecR1, respectivamente, sendo esta utima
denominada proteina transmembrana sinalizadora sensivel ao antibidtico betalactamico. Essas
proteinas sdo transcritas divergentemente, ou seja, a transcricdo ndo acontecera para 0 mesmo
propdsito molecular (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008).
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A proteina mecl, quando presente, reprime a transcricdo do gene mecA e do par de
genes mecR1-mecl na auséncia de antibidticos betalactdmicos, através da ligacdo a regido
operadora destes genes no DNA bacteriano. Isso significa que quando ndo houver antibioticos
desta classe no meio ambiente a que a bactéria esta exposta, ndo ocorrera transcricdo do gene
mecA até a proteina PBP2a nem transcricdo dos genes reguladores do mecA. Isso acontece
por questdo de economia energética para a célula bacteriana. Porém, na presenca de um
antibidtico betalactdmico, o mecR1, proteina transmembrana sinalizadora sensivel a
betalactamicos, é autoclivado cataliticamente e 0 dominio metaloprotease, que esta localizado
na parte citoplasmatica dessa proteina se torna ativo. Essa metaloprotease cliva a proteina
mecl, que por sua vez estava ligada a regido operadora do mecA permitindo assim a
transcricdo do gene e assim a producdo da proteina PBP2a (DEURENBERG;
STOBBERINGH, 2008).

O gene da betalactamase € conhecido como gene bla e € geneticamente e
bioquimicamente distinto do gene da PBP2a (mecA), porém ambos séo regulados por sistema
indutor e repressor semelhantes. Tanto o gene bla quanto o gene mec podem controlar a
producdo da PBP2a e da betalactamase devido a homologia dos dois sistemas regulatérios
(KATAYAMA et al., 2003).

Em relacdo ao complexo do gene ccr, sabe-se que ele é composto por quatro tipos de
gene de cada enzima recombinase. A enzima ccrA do complexo apresenta os alotipos: ccrAl,
ccrA2, ccrA3 e ccrA4; e a enzima ccrB, os alétipos ccrB1, ccrB2, ccrB3, ccrB4 e ccrC.

Os tipos de SCCmec sdo classificados de acordo com a combinacdo entre o complexo
do gene mecA e o complexo do gene ccr. Os principais tipos de SCCmec apresentam as

combinag0es descritas na Figura 4 e sua estrutura encontra-se esquematizada na Figura 6.

Figura 4: Combinac@es entre complexo ccr e complexo mec dos principais tipos de SCCmec.

SCCmec tipo | =>>complexo do gene mec classe B =>>complexo do gene ccr 1 (ccr AB1)
SCCmec tipo Il =>complexo do gene mec classe A = complexo do gene ccr 2 (ccr AB2)
SCCmec tipo lll ===complexo do gene mec classe A == complexo do gene ccr 3 (ccr AB3)
SCCmec tipo IV =>complexo do gene mec classe B == complexo do gene ccr 2 (ccr AB2)

SCCmec tipo V ==complexo do gene mec classe C —=> complexo do gene ccrC
SCCmec tipo VI ===>complexo do gene mec classe B == complexo do gene ccr 4 (ccr AB4)

Fonte: KATAYAMA et al., 2000; ITO et al., 2001; MA et al., 2002; ITO et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2006; KONDO et al., 2007.
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Finalmente cada SCCmec € classificado em subtipos baseado na constituicdo da
sequéncia das regides J que ndo pertence ao complexo do gene mec nem ao complexo do gene
ccr (KATAYAMA et al., 2000; ITO et al., 2001; MA et al., 2002; ITO et al., 2004).

Foi demonstrado que os genes das recombinases codificados no elemento SCCmec,
ccrA e ccrB sdo suficientes para transferir o elemento de um plasmideo para um cromossomo
em um sitio especifico e com orientacdo especifica (ROBINSON et al., 2003).

As infeccbes por MRS sdo classificadas como de origem hospitalar e, mais
recentemente, emergiu o S. aureus resistente a meticilina de origem comunitaria (Community-
Associated MRSA, CA-MRSA) associado principalmente a infeccdes graves em criangas na
comunidade sem fatores de risco e sem hospitalizacdo prévia (KUINT et al., 2007). O CA-
MRSA diferencia-se do MRSA hospitalar (Health-Care-Associated MRSA, HCA-MRSA) nas
seguintes caracteristicas: sdo isolados de pacientes hospitalizados nas primeiras 72 horas e
sem histérico de hospitalizacdo prévia recente, sensibilidade a maioria dos agentes
antimicrobianos como clindamicina, sulfazotrim e rifampicina, cromossomo mec tipo IV ou V
e presenca dos genes que expressam a Leucocidina de Panton-Valentine (PVL) (ITO et al.,
2001; NAIMI et al., 2003; ITO et al., 2004; FRIDKIN et al., 2005; HISATA et al., 2005;
DAUM, 2007).

No momento, onze tipos diferentes de SCCmec (Figura 5), que diferem em estrutura e
tamanho, foram descritos (ITO et al., 2001; ITO et al.,, 2003; TAKANO et al., 2007;
CONCEICAO et al., 2010; ZONG et al., 2011). Quatro tipos de elementos SCCmec (tipos I,
I, 1l e VI) sdo associados a infeccdes nosocomiais. Os tipos IV e V sdo amplamente
disseminados entre cepas comunitarias (HISATA et al., 2005), ou seja, enquanto os HCA-
MRSA carregam SCCmec dos tipos | a 111, os CA-MRSA estdo mais associados aos tipos 1V,
Ve VII (ITO et al., 2004; TAKANO et al., 2007). Os tipos IV e V sdo elementos genéticos
menores e com mais mobilidade que o0s outros. Esses tipos carregam menos genes
determinantes de resisténcia que os tipos I, Il e Ill. Por isso, os CA-MRSA
caracteristicamente tendem a ser menos multirresistentes que os HCA-MRSA, mantendo em
geral sensibilidade a clindamicina, por exemplo (ITO et al., 2001; NAIMI et al., 2003; ITO et
al., 2004; FRIDKIN et al., 2005; DAUM, 2007). Os SCCmec tipos I, Il e Ill, associados a
cepas de origem hospitalar, ttm como caracteristica a resisténcia a maltiplos antimicrobianos
além dos betalactdmicos, como os macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, rifampicina e
quinolonas (HIRAMATSU et al., 1999).

O SCCmec tipo | com cerca de 34 kb, foi detectado na cepa NCTC10442,
correspondente ao primeiro MRSA isolado em 1961, no Reino Unido, o tipo Il (52 kb) foi
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identificado em uma cepa de MRSA, isolada no Japdo em 1982, denominada N315, e o tipo
Il (66 kb) foi identificado em uma cepa de MRSA, isolada em 1985 na Nova Zelandia,
denominada de 82/2082. Posteriormente, foi identificado, em duas cepas associadas a
infeccbes comunitarias, 0 menor elemento mec, o tipo IV (20 a 24 kb), que confere aos
MRSA um perfil de sensibilidade diferente dos outros trés tipos (DUARTE; DE
LENCASTRE, 2002; OKUMA et al.,2002).

O elemento tipo V (28kb) foi descrito a partir do cromossomo de uma cepa de MRSA,
de origem comunitaria, isolada na Australia, denominada WIS (WBG8318). Este elemento foi
estruturalmente similar ao SCCmec tipo IV (ITO et al., 2004). Os SCCmec tipo IV e V néo
possuem nenhum outro determinante de resisténcia a antimicrobianos além do gene mecA, o
que explica uma das principais caracteristicas dos isolados comunitarios de MRSA, a
sensibilidade a diversos antimicrobianos ndo betalactdmicos (DUARTE; DE LENCASTRE,
2002; ENRIGHT et al., 2002; OKUMA et al., 2002; ITO et al., 2004). O SCCmec tipo VI, é
considerado de origem comunitaria e apresenta similaridade com o SCCmec tipo IV em
tamanho, porém ¢ definida pelo tipo de ccr apresentada (OLIVEIRA et al., 2006;
CONCEICAO et al., 2010)

O SCCmec tipo VII foi descrito em cepa de S. aureus comunitario em Taiwam,
apresentando cerca de 41 pb (HIGUCHI et al., 2008), ja o tipo VIII foi descrito em cepa
epidémica Canadense, com 32bp (ZHANG et al., 2009). Os tipos 1X, X e XI foram descritos
em um trabalho realizado no oeste da China, porém esses novos tipos ainda nao estdo bem
caracterizados (ZONG et al., 2011).

Estudo sobre o SCCmec tipo IV demonstrou que os SCoN sdo reservatorios de
resisténcia e que a transmissdo ocorreu dos SCoN para os S. aureus. Até a década de 70,
isolados clinicos de S. aureus ndo apresentavam SCCmec tipo IV, sendo encontrado apenas
em S.epidermidis. Apenas na década de 80, foram relatados isolados de S. aureus com este
tipo de elemento mével (WISPLINGHOFF et al., 2003). Existem vérias linhas de evidéncia
sobre a origem do SCCmec, mas se sabe que a resisténcia a meticilina é altamente prevalente
em isolados de S. epidermidis, em cerca de 70%, e  menos
comum em S. aureus, sugerindo que S. epidermidis é o reservatdrio para SCCmec
(WIELDERS et al., 2001).

Parece que os SCCmec servem como veiculo para trocas Uteis a uma melhor
sobrevivéncia dos estafilococos em varios ambientes, além de conter genes de resisténcia a
outros antibidticos e outros genes e pseudogenes que codificam enzimas com diversas funcdes
(HIRAMATSU et al., 2004).
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Figura 5: Tipos de SCCmec atualmente identificados em cepas de S. aureus.(O gene

ccr ou 0 complexo ccr estdo indicados entre paréntesis).

SCCmec|ccr gene |mec gene ]
types |[complexes|complexes strains
I 1 (A1B1)* |B NCTC10442, COL
N315, Mu50, Mu3, MRSA252,
II 2 (A2B2) |A JH1, JHO
III 3(A3B3) |A 85/2082
CA05, MW2, 8/6-3P, 81/108,
2314, cm11, 1CSC4469, M03-
v 2(A2B2) B 68, E-MRSA-15, JCSC6668,
J1C5C6670
WIS(WBG8318), TSGH17,
\'; 5 (C1) c2 o 1‘5 )
VI 4 (A4B4) |[B HDE288
VII 5(C1) C1 JCSCo082
VIII 4 (A4B4) |A C10682, BK20781
IX 1(A1B1) |[C2 1C5C6943
X 7(A1B6) |C1 1C5C6945
XI 8(A1B3) |E LGA251

Disponivel em http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html, acesso 09/01/12.
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Figura 6: llustracdo de alguns dos tipos de SCCmec e sua estrutura.
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2.5 Métodos de detec¢do de MRS

As metodologias que se destacam entre as mais utilizadas ou com melhor poder de
identificacdo de MRS sdo: a microdiluicdo em &gar, disco-difusdo, o metodo de triagem
(screening) em &gar com oxacilina, métodos automatizados (Microscan, Vitek), latex
aglutinacdo e o método molecular através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(KOHNER et al., 1999; DE PAULIS et al., 2003; MIMICA; MENDES, 2007; SHARIATI et
al., 2010).

Para detecgdo rotineira da resisténcia a meticilina os testes de disco-difusdo sdo os mais
largamente utilizados. Dentre todas as penicilinas penicilase-estveis (cloxacilina,
dicloxacilina, flucloxacilina, meticilina e nafcilina), a oxacilina é a preferida para testes in
vitro utilizando disco-difusdo. Para os S. aureus, o0s testes com disco de cefoxitina seriam, no
minimo, compardveis em acuracia aos testes com disco de oxacilina, porém em geral o
primeiro teria leitura mais facil, devido ao maior halo (CLSI, 2007; PEREZ; D"AZEVEDO,
2008; SECCHI et al., 2008; DATTA et al., 2011). Neste caso, cabe lembrar que o teste com
disco de cefoxitina tem a finalidade de detectar resisténcia a oxacilina e ndo a prépria
cefoxitina.

