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RESUMO
SOARES, C.R.P. Prevaléncia da colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus resistente a
meticilina em pacientes ambulatoriais vivendo com HIV/aids de hospital terciario no estado
de Pernambuco-Brasil. 91 f. Dissertacdo de Mestrado Universidade Federal de Pernambuco —
Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pdés Graduagdo em Medicina Tropical, Recife,

Pernambuco.

Staphylococcus aureus é um dos microrganismos mais comuns em infec¢bes patogénicas no
mundo, tornando-se de grande importancia hospitalar e comunitaria. Pessoas vivendo com
HIV/aids (PVHA) sdo mais susceptiveis de serem colonizados por Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA). S. aureus pode adquirir resisténcia a antimicrobianos, devido
a presenca de genes de varios tipos contidos no cassete cromossdémico estafilococico - mec
(SCCmec) conferindo resisténcia a diversos antibidticos. A investigacdo da colonizacdo por
MRSA foi realizada através do isolamento de amostras oriundas de secrecdo nasal e
posteriormente screening de oxacilina combinado a reacdo de PCR convencional para
investigacdo do gene mecA. Foram entrevistados no estudo 500 PVHA ambulatoriais do
hospital terciario. Aproximadamente 95% fazia uso de terapia antirretroviral, sendo que
89,3% destes apresentavam contagem de células CD4 >200 e 73,4% com carga viral <100
copias. A maioria foi do sexo masculino (64,4%), com média etaria de 41,5 anos e se
declararam de cor parda (54,7%). Exposicdo a antimicrobianos nos ultimos 12 meses foi
encontrado em 27,4% dos individuos e 25,1% relataram uso de drogas ilicitas a0 menos uma
vez na vida. Colonizacdo nasal por S. aureus foi encontrada em 31,4% (157/500) da totalidade
dos individuos estudados, nos quais, 14% (22/157) foram MRSA. A coloniza¢do foi maior
nos individuos acima de 40 anos, entre os que relataram uso de drogas ilicitas ao menos uma
vez na vida, nos que ndo havia registro de exposic¢do prévia a antimicrobianos nos ultimos 12
meses, porém, ndo foi encontrada nenhuma associacdo de MRSA com as variaveis estudadas.
A colonizacdo de MRSA, embora alta, ndo foi associado com as variaveis estudadas para
fator de risco em PVHA. O perfil antimicrobiano mostra alta resisténcia aos antibiéticos mais
utilizados para profilaxia e tratamento por infecgdes bacterianas. Esse estudo pode contribuir

para orientar na vigilancia e conduta terapéutica entre as PVHA.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, MRSA, CA-MRSA, HIV, PVHA, mecA.



ABSTRACT

SOARES, C.R.P. Prevalence of nasal colonization by methicillin-resistant staphylococcus
aureus in outpatients living with HIV/aids tertiary hospital in the state of Pernambuco, Brazil.
91 f. Dissertation, Federal University of Pernambuco Center of Medical Sciences Saude.

Postgraduate Program in Tropical Medicine. Recife. Pernambuco.

Staphylococcus aureus is one of the most common pathogenic microorganisms in infections
in the world, making it of great importance hospital and community. People living with
HIV/aids (PVHA) are more likely to be colonized with Staphylococcus aureus resistant to
methicillin (MRSA). S. aureus may acquire resistance to antibiotics due to the presence of
various types of genes contained in the chromosomal staphylococcal cassette - mec (SCCmec)
conferring resistance to various antibiotics. The investigation of MRSA colonization was
carried out by isolating samples from nasal discharge and subsequently screening oxacillin
combined with conventional PCR to investigate the mecA gene. They were interviewed in the
study 500 outpatient PVHA tertiary hospital. Approximately 95% made use of antiretroviral
therapy, and 89.3% of them had CD4 cell counts> 200 and 73.4% with viral load <100 copies.
Most were male (64.4%) with a mean age of 41.5 years and declared mulatto (54.7%).
antimicrobial exposure in the last 12 months was found in 27.4% of patients and 25.1%
reported using illicit drugs at least once in life. nasal colonization by S. aureus was found in
31.4% (157/500) of all subjects studied, in which, 14% (22/157) were MRSA. The
colonization was higher in individuals over 40 years among those who reported using illicit
drugs at least once in life, in which there was no antimicrobial previous exposure record in the
last 12 months, however, it found no MRSA association with the variables studied.
Colonization of MRSA, although high, was not associated with the variables for risk factor
for PVHA. The antimicrobial profile shows high resistance to antibiotics most commonly
used for treatment and prevention of bacterial infections. This study may help guide

surveillance and therapeutic management among PVHA.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, CA-MRSA, HIV, PVHA, mecA.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é um patdgeno responsavel por uma grande variedade de
infeccOes, desde as mais leves, como as superficiais de pele e partes moles, até as mais graves
envolvendo elevada morbidade e mortalidade, como a infeccdo de corrente sanguinea,
endocardite, osteomielite, meningite e pneumonia (CAVALCANTI, 2005; GELATTI et al,
2009).