Também sdo utilizados os testes para a determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM) da oxacilina para os estafilococos, incluindo métodos de diluicio em Agar e
em caldo (macrodilui¢do e microdiluicdo), e de gradiente de difusdo em agar (E-test®: Ab
Biodisk, Solna, Suécia) (VELASCO, 2005; MIMICA et al., 2007). No entanto, devido a
existéncia de outros mecanismos de resisténcia, esses métodos podem e devem ser utilizados
como confirmatorios e/ou adjuvantes em isolados nos quais o padrdo de susceptibilidade é
duvidoso ou de dificil diagnostico (MIMICA; MENDES, 2007).

Outro teste que pode ser utilizado para a deteccdo da resisténcia com acuracia
geralmente excelente é o teste de screening, com placa contendo Agar Mueller-Hinton
suplementado com 4% de NaCl e 6ug de oxacilina por mililitro (KOHNER et al., 1999;
VELASCO, 2005; CLSI, 2007; MIMICA et al., 2007, SHARIATI et al., 2010). Uma
vantagem do teste é o baixo custo, sobretudo quando se deseja testar varios isolados ao
mesmo tempo e apenas para a oxacilina, por exemplo, em estudos de vigilancia (MIMICA;
MENDES, 2007; SHARIATI et al., 2010).

Existem também os métodos automatizados, porém ¢é dificil comparar os resultados
desses estudos visto que ha frequentes mudancas de software e diferentes cartdes ou painéis
disponibilizados (FELTEN et al., 2002; SWENSON et al., 2007).
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Para deteccdo da heterorresisténcia a cefoxitina é considerada um melhor preditor que a
oxacilina porque é um forte indutor da PBP2a. No teste de disco-difuséo a cefoxitina pode ser
utilizada para predizer a presenca do gene mecA com alto grau de sensibilidade e
especificidade quando comparada com a deteccdo do gene mecA pela PCR (FELTEN et al.,
2002; SILVA-CARVALHO et al., 2009; SOUSA JUNIOR et al., 2010).

A deteccdo do gene mecA por métodos moleculares é considerada o método “gold
standard” para avalia¢ao qualitativa da resisténcia a meticilina (CHAMBERS, 1997; ARAJ
et al.,, 1999; RIBAS et al., 2003; MIMICA; MENDES, 2007; SWENSON et al., 2007
SECCHI et al., 2008; SHARIATI et al., 2010). Um método com acuracia proxima a 100% é
a deteccdo do produto do gene mecA, a PBP2a, por meio de métodos de aglutinacdo em latex
(CAVASSINI etal., 1999; FELTEN et al., 2002; SILVA-CARVALHO et al., 2009; SOUSA
JUNIOR et al., 2010), porém esses métodos ainda sdo pouco difundidos e/ou utilizados,
principalmente devido ao seu custo (VELASCO, 2005; SILVA-CARVALHO et al., 2009).

Para a detec¢do dos tipos de SCCmec, as técnicas mais utilizadas sdo a PCR-multiplex e
a tipagem por sequéncia multi-l6cus (MLST, Multilocus Sequence Typing) (OLIVEIRA; DE
LENCASTRE, 2002). Os métodos genético-moleculares também séo capazes de detectar o
potencial das cepas produzirem toxinas, pois existem casos em que genes de toxinas ndo sao
expressos (HOLEKOVA, et al., 2002).

2.6 Tipagem molecular de Staphylococcus

Segundo TENOVER et al (1995), a analise de tipagem molecular deve ser aplicada a
isolados que estejam relacionados a pelo menos um dos itens: (1) a uma area especifica na
qual a infec¢do estd ocorrendo, (2) a um periodo comum a uma dada infec¢do, (3) ou a uma
fonte comum de uma infeccdo. Ademais, segundo este mesmo autor, estudos de tipagem
molecular realizados sobre isolados o0s quais ndo apresentam nenhuma correlacdo
epidemioldgica podem conduzir a informagdes erroneas.

A tipagem molecular utilizada na identificagdo de S. aureus é util, particularmente em
situacbes epidémicas, pois evidencia a presenca de um clone predominante ou a
policlonalidade e permite avaliar se ocorreu transmissao pessoa a pessoa ou resulta da politica
uso de antimicrobianos (SAIMAN et al., 2003; KIM, 2009).

Existe heterogeneidade genética considerdvel em populagbes naturais de S.
aureus (TENOVER et al., 1994; KAPUR et al., 1995), a qual pode ser explorada para
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investigar a disseminacgédo de estirpes de S. aureus de origens humana e animal. A avaliacéo
desses tracos heterogéneos inclui as variacbes das caracteristicas bioguimicas e de
sensibilidade a antimicrobianos, a fagotipagem, o perfil da presenca de plasmideos, o estudo
das regides variaveis dos genes da coagulase, da regido X da proteina A e do espacador
intergénico entre as regides 16S e 23S do RNA ribossomal, a amplificacdo aleatdria de
segmentos gendmicos (RAPD-PCR) e a macrorrestricdo do DNA celular total detectada pela
eletroforese de campo pulsado (PFGE) (LANGE et al., 1999).

Uma técnica amplamente utilizada em estudos epidemiologicos é a da PCR-
ribotipagem. Esse método foi desenvolvido com a finalidade de permitir a amplificacdo de
regides polimdrficas do espacador intergénico da regido 16S-23S do RNA ribossomal
(Figura 7), o que possibilita a tipificacdo de isolados de S. aureus de importancia
epidemioldgica de forma simples e rapida (KOSTMAN et al., 1995; FORSMAN et al., 1997;
OLIVEIRA; RAMOS, 2002). Esses espacadores intergénicos estdo localizados entre 0s
genes do RNA ribossomal e podem diferir em tamanho e em ndmero de copias, em
decorréncia da semelhanca ou da diversidade existentes entre as estirpes analisadas (CUNY;
CLAUS; WITTE, 1996). Outra técnica utilizada para analise da clonalidade de cepas é o
PFGE, cuja aplicacdo em rotina apresenta custo elevado e necessita de médo de obra
especializada (CORDEIRO, 2004; GORDON; LOWY, 2008). Esta técnica é considerada
padrdo-ouro, e além de ser um procedimento tecnicamente exigente e demorado, a sua
completa reprodutibilidade nos laboratérios é um desafio tornando os dados de dificil
comparacdo (SABAT et al., 2006).

Essas técnicas foram (teis para trazer novamente a questdo sobre o papel do
profissional de satde na disseminacdo da infecgdo hospitalar. Apesar de ndo ser confirmado
que esse profissional realmente contribui para a disseminacdo (ALBRICH; HARBARTH,
2008; GORDON; LOWY, 2008), diversos trabalhos com base em técnicas moleculares
descritas sugerem que profissionais, médicos e alunos sdo importantes veiculos de
disseminacéo de clones epidémicos (HIRAMATSU et al., 2001; EVEILLARD et al., 2004;
EVEILLARD et al., 2006; BEN-DAVID et al., 2008).
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Figura 7: Esquema representativo da regido polimdrfica espacadora intergénica 16S-23S de

um operon ribossomal, mostrando localizacdo do pareamento dos primers 1 e 2.
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Fonte: KOSTMAN et al., 1992 modificado.

2.7 Aspectos epidemioldgicos da colonizacdo de pacientes e profissionais por MRS na

disseminacéo de infeccdes

O sitio anatémico do qual o S. aureus pode ser mais frequentemente isolado € a regido
das narinas anteriores, podendo ser disseminado para outras partes do corpo (KLUYTMANS
et al., 1997; SINGH et al., 2003). A deteccdo precoce de portadores de MRSA é considerada
essencial na investigacdo epidemioldgica, para a rapida implementacdo de isolamento destes
pacientes colonizados, para o controle e prevencdo da disseminacdo destes isolados
(FRANCOIS et al., 2003; SANTOS et al., 2010).

Usualmente, S. aureus atinge as narinas através das mdos contaminadas no meio
ambiente, e fatores da bactéria associados a capacidade em aderir as células do hospedeiro e
evadir-se de seu sistema imunoldgico, sdo a base para manter a colonizacdo (WERTHEIM et
al., 2005; GORDON; LOWY, 2008).

No estudo realizado por BORER et al (2002), foi relatado que a alta prevaléncia de
infeccdo de pele por MRSA pode ser um fator de risco para a aquisi¢cdo de colonizagdo nasal
persistente por este micro-organismo, aumentando a sua transmissdo entre as pessoas. A
presenca desses isolados nas narinas interfere na capacidade de colonizacéo por outra bactéria
(SHINEFIELD; RUFF, 2009). Por outro lado, em um trabalho que avaliou a mortalidade de

pacientes com bacteriemias causadas pelo MRSA, foi observado que pacientes com
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colonizagéo prévia e que se tornavam bacterémicos apresentavam mortalidade menor do que
aqueles que inicialmente ndo eram colonizados, sugerindo que a colonizacdo poderia conferir
imunidade protetora quanto ao desenvolvimento de infeccdo (WERTHEIM et al., 2004).

Muitos estudos descrevem os fatores de risco do hospedeiro associados a colonizacao
pelo S. aureus e a idade é considerada um determinante importante, j& que criancas teriam
maior frequéncia de colonizagdo nasal por cepas sensiveis a meticilina (WERTHEIM et al.,
2005; LAMARO-CARDOSO et al., 2007; DATTA et al., 2008), enquanto que as cepas
resistentes seriam mais prevalentes em pessoas com mais de 65 anos de idade (GRAHAM et
al., 2006; SANTOS et al., 2010). O risco de colonizacdo pelo MRSA também aumenta em
pacientes hospitalizados com permanéncia prolongada (LUCET et al., 2003, RIDENOUR et
al.,, 2006; SANTOS et al., 2010) e naqueles expostos a algum tipo de antimicrobiano
(CHENG et al., 2008). Outros fatores importantes relacionados a pacientes sdo: presenca de
lesbes de pele, presenca de diabetes mellitus, necessidade de didlise ou hemodiélise, uso de
drogas intravenosas e infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(KLUYTMANS et al., 1997, WERTHEIM et al., 2005; GORDON; LOWY, 2008).

A disseminacdo dessa bactéria a partir dos pacientes da-se pela transmissao cruzada,
com os profissionais de salde que atuam como vetores entre pacientes colonizados e néo
colonizados (BEN-DAVID et al., 2008). Os profissionais de saude, além de atuarem na
disseminacdo do MRSA entre os pacientes, podem transmiti-lo em seu domicilio para
familiares, os quais podem desenvolver infeccdes em pele e mucosas (EVEILLARD et al.,
2004; ALBRICH; HARBARTH, 2008).

Uma revisao de literatura sobre a importancia dos profissionais de satide em surtos de
MRSA, mostrou que apenas em 1,6% dos surtos descritos podem ter origem atribuida a um
profissional de saude colonizado de forma assintomatica (VONBERG et al., 2006), fazendo
com que a busca de forma rotineira, por profissionais colonizados por MRSA, nao seja
aconselhada, da mesma forma, a sua descolonizagdo, principalmente devido ao custo
associado (ALBRICH; HARBARTH, 2008). Essa busca deve ocorrer quando ha dados
epidemioldgicos que sugiram esta fonte de transmissdo (SIEGEL et al., 2007; BEN-DAVID
et al., 2008), ou como Gltimo recurso para a contengdo de transmissdo, quando outras medidas
ja foram tomadas em um surto (WENZEL et al., 1998).

Um estudo de série de casos relata MRSA como fonte de doenca ocupacional, em
profissionais de salde colonizados por esse micro-organismo e que desenvolveram infeccdo

apos situacdo de trauma durante suas atividades ou no domicilio. Também foi relatada a



39

ocorréncia de infeccdo por MRSA apds contato com paciente portador ou seus fluidos
corporais (HAAMANN; DULON; NIENHAUS, 2011).

Dessa forma, a identificacdo de portadores de MRSA é um passo para o estabelecimento
de uma politica de controle e ajuda a identificar as medidas necessarias para reduzir a pressao
da colonizacdo (SANTOS et al., 2010).

2.8 Infeccéo hospitalar no Brasil

Confirmando a tendéncia internacional de gerar clones com alta capacidade de
disseminacdo e patogenicidade, foi descrito no Brasil um clone epidémico regional,
posteriormente denominado de BEC, Brazilian Epidemic Clone. A caracterizacdo foi
realizada em 1995 por TEIXEIRA et al. a partir de 152 cepas isoladas em hospitais no Rio
Grande do Sul, Rio de Janeiro e Amazonas. Poucos anos depois, apés a publicacdo que
descrevia este clone, outros hospitais da América do Sul, Europa e China identificaram cepas
com o mesmo perfil génico, caracterizando disseminacdo global (OLIVEIRA et al., 1998; DE
SOUSA et al., 2003; SENNA et al., 2003).

Apesar deste clone, dominar a grande maioria dos hospitais brasileiros, outros clones
epidémicos também sdo frequentemente isolados em hospitais do Brasil como o clone Ny/Jp
descrito no Japdo e Estados Unidos (MELO et al., 2004; MIRANDA et al., 2007;
RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2010). A disseminacdo em escala global sugere a
participacdo de individuos da comunidade como portadores e transmissores indiretos dessas
cepas. Tal fato gera a preocupagdo da dispersdo de MRSA na populacdo que ndo possui
contato com hospital, o que, sem divida, pode estar acontecendo. Em um estudo realizado em
Goiania, amostras de 1.192 criancas foram analisadas, resultando na identificacdo de 3 tipos
de SCCmec (tipo HI, IV e V) com 82,7% de similaridade genética ao clone brasileiro, sendo o
tipo V encontrado em uma crianca saudavel e sem historico de contato hospitalar ou fator de
risco para essa infeccdo, o que pode significar disseminacdo para a comunidade (LAMARO-
CARDOSO et al., 2009). Em outro estudo realizado nessa regido, foram encontradas cepas
com SCCmec tipo Il e perfil multirresistente, levantando a hipotese de origem hospitalar
dessas estirpes, apesar das amostras serem coletadas nas primeiras seis horas de admisséo,
sugerindo uma disseminacdo para a comunidade pediatrica desses isolados (LAMARO-
CARDOSO et al., 2007).
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Com o aumento dessas infecgdes causadas por MRSA, aumenta também o uso da
vancomicina, em muitos casos, a Unica droga ainda efetiva contra essas cepas. Contudo, 0
aumento da pressao seletiva levou ao isolamento, em 1997, da primeira cepa de S. aureus
resistente a vancomicina no Japado (HIRAMATSU et al., 1997) e, em 2001, no Brasil
(OLIVEIRA et al., 2001c).

Apesar de relatos de outros paises de resisténcia a vancomicina, nenhum indicio de

clonalidade entre os isolados foi encontrado (COIA et al., 2006).

2.9 MRSA nos hospitais universitarios brasileiros

Os trabalhos publicados nos hospitais universitarios brasileiros relatam principalmente
a ocorréncia de surtos (GUILARDE et al., 2006), coloniza¢do de pacientes (SILVA et al.,
2003) e colonizacdo da equipe (HESHIKI et al. 2002; SILVA et al., 2008; SILVA et al.,
2010b; SILVA et al., 2012).

Em um estudo realizado em um hospital universitario de Londrina, a colonizagéo por S.
aureus em membros da equipe medica foi proxima a normalmente encontrada na
comunidade: 17,68%, sendo 1,19% portadores de MRSA (HESHIKI et al. 2002). Ja em um
hospital universitario de Recife, a coloniza¢do dos profissionais de saude atingiu 25,7%,
porém o percentual de MRSA foi considerado abaixo dos limites descritos na literatura, ja que
correspondeu apenas a amostra de trés enfermeiras dentre os 202 profissionais coletados
(SILVA et al., 2010b). Outro estudo realizado neste mesmo hospital, a colonizacdo da equipe
de enfermagem representou 25,8% e, mais uma vez, o percentual de MRSA foi considerado
abaixo dos limites descritos na literatura, visto que atingiu um valor de 3,3% das amostras
(SILVA et al., 2012).

Ja em relacdo as infecgcOes de pacientes internados na UTI de um hospital universitario
de Recife foi relatada prevaléncia de 37,7% de S. aureus, das quais MRSA representavam 12,
98% (CAVALCANTI et al., 2005).

Em Natal-RN, foi demonstrado a predominancia do clone BEC e o surgimento de
variantes multirresistentes do USA-800, devido ao fato de ser encontrado em pessoas adultas
e idosos, diferindo da variante primeiramente descrita (SOUSA-JUNIOR et al., 2009).

Um estudo em um hospital universitario do Rio de Janeiro mostrou a presenca de clones
que circulam internacionalmente sugerindo a facil disseminacdo mundial dessas estirpes
(VIVONI ET AL., 2006).
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Analisar a diversidade epidemioldgica e genética e a susceptibilidade antimicrobiana de
S. aureus e Staphylococcus coagulase negativos resistentes a meticilina das amostras
provenientes de secrecdo nasal de profissionais de salde e amostras clinicas de pacientes
internados nas UTIs, clinicas cirurgicas e servigo de hemodiélise/nefrologia do Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco no ano de 2011.
3.2 Objetivos Especificos
e Pesquisar a ocorréncia de S. aureus e Staphylococcus coagulase negativos em secrecéo
nasal de profissionais de saude e amostras clinicas de pacientes internados das UTIs,
clinicas cirurgicas e servico de hemodialise/nefrologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco no periodo de abril a agosto do ano de 2011.

¢ Identificar e selecionar amostras resistentes a meticilina (MRS).

e Detectar 0 gene mecA nas amostras classificadas como MRS através de métodos

fenotipicos.

e Descrever o perfil de susceptibilidade dos isolados de S. aureus e Staphylococcus
coagulase negativos que foram positivos para a presenca do gene mecA frente a
diversos antimicrobianos.

¢ Identificar a presenca de clones dentre as amostras dos pacientes e dos profissionais.

e Identificar isolados resistentes a vancomicina.

e Descrever os dados clinico-epidemioldgicos das amostras MRS dos pacientes e dos

profissionais.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo tipo transversal descritivo. Este tipo de estudo € apropriado
para descrever caracteristicas das populacdes no que diz respeito a determinadas variaveis e
0s seus padrdes de distribuicdo, em uma determinada populacdo, em um dado periodo de
tempo. Este estudo permitiu detectar a prevaléncia da colonizagcdo pelo S. aureus e
Staphylococcus coagulase negativo nos profissionais de saude que atendem nas unidades de
terapia intensiva, clinicas cirargicas e servico de hemodialise/nefrologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), identificar grupos nesta
populacdo que estdo susceptiveis, além de descrever as caracteristicas relacionadas a amostra
dos profissionais como: género, idade, setor que trabalha, tempo de exercicio na profisséo,
tempo de exercicio no setor, uso de equipamentos de protecdo individual e quantidade de
hospitais que trabalham.

Da mesma forma, foi possivel detectar a presenca de S. aureus e Staphylococcus
coagulase negativo nas amostras dos pacientes provenientes das unidades de terapia intensiva,
clinicas cirargicas e servico de hemodialise/nefrologia do HC-UFPE e descrever algumas
caracteristicas relacionadas a essas amostras como: género e tipo de amostra.

Permitiu ainda determinar o perfil de sensibilidade das linhagens de S. aureus e
Staphylococcus coagulase negativo aos antibidticos de cada classe, além de determinar a
presenca de MRS nos setores acima descritos, bem como identificar clones dentre as
amostras.

A descricdo da distribuicdo de um agravo de satude em uma populagdo é uma das fontes
imprescindiveis para o planejamento e administracdo de acdes voltadas para a prevencéo,

tratamento e reabilitacdo, tanto em nivel coletivo como individual.

4.2 Local do estudo

O estudo foi realizado nos setores da unidade de terapia intensiva geral (UTI geral),
clinica cirurgica e servigo de hemodiélise/nefrologia do HC vinculado a UFPE, pois de acordo
com a literatura consultada na area, estes corresponderiam aos setores de risco para a presenca
de MRS.

Todas as amostras oriundas dos profissionais de saude foram processadas no laboratério

de Bacteriologia do Departamento de Medicina Tropical-UFPE e a maioria das amostras de
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pacientes foram processadas no Laboratério de Bacteriologia do Hospital das Clinicas, exceto
aquelas que foram coletadas diretamente dos pacientes pela pesquisadora ap0s a assinatura do
TCLE. Todos os testes fenotipicos foram realizados no Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Medicina Tropical-UFPE e as etapas de PCR e tipagem molecular foram

realizadas no Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es.

4.3 Populacéo do estudo

Foram estudados todos os pacientes e profissionais de saude oriundos dos setores de
UTI geral, clinica cirargica e servico de hemodialise/nefrologia do HC-UFPE que assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme o modelo em anexo
(APENDICE A e APENDICE C) durante o periodo de abril a agosto do ano de 2011.

4.4 Categorizacdo das variaveis
4.4.1 Variavel dependente
e Colonizacdo: Definida como presenca de micro-organismo da espécie S. aureus ou
Staphylococcus coagulase negativo resistente a meticilina no espécime analisado.
Categorizada como: Sim ou N&o.

4.4.2 Variaveis independentes para profissionais de saude

e Género: Masculino ou Feminino

e ldade: Definida como o intervalo de tempo entre a data de nascimento e a data da
coleta. Categorizada como: <20 anos, 20 a 28 anos, 29 a 33 anos, 34 a 44 anos, 45
a 60 anos e >60 anos.

e Atividade profissional: Definida com atividade desenvolvida no hospital.
Categorizada como: (1) Técnico Enfermagem, (2) Enfermeiro, (3) Médico e (4)
Outros

e Setor que trabalha: Definida como unidade do hospital na qual o profissional
desenvolve suas atividades, sendo categorizada como: (1) UTI, (2) Clinicas

Cirdrgicas e (3) Hemodialise/Nefrologia
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e Tempo de exercicio na profissdo: Definida como o intervalo de tempo entre a data
da primeira vez que o profissional comecou suas atividades profissionais e a data
da coleta. Categorizada como: 0 a 5 anos, 5 a 10 anos, 10 a 15anos, 15 a 20anos e
> 20 anos.

e Tempo de exercicio no setor: Definida como o intervalo de tempo entre a data da
primeira vez que o profissional comecou a atividade no setor e a data da coleta.
Categorizada como: 0 a 3 anos, 4 a 7 anos, 8 a 11 anos, 12 a 15 anos, 16 a 19 e >
20 anos.

e Uso de equipamentos de protecdo individual (EPIs): Definido como a frequéncia
de utilizacdo de todos os equipamentos de protecdo individual (avental ou jaleco,
luvas de procedimento e maéscara) durante as atividades. Categorizada como:
Sempre (em todas as situacdes de contato com o paciente); As vezes (Apenas em
situacBes que manipulem fluidos biolégicos como sangue e secre¢des e/ou quando
0 paciente apresentar sintomas de doengas infecto-contagiosas) ou Nunca (ndo
utiliza todos os EPIs em nenhuma situagao)

e Equipamentos de protecdo individual utilizados com maior frequéncia.
Categorizada como:1-Todos (Jaleco, luva e mascara)

2-Nenhum
3-Jaleco

4-Luva

5-Méscara

6-Luva + jaleco
7-Luva+ mascara
8-Maéscara + jaleco

e Quantidade de hospitais que trabalha: Definida como numero de unidades
hospitalares diferentes do hospital estudado, nas quais o profissional desenvolve
suas atividades profissionais. Categorizada como: 1, 2, e > 3.

4.4.3 Variaveis independentes para pacientes
e Setor de Internacdo: Definida como unidade do hospital no qual o paciente esta
internado. Categorizada como: (1) UTI, (2) Clinicas Cirlrgicas e (3)

Hemodialise/Nefrologia
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e Area colonizada: Definida como o lugar no qual o micro-organismo foi isolado.
Categorizada como: 1-Ponta de cateter
2-Secrecdo de dreno
3-Sangue
4-Abscesso
5-Ferida operatdria
6-Secrecdo traqueal
7-Secregdes diversas.

4.5 Operacionalizacdo da pesquisa

4.5.1 Coleta do material biolégico

As amostras de secrecdo nasal dos profissionais de salde foram coletadas pela
pesquisadora com swabs estéreis e introduzidas em caldo BHI (Brain Heart Infusion), sendo
assim, transportadas para o Laboratério de Bacteriologia, Departamento Medicina
Tropical/UFPE.

As amostras dos pacientes foram coletadas de acordo com os procedimentos padrdes,
utilizados no HC-UFPE para ponta de cateter, drenos, sangue, ferida operatéria, secrecao
traqueal dentre outras. Os pacientes que ndo apresentavam nenhuma area com caracteristica
de infeccdo foram submetidos a coleta de swab nasal pela pesquisadora, e 0os demais foram
submetidos a coleta de material como parte da rotina médica pelos enfermeiros e/ou médicos.
Nesse caso, os isolados foram obtidos apds repique do material processado no Laboratério de
Bacteriologia do Hospital das Clinicas, através de semeio em Agar Casoy e transportadas para

o Laboratorio de Bacteriologia, Departamento Medicina Tropical/UFPE.

4.5.2 Isolamento e identificacdo do Staphylococcus

Apbs a coleta, as amostras de swab nasal foram inoculadas em Agar sangue de carneiro
5% e incubadas 24-48 horas, a 37°C. As colbnias com caracteristicas macroscopicas de
pertencerem ao género Staphylococcus foram coradas pelo método de Gram, e quando
confirmadas pela morfologia e coloragédo, foram submetidas a identificacdo através dos testes

de Catalase, Coagulase, DNAse e fermentacdo de Manitol. As demais amostras de secrecoes
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dos pacientes foram semeadas em Agar sangue de carneiro 5% e Agar MacConkey, e
posteriormente identificadas de acordo com os procedimentos padroes (KONEMAN et al.,
2001).

4.5.3 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Apbs identificacdo, foi realizado antibiograma dos isolados de Staphylococcus pela
técnica de disco-difusio em Agar Mueller-Hinton (CLSI, 2010) utilizando os seguintes
antimicrobianos: penicilina 10U, oxacilina 1ug, vancomicina 30ug, gentamicina 10ug,
clindamicina  2ug, sulfametaxazol-trimetropim  1,25/23,75ug  ciprofloxacina  5ug,
cloranfenicol 30ug, cefoxitina 30ug, teicoplanina 30ug, eritromicina 15ug e linezolide 30ug.
Foi realizada a leitura dos halos de inibicdo formados utilizando paquimetro, sendo os

resultados expressos em milimetros com os padrdes descritos no CLSI, 2010.

4.5.4 Screening de oxacilina

Apos a realizacdo do antibiograma, selecionou-se isolados que apresentaram resisténcia
a oxacilina e/ou cefoxitina. Apos selecdo dos isolados, foi feita suspensdo direta das col6nias
que estavam em Agar sangue de carneiro 5%, em caldo BHI, para obter uma turbidez
equivalente a uma solucdo padrdo 0,5 da escala de McFarland. Mergulhou-se uma alca de
platina de 1pL nessa suspensdo, semeando-a em uma area com didmetro de 10 a 15mm em
placas contendo o meio Agar Mueller Hinton com NaCl (4% v/v; 0,68 mol/L) acrescido de 6
pg/mL de oxacilina. Estas placas foram incubadas a 35°C por 24 horas sendo considerados,
apos leitura dos resultados como: >1 colénia = resistente (CLSI, 2010). Foi utilizado como
controle de qualidade as cepas padrdo para MRSA e MSSA: Staphylococcus aureus ATCC
29213 — Sensivel e Staphylococcus aureus ATCC 33591 - Resistente (PEREZ;
D"AZEVEDO, 2008).
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4.5.5 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA das amostras de Staphylococcus (MRS) foi utilizada a técnica
de FREITAS et al. (2008), na qual o DNA foi extraido a partir de 1mL de cultura bacteriana
previamente crescida em caldo BHI a 37°C por 24h, centrifugada a 14,000rpm/4°C. Ao
sedimento é adicionado 500uL de TE (Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM), 10uL de lisozima
(10mg/mL) e 10uL de proteinase K (5mg/mL). A suspensdo foi incubada a 60°C por 20 min
sequido da adicdo de 100pL de STE (2,5% SDS; 10mM Tris-HCI, pH 8; 0,25mM EDTA) e
incubagédo por 15min a 60°C, seguido de 5min na temperatura ambiente e 5min no banho com
gelo. A reagdo foi neutralizada com 130uL de 7,5M de acetato de amdnio, permanecendo no
banho com gelo por 15min e depois centrifugado por 5min. Aproximadamente 700uL do
sobrenadante foi transferido para outro tubo e misturado ao mesmo volume de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), seguido de centrifugacdo por 5min. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e o DNA precipitado em aproximadamente 420uL de
isopropanol a -70°C por 30min ou -20°C por 24h. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 10uL de RNAse (0,2mg/mL) e estocado a -20°C.

O DNA de todos os isolados ap6s a extracdo foi quantificado por comparagdo com
quantidade conhecida do DNA do fago lambda clivado com enzima Hind I11(Sigma). Uma
aliquota de 1 ou 2 pL do DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% em
tampdo TBE (Tris-borato 0,089M; acido borico 0,089M; EDTA 0,002) a temperatura
ambiente sob corrente constante. Apds migracdo, o DNA foi corado e observado em
transiluminador de luz ultravioltea (UV) e registrado em um sistema de foto documentagéo
Kodak 1D vers&o 3.5.2 (Scientific Imaging Systems, USA).

4.5.6 Identificagdo de mecA por PCR

Para a amplificacdo foram utilizados os primers P1, 5-GGTCCCATTAACTCTGAAG-
3’ e P3, 5>-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3" descritos por PETINAKI, et al. (2001a)
que resultam em fragmentos de 1.046bp. As reacbes de PCR foram preparadas
individualmente em um volume final de 25uL em cada tubo contendo: 20ng de DNA
genémico, 20 pmol de cada primer, MgCl, 1,5 mM, dNTP 200 uM, 1U de Go Taqg DNA
polimerase (Promega, Brasil) e 5uL do tampado Green Go Tag DNA polimerase (Promega,

Brasil). As reacOes foram realizadas em termociclador (Biometra), programado inicialmente
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para 35 ciclos térmicos, com desnatura¢do de um minuto a 94°C, anelamento de um minuto a
55°C e uma extensdo de dois minutos a 72°C seguido de uma etapa de alongamento final de
15 minutos a 72°C. Foi utilizado como controle negativo, um tubo contendo todos os
componentes da mistura e auséncia de DNA molde. Para controle positivo foi utilizado a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 33591 — Resistente.

O produto da amplificacéo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e corado
com brometo de etidio (2ug/mL), visualizado em transluminador UV e digitalizado através do
software Kodak 1D versdo 3.5.2 (Scientific Imaging Systems, USA). O marcador de peso

molecular é de 100bp (Invitrogen).

4.5.7 Ribotipagem - PCR

As amostras que apresentaram resultados positivos para a presenca do gene mecA foram
submetidas a Ribotipagem- PCR.

A discriminacdo entre as estirpes de Staphylococcus spp. foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por CUNY et al. (1996). Para a amplificacdo das regides espacadoras entre
0s genes do rRNA 16S-23S foram utilizados os primers rRNAL (5'- TTG TAC ACA CCG
CCC GTC A-3") e rRNA2 (5'- GGT ACCTTA GAT GTT TCA GTT C-3).

As reacdes de amplificacdo consistiram em 20ng de DNA gendmico, 20 pmol de cada
primer, MgCl, 1,5 mM, dNTP 200 uM, 1U de Go Tag DNA polimerase (Promega, Brasil) e
5uL do tampdo Green Go Tag DNA polimerase (Promega, Brasil), para um volume final de
25uL em cada tubo. As condicBes de amplificagdo compreenderam 30 ciclos de 94°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os
produtos amplificados foram observados em gel de agarose em concentracdo de 2%, corado
com brometo de etidio (2ug/mL) e, como padrdo de peso molecular, foi utilizado o Ladder
100bp (Invitrogen), para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados.

4.5.8 Screening de Vancomicina

Os isolados que foram positivos para a presenca do gene mecA atraves da PCR foram

submetidas a screening de vancomicina. Desta forma, essas amostras foram inoculadas em

caldo BHI e incubadas por 48 horas a 35°C a fim de se obter uma turbidez equivalente a uma
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solugéo padrdo 2 da escala de McFarland. Mergulhou-se uma al¢a de platina de 1uL nessa
suspensdo e procedendo com o indculo em uma area com diametro de 10 a 15mm em placas
contendo o meio Agar BHI suplementado com 6 pg/mL de vancomicina (OXOID). Estas
placas foram incubadas a 35 °C por 24 e 48 horas sendo considerados, apos leitura dos
resultados como: >1 col6nia = resistente (NUNES et al., 2007; BURNHAM et al., 2010;
CLSI, 2010; HOWDEN et al., 2010).

Foi utilizado como controle de qualidade as cepas padréo: Enterococcus faecalis ATCC
29212 — Sensivel e Enterococcus faecalis ATCC 51299 — Resistente (CLSI, 2010).

4.6 Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

de Pernambuco- CEP/CCS/UFPE com o registro N° 009/11 (ANEXO A).

4.7 Andlise estatistica

Os dados clinicos e microbioldgicos (APENDICE B e APENDICE D) foram analisados

estatisticamente, através da distribuicdo de frequéncias, utilizando o software Epi Info versédo
6.04.
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Resumo: A disseminacdo de Staphylococcus resistentes & meticilina em servigos hospitalares é muitas vezes
atribuida a profissionais de salde. O presente estudo teve como objetivo analisar a diversidade epidemioldgica,
genética e a susceptibilidade antimicrobiana de MRS das amostras provenientes de secrecdo nasal de
profissionais de salde e amostras clinicas de pacientes internados nas UTIs, hemodidlise/nefrologia e clinicas
cirtrgicas de um hospital universitario de Recife-Brasil. Foram coletadas amostras de 91 pacientes internados
nesses setores e 120 profissionais que trabalhavam nos mesmos, a fim de realizar isolamento e identificacéo de
Staphylococcus spp. Estas amostras foram submetidas a testes de susceptibilidade antimicrobiana, deteccdo do
gene mecA e avaliadas quanto a presenca de clones por ribotipagem-PCR. Assim, MRS (Staphylococcus
resistente a meticilina) foi prevalente entre os técnicos de enfermagem, 48,15% (13/27) dentre as amostras
positivas, e 40,74% (11/27) dos isolados oriundos dos profissionais de satde foram das clinicas cirrgicas. Nos
pacientes, a maior ocorréncia de isolados mecA positivos esteve entre as amostras de ponta de cateter,
representando 33,33% (3/9) das amostras positivas, coletadas em sua maioria na hemodialise/nefrologia. Foram
encontrados oito isolados resistentes & vancomicina, dentre os MRS, através do screening de vancomicina. Com
base nos padrdes de amplificacdo, descreveu-se 23 ribotipos, sendo um deles encontrado em uma amostra de um
paciente e de um enfermeiro. Desta forma, o conhecimento do perfil fenotipico e molecular de amostras de
Staphylococcus pode contribuir para orientar a conduta terapéutica no tratamento e controle das infecgdes

hospitalares.

Palavras-chave: MRS, pacientes, profissionais de salde, clones.
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Introducédo

Bactérias do género Staphylococcus sdo responsaveis por uma grande diversidade de problemas de salde,
incluindo infeccdes de pele e tecidos moles, infeccdes de sitios cirdrgicos, endocardites e bacteriemias
adquiridas em hospitais [16]. Esta bactéria permanece como um dos patdégenos mais comuns em infecgdes
sistémicas de origem comunitaria e hospitalar, e, com o advento da resisténcia a meticilina, por volta da década
de 60, passou a receber atengdo especial, principalmente no que diz respeito a seu controle de disseminacdo,
visto que a partir de entdo as opgdes terapéuticas passaram a ser cada vez mais limitadas [19, 38].

Essa resisténcia a meticilina € determinada, na grande maioria das vezes, pela presenga de um gene
localizado no cromossomo, 0 gene mecA, que é responsavel pela sintese de uma proteina ligadora de penicilina
(PBP), a qual atua na sintese da parede celular bacteriana e é conhecida como PBP2a ou PBP2" [29]. Este gene é
amplamente distribuido entre os S. aureus e entre as espécies de Staphylococcus coagulase negativo e sua
deteccdo por métodos moleculares é considerada o método “gold standard” para avaliacdo qualitativa da
resisténcia a meticilina [30, 31, 36]. Sabe-se que a PBP2a tem baixa afinidade ndo sé para a meticilina como
para os outros antibidticos betalactamicos [19, 29].

Profissionais de salde sdo portadores dessa bactéria, em decorréncia de diversos fatores, dentre eles, a
vulnerabilidade conferida no cotidiano do trabalho, e alguns estudos sugerem que eles atuariam como
disseminadores [2, 32, 35]. A nasofaringe é considerada o local de coloniza¢do mais frequente por MRSA [28,
34] e a sua identificagdo é considerada como uma estratégia preventiva que permite a reducdo da incidéncia de
infecgdes por este micro-organismo [28]. Dessa forma, a identificacdo de portadores de MRSA € um passo para
0 estabelecimento de uma politica de controle, ajudando a identificar as medidas necessarias para reduzir a
pressdo da colonizacdo [28] e o conhecimento do perfil epidemioldgico-molecular das doengas causadas por
essas bactérias poderd auxiliar na elaboragdo de estratégias de controle mais eficientes para a reducdo da
infeccdo, uma vez que, a partir dos perfis moleculares, pode-se inferir relaces genéticas entre os diferentes
clones, detectar o fluxo génico e tracar rotas de disperséo da infeccéo [24, 28].

Assim, sistemas apropriados de tipagem sdo necessarios para determinar a estrutura genética dos isolados,
proporcionando uma estratégia efetiva de controle epidemiolégico e o método de tipagem, denominado
ribotipagem-PCR, tem-se mostrado de alto valor taxonémico e epidemioldgico. Essa técnica constitui valiosa
ferramenta para identificar e diferenciar isolados do género estafilococos, sendo util para epidemiologia
molecular podendo ser utilizado para discriminar clones e linhagens clonais [10, 18, 24].

Apesar da relevancia desses micro-organismos como importantes patdgenos associados a infeccbes
nosocomiais, estudos que fornecem dados sobre a colonizagdo dos trabalhadores de salde, principalmente
avaliagcbes multi-profissionais em Pernambuco, aliados a sua correlagdo com os clones causadores de tais
infecgdes ainda sdo escassos. Diante disto, o presente trabalho objetivou descrever a diversidade epidemioldgica,
genética e a susceptibilidade antimicrobiana de Staphylococcus spp. das amostras provenientes de secrecdo nasal
de profissionais de salide e amostras clinicas de pacientes internados nas UTIs, hemodialise/nefrologia e clinicas
cirtrgicas de um hospital universitario da cidade do Recife, analisando os dados epidemioldgicos e moleculares

das linhagens bacterianas MRS, a fim de fornecer subsidios para promocéo de a¢Ges de controle no hospital.
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Materiais e métodos

Coleta do material biolégico

Foram incluidos no estudo todos os pacientes (com excecdo de dois pacientes que vieram a 6bito antes de
serem incluidos no estudo e dois pacientes cujos responsaveis nao autorizaram a coleta de amostras) e todos os
profissionais de salde (exceto cinco profissionais que se recusaram a participar) dos setores de UTI geral, clinica
cirargica e servico de hemodialise/nefrologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
durante o periodo de abril a agosto do ano de 2011.

Dos profissionais de saide foram coletadas amostras da cavidade nasal com auxilio de swabs estéreis
apos a assinatura de TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) e resposta a questionario sobre
informacdes a respeito de suas atividades profissionais. Essas amostras foram introduzidas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion), e transportadas para o Laboratério de Bacteriologia, Departamento Medicina Tropical/UFPE.

As amostras dos pacientes foram coletadas de acordo com os procedimentos padrBes, utilizados no
hospital para ponta de cateter, drenos, sangue, abscesso, ferida operatdria, secrecdo traqueal dentre outras e 0s
isolados obtidos ap0s cultura no laboratério de bacteriologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco. Os pacientes que ndo apresentavam nenhuma area com caracteristica de infeccéo foram submetidos

a coleta de swab nasal, ap6s assinatura de TCLE.

Isolamento e identificagdo do Staphylococcus

Apoés a coleta, as amostras de swab nasal foram inoculadas em Agar sangue de carneiro 5% e incubadas
24-48 horas, a 37°C. As coldnias com caracteristicas macroscopicas do género Staphylococcus foram coradas
pelo método de Gram, e quando confirmadas pela morfologia e coloragcdo, foram submetidas a identificacdo
através dos testes de Catalase, Coagulase, DNAse e fermentacdo de Manitol. As demais amostras de secre¢des
dos pacientes foram semeadas de acordo com protocolo padrdo em Agar sangue de carneiro 5% e Agar

MacConkey, porém, apenas as colénias com caracteristicas do género Staphylococcus foram identificadas [17].

Susceptibilidade aos antimicrobianos

Apos identificacdo, foi realizado antibiograma dos isolados de Staphylococcus, para determinar a
susceptibilidade aos antimicrobianos, pela técnica de disco-difusio em Agar Mueller-Hinton [5] utilizando:
penicilina 10U, oxacilina 1ug, vancomicina 30ug, gentamicina 10ug, clindamicina 2ug, sulfametaxazol-
trimetropim  1,25/23,75ug ciprofloxacina 5ug, cloranfenicol 30pg, cefoxitina 30pg, teicoplanina 30ug,
eritromicina 15ug e linezolide 30ug. Foi realizada a leitura dos halos de inibicdo formados utilizando

paquimetro, sendo os resultados expressos em milimetros com os padrdes descritos no CLSI, 2010.
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Screening de oxacilina

Apos a realizacdo do antibiograma, selecionou-se isolados que apresentaram resisténcia a oxacilina e/ou
cefoxitina. Apds selecdo dos isolados, foi feita suspensdo direta das coldnias que estavam em Agar sangue de
carneiro 5%, em caldo BHI, para obter uma turbidez equivalente a uma solucdo padrdo 0,5 da escala de
McFarland. Mergulhou-se uma alga de platina de 1pL nessa suspensdo, semeando-a em uma area com diametro
de 10 a 15mm em placas contendo o meio Agar Mueller Hinton com NaCl (4% v/v; 0,68 mol/L) acrescido de 6
pg/mL de oxacilina. Estas placas foram incubadas a 35°C por 24 horas sendo considerados, apos leitura dos
resultados como: >1 colbnia = resistente [5]. Foi utilizado como controle de qualidade as cepas padrdo para
MRSA e MSSA: Staphylococcus aureus ATCC 29213 — Sensivel e Staphylococcus aureus ATCC 33591 —
Resistente.

Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA das amostras de Staphylococcus (MRS) foi utilizada a técnica de Freitas et al
[11].

Identificacdo de mecA por PCR

Para a amplificacdo foram utilizados os primers P1, 5-GGTCCCATTAACTCTGAAG-3’ ¢ P3, 5’-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3" descritos por Petinaki et al [27] que resultam em fragmentos de
1.046bp. As reacbes de PCR foram preparadas individualmente em um volume final de 25uL em cada tubo
contendo: 20ng de DNA gen6mico, 20 pmol de cada primer, MgCl, 1,5 mM, dNTP 200 uM, 1U de Go Taq
DNA polimerase (Promega, Brasil) e 5uL do tampdo Green Go Taq DNA polimerase (Promega, Brasil). As
reacOes foram realizadas em termociclador (Biometra), programado inicialmente para 35 ciclos térmicos, um
minuto a 94°C, um minuto a 55°C e dois minutos a 72°C seguido de uma etapa final de 15 minutos a 72°C. Foi
utilizado como controle negativo, um tubo contendo todos os componentes da mistura e auséncia de DNA
molde. Para controle positivo foi utilizado a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591 — Resistente.

O produto da amplificagdo foi submetido & eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etidio (2pug/mL), visualizado em transluminador UV e digitalizado através do software Kodak 1D versdo 3.5.2

(Scientific Imaging Systems, USA). O marcador de peso molecular é de 100bp (Invitrogen).

Ribotipagem - PCR

As amostras que apresentaram a presenca do gene mecA foram submetidas a Ribotipagem- PCR. A
discriminacdo entre as estirpes de Staphylococcus spp. foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Cuny et al [6]. Para a amplificacdo das regides espacadoras entre 0s genes do rRNA 16S-23S foram utilizados
os primers rRNAL (5'- TTG TAC ACA CCG CCC GTC A-3') e rRNA2 (5'- GGT ACC TTA GAT GTT TCA
GTT C-3)).
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As reagdes de amplificacdo consistiram em 20ng de DNA gendmico, 20 pmol de cada primer, MgCl, 1,5
mM, dNTP 200 uM, 1U de Go Taq DNA polimerase (Promega, Brasil) e 5uL do tampédo Green Go Taq DNA
polimerase (Promega, Brasil), para um volume final de 25uL em cada tubo. As condi¢cdes de amplificacdo
compreenderam 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com extensdo final a
72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados foram observados em gel de agarose em concentracdo de 2%,
corado com brometo de etidio (2ug/mL) e, como padrdo de peso molecular, foi utilizado o Ladder 100bp

(Invitrogen), para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados.

Screening de VVancomicina

Os isolados que foram positivas para a presenca do gene mecA através da PCR foram submetidas a
screening de vancomicina. Foram inoculadas em caldo BHI e incubadas por 48 horas a 35°C a fim de se obter
uma turbidez equivalente a uma solucdo padréo 2 da escala de McFarland. Mergulhou-se uma alca de platina de
1uL nessa suspensdo e procedendo com o in6culo em uma &rea com didmetro de 10 a 15mm em placas contendo
o meio Agar BHI suplementado com 6 pg/mL de vancomicina (OXOID). Estas placas foram incubadas a 35°C
por 24 e 48 horas sendo considerados, apos leitura dos resultados como: >1 coldnia = resistente [3,56, 15, 22]. O
controle de qualidade utilizado foi: Enterococcus faecalis ATCC 29212 — Sensivel e Enterococcus faecalis
ATCC 51299 — Resistente.

Consideragdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco-
CEP/CCS/UFPE com o registro N° 009/11.

Andlise estatistica

Os dados clinicos e microbiolégicos foram analisados estatisticamente utilizando o software Epi Info

versao 6.04. através da distribuicdo de frequéncias.

Resultados

Foram coletadas amostras de 120 profissionais de salde, entre médicos, enfermeiros, técnicos de
enfermagem, fisioterapeutas, nutricionistas e psicélogos (Tabela 2) e de 91 pacientes dos setores de UTI,
Clinicas cirdrgicas e hemodialise/nefrologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco no
periodo de abril a agosto do ano de 2011.

Neste estudo, a prevaléncia de MRS foi maior em individuos do sexo feminino em comparagdo com o
sexo masculino. Em relacéao a faixa etaria, observou-se que os individuos com idade entre 20 e 28 anos foram os
mais colonizados por MRS, sendo estes micro-organismos mais prevalentes entre os técnicos de enfermagem,
representando 48,15% dentre as amostras positivas. As clinicas cirdrgicas representaram o setor de maior

ocorréncia de isolados positivos, com um percentual de 40,74% entre os isolados oriundos dos profissionais de
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saude. A prevaléncia de MRS também foi alta (77,78%) entre os individuos que utilizavam simultaneamente o
jaleco, luva e méascara apenas em situacdes especificas de contato com fuidos ou secrecBes de pacientes, e 0o
grupo que relatou que dentre os EPIs disponiveis, utilizava com mais frequéncia o jaleco, a luva e a mascara
juntos, também foi 0 mais colonizado por MRS (29,63%). A ocorréncia de MRS também foi mais alta entre os
profissionais que exerciam suas atividades durante o periodo diurno quando comparados com aqueles que
exerciam suas fungdes durante a noite, sendo a mesma também maior naqueles individuos que tinham entre 1 e 5
anos de profissdo e trabalham naquele setor a menos de 1 ano. A frequéncia de isolamento de amostras
resistentes foi similar entre os individuos que trabalhavam apenas no hospital estudado e aqueles que
trabalhavam em mais um hospital (Tabela 2).

Foi obtida uma amostra de cada paciente e, apos os testes de identificacdo, foram isoladas 30 bactérias
do género Staphylococcus. O tipo mais frequente de amostra de pacientes foi cultura de sangue (37,36%),
seguida de ponta de cateter (11%) e, ao todo, foram obtidas 11 culturas negativas (Tabela 1).

Os isolados, de pacientes, classificados como do género Staphylococcus foram identificadas como 11
Staphylococcus coagulase negativo e 19 S. aureus. Através do teste de disco-difusdo de oxacilina e/ou
cefoxitina, selecionou-se amostras de 21 de Staphylococcus spp. resistentes para serem submetidas & detec¢éo do
gene mecA, obtendo-se apds esta etapa nove amostras positivas. Cabe ressaltar que os isolados de
Staphylococcus spp. dos profissionais de salde também foram submetidas a este teste, selecionando-se 63
resistentes que consitiram em 27 isolados positivos para este gene, as quais juntamente com 0s de pacientes,
totalizam 36 isolados MRS (Tabela 3).

A maior ocorréncia de isolados mecA positivos nas amostras de pacientes foi entre as amostras de ponta
de cateter (33,33%) (Tabela 1) e o setor de origem mais frequente para isolados positivos nesse grupo foi a
Hemodilise/nefrologia (44,44%) (Tabela 4).

Das amostras submetidas & screening de oxacilina 61,9% foram resistentes, porém essa técnica so
identificou 75% dos isolados positivos para o gene mecA (Tabela 5). Da realizacdo do screening de
vancomicina, observou-se que oito isolados apresentaram-se como resistentes (Tabela 6).

Em relacdo ao antibiograma dos isolados positivos para 0 gene mecA, observou-se que 0s antibidticos
cloranfenicol, linezolida e vancomicina atingiram os maiores percentuais de sensibilidade, correspondendo a
80,56%, 91,67% e 72,22% dos isolados, respectivamente e 58,33% dos isolados foram resistentes a
ciprofloxacina (Figura 1).

Nas reacGes de ribotipagem-PCR, foram observados de dois a quatro fragmentos de tamanho
aproximado de 500 a 900 pb. Com base nos padrdes de amplificacdo, os 36 isolados foram classificados em 23
ribotipos, denominados neste trabalho de R1 a R23 (Figura 3). Seis isolados de S. aureus (quatro de pacientes e
dois de profissionais) foram distribuidos em quatro ribotipos (R1, R6, R7, R8). J& os SCoN (Staphylococcus
coagulase negativos) isolados de cinco pacientes apresentaram outros quatro ribotipos diferentes (R5, R10, R11,
R12); 25 isolados de profissionais distribuidos em 17 ribotipos, com prevaléncia dos ribotipos R2 (cinco
isolados), R3 (trés isolados), R4 e R6 (dois isolados). Os ribotipos R7, R9, R13 a R23 ocorreram em apenas um
isolado cada (Tabela 7). O perfil R7 foi encontrado em S. aureus procedente de amostra de ponta de cateter de

um paciente e um SCoN de um enfermeiro, de setores hospitalares diferentes.
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Discussao

Os estafilococos sdo considerados um problema crescente nas unidades hospitalares, sendo referido como
um dos principais agentes de bacteriemia adquirida nesse ambiente, principalmente apds os primeiros relatos de
casos de resisténcia a meticilina [16]. Em muitos hospitais brasileiros, a prevaléncia de isolamento de cepas de
MRSA varia de 40 a 80% [23, 28, 37] e os dados do Programa de Vigilancia a Antimicrobianos mostram que
MRSA corresponde a 31% da causa de infec¢Ges nosocomiais e comunitérias, sendo considerado o mais comum
dentre os patogenos mais prevalentes [12]. Neste estudo, a prevaléncia de Staphylococcus resistente a meticilina
foi 22,5% (27/120) para profissionais de saude e 9,89% (9/91) para pacientes, porém, para ambas categorias,
esses grupos foram compostos principalmente por Staphylococcus coagulase negativo que apresentaram
percentuais de 20,83% e 5,5%, respectivamente. Esse percentual encontrado foi baixo, pois segundo
levantamento do SENTRY feito em hospitais brasileiros a resisténcia dos SCoN em hemoculturas é de 80%
[12].

Em relagdo as infeccBes de pacientes internados na UTI de um hospital universitario de Recife foi
relatada prevaléncia de colonizacdo de 37,7% por S. aureus, das quais MRSA representavam 12,98% [4],
semelhante ao percentual de 10% (3/30) para MRS obtido para esse setor. Em relacdo a equipe de saide, um
estudo realizado em um hospital universitario de Londrina, a colonizagdo por S. aureus em membros da equipe
médica foi préxima a normalmente encontrada na comunidade: 17,68%, sendo 1,19% portadores de MRSA [14],
inferior ao percentual de colonizagdo por MRS de 23,08% (6/26) encontrado. Em um estudo realizado num
hospital universitario de Recife, a colonizacdo dos profissionais de sadde atingiu 25,7%, porém o percentual de
MRSA foi considerado abaixo dos limites descritos na literatura, ja que correspondeu apenas a amostra de trés
enfermeiras dentre os 202 profissionais coletados [34], estando dessa forma, abaixo do percentual que
encontramos no que diz respeito a MRSA. Outro estudo realizado neste mesmo hospital, a colonizacéo da equipe
de enfermagem representou 25,8% e, mais uma vez, o percentual de MRSA foi considerado abaixo dos limites
descritos na literatura, visto que atingiu um valor de 3,3% das amostras [35].

Estudo realizado em um hospital escola do interior de Sdo Paulo sugeriu que os enfermeiros e técnicos de
enfermagem correspondem a classe profissional mais colonizada por MRSA, com uma prevaléncia de 7,1% [21]
semelhante ao percentual de 10,83% encontrado dentre os técnicos de enfermagem.

A faixa etéria de ocorréncia de MRS dentre os profissionais de salde, foi a mesma descrita em outros
trabalhos realizados no mesmo hospital em anos anteriores [33, 34, 35]. Assim, a frequéncia de MRS foi maior
na faixa etéria de 20 a 28 anos, e esses mesmos trabalhos sugerem que isso pode ser devido a necessidade de
consolidar alguns conceitos da pratica profissional como lavagem das méaos antes e depois dos procedimentos e o
contato das mesmas com as narinas. Esta mesma deficiéncia na préatica profissional também poderia justificar a
maior ocorréncia no grupo cujo tempo profissao situa-se entre 1 e 5 anos.

Os outros dados encontrados divergem dos estudos anteriores realizados no mesmo hospital [33, 34, 35],
principalmente porque o foco dos mesmos era apenas S. aureus e ndo foram realizadas caracterizagdes
moleculares, entretanto, os antibimicrobianos de escolha continuariam os mesmos, linezolide, cloranfenicol e
vancomicina. Neste caso, a susceptibilidade a esse glicopeptideo foi determinada através do teste de disco-

difusdo, apesar de estudos apontarem que a resisténcia a vancomicina deve ser determinada através de técnicas
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mais sensiveis tais como screening em placa, E-test, microdiluicao e deteccdo genotipica [3, 5, 15, 22], ela ainda
é utilizada em muitos hospitais pablicos do pais.

No Brasil, a resisténcia intermediaria a vancomicina em pacientes tem sido descrita, porém poucos
relatam a colonizacdo de profissionais de salide por essas cepas [25], sendo descritos trés isolados resistentes a
vancomicina através de E-test e microdiluicdo. Dentre as amostras MRS, foram encontrados oito isolados
resistentes a vancomicina pelo método de screening, e apenas uma correspondia a isolado originado de
hemocultura de paciente, os demais foram oriundos de amostras de profissionais.

Foi observada a ocorréncia de amostras resistentes a meticilina apenas pelos métodos fenotipicos, por
exemplo, no screening de oxacilina, 0 que sugere a presencga de outros mecanismos de resisténcia independentes
do gene mecA [7, 27, 41].

Alguns trabalhos que utilizam a ribotipagem-PCR apresentam também amplo polimorfismo, como em
nosso estudo, considerando o nlmero de ribotipos observados, indicando dispersdo nos setores do hospital [20,
26].

Nas reagdes de ribotipagem-PCR, apenas o R7 foi observado em uma amostra de um paciente da
hemodialise/nefrologia (S. aureus) e em uma enfermeira da clinica cirargica (Staphylococcus coagulase
negativo), sendo este o Unico dentre 0s ribotipos que esteve presente em amostra de paciente e de profissional de
salde, sugerindo uma baixa disseminag&o entre essas classes.

A presenca dos mesmos clones entre pacientes e profissionais, foi analisada em um estudo através da
utilizacdo de PFGE sugerindo a importancia dos profissionais de saide em surtos de infec¢Bes hospitalares [2].
A técnica de ribotipagem-PCR aqui utilizada tem a vantagem de ser menos propensa a variagdes por caracterizar
uma regido essencial ao crescimento bacteriano e portanto mais estavel, ser especifica e realizada sob condicGes
de alta estringéncia [10, 18, 24] e mesmo assim ndo aponta os profisisonais de salde como fonte de transmisséo,
uma vez que sdo portadores de diversos clones ndo encontrados em pacientes.

Essas técnicas foram (teis para trazer novamente a questdo sobre o papel do profissional de saide na
disseminacdo da infeccdo hospitalar e apesar de ndo ser confirmada a contribuigdo dos profissionais de sadde na
disseminacdo de cepas resistentes [1, 13], diversos trabalhos com base em técnicas moleculares sugerem esse
veiculo de disseminagdo [2, 8, 9]. A diversidade de ribotipos encontrados, apesar da estabilidade da regido
espacadora (ITS) 16S-23S, mostra a presenca de varios clones circulantes no hospital no periodo estudado,
portanto é possivel que existam vérias fontes de contaminacdo, principalmente quando observamos que apenas
um clone esteve presente em paciente e profissional. Talvez esse fato seja devido a utilizacdo dos trés EPI em
situacBes de contato com os fluidos e secrecdes dos pacientes, ja que a amostra de maior ocorréncia de MRS foi
a ponta de cateter.

A busca de forma rotineira, por profissionais colonizados por MRSA, nao é aconselhada, e, da mesma
forma, a sua descolonizacdo, principalmente devido ao custo associado [1], apenas em situa¢Bes nas quais 0s
dados epidemioldgicos sugiram esta fonte de transmissdo [2, 32], ou como Gltimo recurso para a contencédo de
transmissao, quando outras medidas ja foram tomadas em um surto [39]. Nessas situacOes, a identificacdo de
portadores de MRS consiste num passo para 0 estabelecimento de uma politica de controle e ajuda na

identificacdo das medidas necessarias para reduzir a pressdo da colonizagéao [28].
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Tabela 1: Distribui¢do dos isolados de Staphylococcus spp. por tipo de amostra.

TIPO DE AMOSTRA Quantidade de Outros micro-organismos  Culturas TOTAL
Staphylococcus isolados isolados negativas

Sangue 8(2) 16 11 35
Ponta de Cateter 8 (3) 2 0 10
Liquido peritonial 1(1) 0 1 2
Liquido pleural 0 0 1 1
Liquido de vesicula biliar 0 0 1 1
Secrecdo traqueal 3(1) 6 0 9
Ferida operatoria 1(2) 4 0 5
Secrecdo de pele 3 1 0 4
Secregdo de axila esquerda 1 0 0 1
Swab nasal 5(1) 0 0 5
Urina 0 4 0 4
Secrecéo de orofaringe 0 1 0 1
Secrecéo de dreno 0 2 0 2
Secregdo de cateter 0 4 0 4
Secrecdo de Ulcera sacral 0 4 0 4
Secregdo abdominal 0 1 0 1
Fragmento de tecido 0 1 0 1
Tumoragdo inguinal 0 1 0 1
TOTAL 30(9) 47 14 91

Nota: os dados entre paréntesis correspondem ao nimero de isolados mecA positivos.
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Figura 1: Perfil de susceptibilidade antimicrobiana das amostras MRS.

Nota:  PEN=Penicilina;

CLO=Cloranfenicol;

GENT=Gentamicina;

OXA=0xacilina;

LNZ=Linezolida;

CLI=Clindamicina;

VAN=Vancomicina;

RIF=Rifampicina; ERI=Eritromicina; CIP=Ciprofloxacina; CFO=Cefoxitina.

SUF=Sulfametoxazol/trimetropim;

TEC=Teicoplanina;
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Tabela 2: Distribui¢do das variaveis relacionadas a aquisicdo de MRS profissionais de saide do Hospital das Clinicas da
UFPE, 2011.

Variaveis N % MRS Ndo MRS
N % N %
Género
Masculino 20 16.67 5 18.52 15 16.13
Feminino 100 83.33 22 81.48 78 83.87
Idade
20-| 28 43 35.83 9 33.33 34 36.56
29|33 26 21.67 4 14.81 22 23.66
34-| 44 27 22.50 7 25.93 20 21.50
45-| 60 24 20.00 7 25.93 17 18.28
Categoria Profissional
Enfermeiro 43 35.83 7 2593 36 38.71
Técnico de enfermagem 45 37.50 13 48.15 32 34.41
Médico 26 21.67 6 22.22 20 21.50
Fisioterapeuta 3 2.50 1 3.70 2 2.15
Nutricionista 2 1.67 0 0 2 2.15
Psicologo 1 0.83 0 0 1 1.08
Setor
UTI 23 19.17 7 25.93 16 17.20
Clinicas Cirurgicas 50 41.67 11 40.74 39 41.94
Hemodialise/nefrologia 47 39.16 9 33.33 38 40.86
Uso de EPI
Sempre 27 225 5 18.52 22 23.66
As vezes 87 72.5 21 77.78 66 70.97
Nunca 6 5.00 1 3.70 5 5.37
EPI utilizados com mais frequéncia
Jaleco+luva+mascara 32 26.67 8 29.63 24 25.81
Jaleco 8 6.67 1 3.70 7 7.53
Luva 5 4.17 2 7.41 3 3.23
Luva+mascara 9 7.50 2 7.41 7 7.53
Luva+jaleco 21 17.50 7 25.93 14 15.05
Jaleco+luva+mascara+touca+oculos 3 2.50 0 0 3 3.23
Jaleco+luva+mascara+touca 29 24.16 3 1111 26 27.96
Jaleco+luva+mascara+o6culos 3 2.50 1 3.70 2 2.15
Luva+mascara+touca 3 2.50 2 7.41 1 1.07
Jaleco+touca 3 2.50 1 3.70 2 2.15
Luva+jaleco+touca 2 1.67 0 0 2 2.15
Méscara+ jaleco 1 0.83 0 0 1 1.07
Méscara+jaleco+touca 1 0.83 0 0 1 1.07
Turno
Diurno 100 83.33 24 88.89 76 81.72
Noturno 20 16.67 3 11.11 17 18.28

Tempo de profisséo



<lano

1]- 5 anos

5]- 10 anos

10}- 15 anos

15|-20 anos

>20 anos
Tempo de exercicio no setor

<lano

1]-3 anos

3|-7 anos

7|-11 anos

11J-15 anos

15|-20 anos

>20 anos
Quantidade de
trabalha

1

2

3

>3

hospitais

que

25
30
22
13

21

54
25
12
12

57

49
10
4

20.84
25.00
18.33
10.83
7.50
175

45.00
20.83
10.00
10.00
417
6.67
3.33

47.50
40.83
8.34
3.33

g ow N N © A

o A O N W N

11
11

14.81
33.33
14.81
7.41
11.12
18.52

40.74

25.93

1111
7.41

14.81

40.74

40.74

1111
7.41

21
21
18
11

16

43
18

10

46
38
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22.58
22.58
19.36
11.83
6.45
17.20

46.24
19.35
9.68
10.75
5.38
4.30
4.30

49.46
40.86
7.53
2.15

Nota: A variavel “Uso de equipamentos de protecdo individual (EPIS)” para este estudo foi definida como a frequéncia de utilizagdo de

todos os equipamentos de protecéo individual (avental ou jaleco, luvas de procedimento e méascara) durante as atividades. Categorizada

como: Sempre (em todas as situacBes de contato com o paciente); As vezes (Apenas em situagdes que manipulem fluidos biolégicos como

sangue e secre¢des e/ou quando o paciente apresentar sintomas de doencas infecto-contagiosas) ou Nunca (néo utiliza todos os EPIs em

nenhuma situacéo).



Tabela 3: Distribui¢éo dos isolados mecA positivos por fonte de isolamento.

FONTE DE ISOLAMENTO Espécie N° de isolados TOTAL
PROFISSIONAIS S. aureus 02 27
SCoN 25
S. aureus 04 09
PACIENTES
SCoN 05
TOTAL 36 36
Tabela 4: Distribui¢do dos isolados mecA positivos por setor de isolamento.
Setor de isolamento Espécie N° de isolados TOTAL
UTI Paciente 03 10
Profissional 07
Clinica cirlrgica Paciente 02 13
Profissional 11
Hemodiélise/nefrologia Paciente 04 13
Profissional 09
TOTAL 36

Tabela 5: Resultados do screening de oxacilina distribuidos por fonte de isolamento.
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Resultados do teste Fonte de isolamento Total
Paciente Profissional
S. aureus SCoN S. aureus SCoN
Resistente 6 (4) 9 (4) 3 34 (19) 52 (27)
Sensivel 5 1(2) 8(2) 18 (6) 32 (9)
Total 11 (4) 10 (5) 11 (2) 55 (25) 84 (36)

Nota: os dados entre paréntesis correspondem ao nimero de isolados mecA positivos.



Tabela 6: Amostras resistentes no screening de vancomicina distribuidos por fonte de isolamento.

FONTE DE ISOLAMENTO Espécie NC de isolados TOTAL
PROFISSIONAIS S. aureus 00 o7
SCoN 07
S. aureus 01 ol
PACIENTES SCoN 00
TOTAL 08
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Tabela 7: Distribuicéo dos ribotipos por fonte de isolamento.
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MRS Fonte de Ribotipos TOTAL
isolamento
Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23

S.aureus | Profissionais 1 1 2
Pacientes 3 1 4

SCoN Profissionais 5 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25
Pacientes 2 1 1 1 5

TOTAL 3 5 3 2 2 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 36




Figura 2: Gel de agarose 1% representativo das amplificagdes por PCR do
gene mecA. Amostras positivas.

Nota: Linha M, marcador de peso molecular (100pb DNA ladder). Linha C+,
Controle positivo. Linha C-, Controle negativo.

70



2072 bp
1500 bp

10INFLn
103NFAd
104NFAd
14 NFLd

| =]
SeS
—
—
—
-
-
—

120 NFLd

Figura 3: Géis de agarose 2% representativos da Ribotipagem-PCR das
amostras positivas para o gene mecA.

Nota: Linha M, marcador de peso molecular (100pb DNA ladder). A letra R
indica ribotipo. Na descricdo dos isolados, o nimero indica o nimero do
isolado, as duas primeiras letras indicam o tipo de amostra, a terceira letra
indica o setor hospitalar de origem e a Gltima letra indica o periodo da coleta.
Tipos de amostras: LP= Liquido peritonial; PC=Ponta de cateter; SN= Swab
nasal de profissional de paciente; ST= Secrecdo traqueal; H=Sangue;
FO=Ferida operatéria; NF=Swab nasal de profissional de salde. Setor de
origem: A=Clinicas Cirtrgicas; L= Nefrologia/Hemodialise; V=UT]I. Periodo
de Coleta: d= diurno (7:00-19:00h) e n=noturno (19:00-7:00h).
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6. CONCLUSOES
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S. aureus foi 0 micro-organismo isolado com maior frequéncia dentre as amostras de
pacientes;

Os técnicos de enfermagem representaram a classe profissional mais acometida por
MRS;

Os individuos de menor idade e de menor tempo de profissdo foram os mais
colonizados por MRS;

Entre os pacientes, existe maior ocorréncia de isolados MRS naqueles internados na
hemodialise/nefrologia;

Os profissionais das clinicas cirargicas foram os mais colonizados por MRS;

Existem isolados resistentes a vancomicina distribuidos em amostras de colonizacgéo;
Existem varios clones circulantes nos setores estudados do hospital, portanto vérias
fontes de contaminacao;

Diante do aspecto epidemioldgico de MRS observado, o0 monitoramento da flora

microbiana dos funcionarios ndo se faz necessaria.
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/.PERSPECTIVAS



Identificar os tipos de SCCmec dos isolados mecA positivos;

Identificar os clones dentre os isolados MSSA;
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
PROFISSIONAL DE SAUDE

UIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da Pesquisa Caracterizagdo fenotipico-molecular de Staphylococcus spp. multirresistentes de amostras de
pacientes e profissionais de satde do Hospital das Clinicas de Pernambuco.

Coordenadora Principal do Projeto: Profa. Dra. Maria Amélia Vieira Maciel

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Recife/PE. CEP: 50670-901.
Assistente de Coordenacdo do Projeto: Marcelle Aquino Rabelo

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Recife/PE. CEP: 50670-901. .

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente desta pesquisa sobre a analise epidemioldgica, de
susceptibilidade antimicrobiana e genética de Staphylococcus spp. de amostras de pacientes e profissionais de
salide do Hospital das Clinicas de Pernambuco.

Serdo coletadas amostras da sua cavidade nasal, com o objetivo de verificar a presenca ou ndo da bactéria
Staphylococcus spp. multi-droga resistente. Também sera feito um questiondrio com perguntas a respeito da sua
atividade no hospital, com o objetivo obter dados que apontem caracteristicas relevantes para pesquisas
relacionadas a presenca do Staphylococcus spp. no ambiente hospitalar.

As informagdes conseguidas através da sua participacdo ndo permitirdo a identificagdo pessoal, exceto
aos responsaveis pelo estudo, e ndo havera divulgagdo das mencionadas informagfes. Os resultados da pesquisa
poderdo ser divulgados em eventos cientificos ou publicados em periddicos cientificos nacionais ou
internacionais, mas é assegurado o sigilo sobre sua participacdo, de forma que os seus dados ndo serdo
divulgados de forma a possibilitar sua identificagéo.

A participacdo neste estudo ndo trard nenhum tipo de prejuizo, principalmente em relagdo a atividade
exercida na instituicdo de trabalho e em nenhuma outra. A sua participacdo nao é obrigatoria e vocé tem a
liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem que isso traga
qualquer prejuizo. O risco ao qual vocé esta sendo submetido é o constrangimento durante a abordagem para o

preenchimento do questionario e coleta das amostras, que podera causar-lhe apenas leve coceira devido ao uso
do swab, e caso seja necessario vocé sera encaminhado & assisténcia médico-psicoldgica. . O presente estudo

ndo trara beneficios diretos, mas para instituicdo na qual vocé desenvolve suas atividades profissionais e para 0s

pacientes aos quais presta assisténcia, sim, melhorando as a¢des de controle de infeccdo hospitalar.
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O pesquisador esta autorizado a realizar novas pesquisas com as amostras que foram coletadas, caso
sejam encontrados outros micro-organismos de interesse médico, visando, desta forma, contribuir para a

obtencédo de dados para a pesquisa em salde no Brasil.

Declaro ter compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha participacdo no
mencionado estudo e estando consciente do meu direito, de conhecer os resultados do estudo e dos beneficios
gue a minha participacdo implicam, concordo em dele participar e para isso eu dou 0 meu consentimento sem
gue para isso eu tenha sido forgado ou obrigado.

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar o presente termo de consentimento.

Assinatura do profissional participante:

12 testemunha:

22 testemunha:

Responsavel pelo estudo:

Recife, de de 2011.

Comité de Etica em Pesquisa:
Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50670-901, Tel.: 2126 8588
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APENDICE B — QUESTIONARIO DE PESQUISA PROFISSIONAL DE SAUDE

QUESTIONARIO DE PESQUISA

Data da entrevista: ‘ ‘ NUmero do questionario:

INFORMACOES PESSOAIS
NOME:
SEXO: (1) Masc (2) Fem
IDADE:
INFORMACOES PROFISSIONAIS

ATIVIDADE PROFISSIONAL:

(1) Técnico Enfermagem (2) Enfermeiro (3) Médico (4) Outros
SETOR QUE TRABALHA:

(1) UTI (2) Clinicas Cirdrgicas (3) Hemodialise/Nefrologia
SETORES QUE TRABALHOU: |
TEMPO DE PROFISSAO:

TEMPO DE EXERCICIO DO SETOR:

UTILIZAGCAO DE EPIs DURANTE AS ATIVIDADES:
(JALECO, LUVAS E MASCARAS)

(1) Sempre (2) As vezes (3) Nunca

(1)Todos(Jaleco, luva e mascara)
(2)Nenhum

(3)Jaleco

(4)Luva

(5)Mascara

(6)Luva + jaleco

EPIs UTILIZADOS COM MAIOR FREQUENCIA:

(7)Luva+ méscara

(8)Mascara + jaleco

QUANTIDADE DE HOSPITAIS QUE TRABALHA:
QUAIS: |
INFORMAGOES DA COLETA

RESULTADO DA AVALIACAO
MICROBIOLOGICA:

INFORMACOES SOBRE O MICRO-ORGANISMO

(1) Negativo (2) Positivo

PROVA DA CATALASE: (1) Positivo (2) Negativo

PROVA DA COAGULASE: (1) Positivo (2) Negativo

PROVA DA DNASE: (1) Positivo (2) Negativo

CRESCIMENTO EM AGAR MANITOL SALGADO: | (1) Positivo (2) Negativo
OBSERVACOES*:

*informacG@es a respeito dos testes de susceptibilidade antimicrobiana, testes fenotipicos e de biologia molecular.
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APENDICE C- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
PACIENTE

UIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da Pesquisa Caracterizacdo fenotipico-molecular de Staphylococcus spp. multirresistentes de amostras de
pacientes e profissionais de salde do Hospital das Clinicas de Pernambuco..

Coordenadora Principal do Projeto: Profa. Dra. Maria Amélia Vieira Maciel

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Recife/PE. CEP: 50670-901. .

Assistente de Coordenacdo do Projeto: Marcelle Aquino Rabelo

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Recife/PE. CEP: 50670-901.

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente desta pesquisa sobre a analise epidemioldgica e
genética de Staphylococcus spp. de amostras de pacientes e profissionais de salde do Hospital das Clinicas de
Pernambuco.

Serdo coletadas amostras bioldgicas, que podem ser da ponta de cateter, drenos, sangue, abscesso, ferida
operatéria e/ou secrecdes diversas, dependendo do sitio que apresentar caracteristicas de infecgdo, com o
objetivo de saber se existe a presenca ou ndo da bactéria Staphylococcus spp. multi-droga resistente. Também
sera feito um questionario com perguntas a respeito da sua internacdo no hospital, com o objetivo obter dados
gue apontem caracteristicas relevantes para pesquisas relacionadas a presenca do Staphylococcus spp. no
ambiente hospitalar

Vocé ndo sera submetido a nenhum tipo de risco capaz de prejudicar a sua integridade fisica e/ou
mental. O risco ao qual vocé esta sendo submetido € o constrangimento durante a abordagem para o
preenchimento do questionério e coleta das amostras, que podera causar-lhe apenas leve coceira devido ao uso
do swab, ou no caso de amostra de sangue, leve desconforto no contato com a seringa de coleta, que sera minimo
devido a experiéncia do profissional responsavel pela mesma. Caso seja necessario vocé sera encaminhado a
assisténcia médico-psicoldgica. . O presente estudo podera nio trazer beneficios diretos, além da identificagio
da bactéria multirresistente, mas para instituicdo na qual vocé se encontra hospitalizado e para os pacientes aos
quais presta assisténcia, sim, melhorando as acdes de controle de infeccdo hospitalar.

As informacdes conseguidas através da sua participacdo ndo permitirdo a identificacdo pessoal, exceto
aos responsaveis pelo estudo, e ndo havera divulgacdo das mencionadas informagdes. Os resultados da pesquisa
poderdao ser divulgados em eventos cientificos ou publicados em periddicos cientificos nacionais ou
internacionais, mas é assegurado o sigilo sobre sua participacdo, de forma que os seus dados ndo serdo

divulgados de forma a possibilitar sua identificag&o.
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A sua participagdo ndo é obrigatdria e vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem que isso traga qualquer prejuizo.

O pesquisador esta autorizado a realizar novas pesquisas com as amostras que foram coletadas, caso

sejam encontrados outros micro-organismos de interesse médico, visando, desta forma, contribuir para a

obtencédo de dados para a pesquisa em saude no Brasil.

Declaro ter compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha participacdo no
mencionado estudo e estando consciente do meu direito, de conhecer os resultados do estudo e dos beneficios
gue a minha participacdo implicam, concordo em dele participar e para isso eu dou 0 meu consentimento sem
gue para isso eu tenha sido forcado ou obrigado.

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar o presente termo de consentimento.

Recife, de de 2011.

Assinatura do paciente:

12 testemunha:

28 testemunha:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Comité de Etica em Pesquisa:
Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50670-901, Tel.: 2126 8588
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APENDICE D - QUESTIONARIO DE PESQUISA PACIENTE

QUESTIONARIO DE PESQUISA

Data da entrevista: ‘ ‘ NUmero do questionario:

INFORMACOES PESSOAIS
NOME:
SEXO: (1) Masc (2) Fem
IDADE:

INFORMACOES DO PACIENTE
SETOR DE ORIGEM: ‘ (1) UTIs (2) Clinicas Cirargicas (3) Hemodialise/Nefrologia

INFORMACOES DA COLETA

RESULTADO DA AVALIAGAO
MICROBIOLOGICA:

(1) Negativo (2)Positivo

(1)Ponta de cateter

(2)Drenos

i A (3) sangue

SITIO ANATOMICO DA COLETA:
(4) abscesso

(5) ferida operatéria

(6) secrecdes diversas

INFORMACOES SOBRE O MICRO-ORGANISMO

PROVA DA CATALASE: (1) Positivo (2) Negativo

PROVA DA COAGULASE: (1) Positivo (2) Negativo

PROVA DA DNASE: (1) Positivo (2) Negativo

CRESCIMENTO EM AGAR MANITOL SALGADO: | (1) Positivo (2) Negativo
OBSERVACOES*:

*informacdes a respeito dos testes de susceptibilidade antimicrobiana, testes fenotipicos e de biologia molecular.
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ANEXOS
ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA
r -t
SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of. N°. 111/2011 - CEP/CCS Recife, 07 de abril de 2011

Registro do SISNEP FR - 396521
CAAE —0490.0.172.000-11
Registro CEP/CCS/UFPE N° 009/11

Titulo: Caracterizagao fenotipico-molecular de Staphylococus spp. Multiresistentes de amostras
de pacientes profissionais de saude do Hospital das Clinicas de Pernambuco.
Pesquisador Responsavel: Marcelie Aguino Rabelo

Senhor (2) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesguisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco (CEPICCS/UFPE) registrou & analisou de
scordo com a Resolugdo N.° 196/86 do Conselho Nacicnal de Saide, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 06 de abril de 2011,

Ressaitamos que a aprovaggo definitiva do projeto serd dada apos a enirega do relatério final,
conforme as seguintes orientagdes:
a) Projetos com, no maximo. 06 (seis) meses para conclusdo: ¢ pesquisador devera
enviar apenas um relatério finai;

b) Proietos com periodos maiores de 06 {seis) meses: © pesquisador devera enviar
relatérios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovacéo somente serd entregue apos a analise do relatorio final.

7 Atenciosaménte

——.
i

( Ap A
Prof. Geraldo Bosco Lind0so 0
Coordenador do CEP/ CCS7 UFPE

A
Mestranda Marcelle Aquino Rabelo
Departamento de Medicina Tropical - CCSAUFPE

Av. da Engenharia, s/n — 1° Andar, Cid. Universitaria, CEP 50740-600, Recife - PE, Telffax: 81 2126 8588; :
: e-mail: cepccs@ufpe.br




ANEXO B — CARTA DE ANUENCIA ULAB-HC

Da: Profa. Maria Amélia Vieira Maciel
Departamento Medicina Tropical

Para: Dr. Juliano Salvio Cazuzu

Chefe da Unidade Laboratorio-ULAB
Hospital das Clinicas - UFPE

Recife. 26 de abril de 2011

Prezado Dr. Juliano Cazuzu

Venho através desta carta. solicitar a VSa a aquisicdo de amostras
bacterianas procedentes de Setor da Bacteriologia do ULAB do Hospital das Clinicas,
que serdo adquiridas e transportadas pela Mestranda Marcelle Aquino Rabelo para o
projeto “CARACTERIZACAO FENOTIPICO-MOLECULAR DE Staphyiococcus spp.
MULTIRRESISTENTES DE AMOSTRAS DE PACIENTES E PROFISSIONAIS DE
SAUDE DO HOSPITAL DAS CLINICAS DE PERNAMBUCO” ., o mesmo com

aprovacdo da Comiss@o €tica.

ept° Medicina Tropicalﬁ
f. Associado - SIAPE 127°
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