A epidemiologia do S. aureus resistente a meticilina tem sofrido mudancas nas ultimas
décadas em varias regides do mundo (MEIJA et al, 2010). Staphylococcus aureus Meticilina-
Resistente (MRSA) foi por muito tempo considerado um patdgeno restrito a ambiente
hospitalar e emergiu como importante causa de infec¢Ges entre individuos fora do hospital. A
prevaléncia da colonizagdo por S. aureus varia de acordo com a populacdo estudada. Pessoas
vivendo com HIV/AIDS (PVHA) apresentam altas taxas de colonizacdo por S. aureus. A
colonizacdo de MRSA pode variar de zero a 17% em pacientes portadores de infeccdo por
HIV ambulatoriais e de 17% a 31% em pacientes internados (Hidron et al, 2010). A infeccédo
por HIV tem sido identificada como um fator de risco independente para a determinacéo da
colonizacdo de MRSA (Hidron et al, 2005; Miller et al, 2007).

Ha uma divergéncia nas prevaléncias por MRSA encontradas em varias regides do
mundo, havendo escassos estudos sobre essa prevaléncia no Brasil. Em Taiwan, a prevaléncia
da colonizacdo nasal por MRSA em PVHA foi de 6% (MCDONALD, et al. 2003). Essa
prevaléncia de MRSA foi semelhante no Ird (5,3%) (ASKARIAN et al, 2009). Na Europa a
prevaléncia de MRSA ¢ baixa, alguns estudos mostram que MRSA varia de 1% a 2% na
Espanha (IMAZ et al, 2010) e de 2,8% na Italia (Olivia et al, 2013). Em Nova York a
prevaléncia foi de 16% (SHET, et al. 2009). Em contrapartida, em Carolina do sul, nos
Estados Unidos, a prevaléncia foi de 8% (RAMSETTY et al., 2010). No estado de S&o Paulo,
Brasil, a prevaléncia da colonizacéo nasal por MRSA foi de 21,7% em PVHA (REINATO, et
al., 2013). Essa discrepancia na prevaléncia no Brasil pode ter ocorrido pelo baixo tamanho da
amostra no estudo em relacdo aos demais. Essa diferenca nas prevaléncias entre as regides
pode esta relacionada a variabilidade dos fatores de risco em diferentes populacdes.

Shet e colaboradores (2009) demonstraram que 0 uso prévio de antibidticos esta
associado com colonizagdo por MRSA em PVHA, por outro lado, a contagem de células T
CD4", a carga viral do HIV ou tratamento com antirretrovirais ndo tiveram associagao.

Cenizal e colaboradores (2008) encontraram associacdo da contagem de células CD4 com
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MRSA em PVHA, porem, ndo encontraram entre o uso prévio de antimicrobianos. Em
contrapartida, o uso prévio de antibidticos e a contagem de CD4 foram fatores de risco
significativos para a colonizagdo ou infeccdo por MRSA, enquanto que o uso de
antirretrovirais atuou como fator de protecdo (RAMSETTY, et al. 2010). Portanto, alguns
estudos demonstraram divergéncias para a associacdo dos fatores de risco relacionados a
colonizacdo nasal por MRSA em PVHA, esse fator pode variar dependendo das drogas
envolvidas e da resisténcia encontrada.

Cenizal e colaboradores (2008) demonstraram que apenas um isolado foi resistente ao
sulfametoxazol-trimetoprim. Ao contrério do padrdo de resisténcia encontrado por Gus e
colaboradores (2009) no qual a maioria dos isolados apresentou resisténcia tanto aos [-
lactdmicos como a outras classes de antibioticos. Essa heterogeneidade na resisténcia aos
antibioticos pode esta relacionada a presenca de genes de resisténcia, podendo também esta
relacionada aos diversos tipos de elementos genéticos de casssetes cromossdmicos (SCCmec)
(GARCIA-ALVAREZ et al, 2011). O gene mecA é o mais encontrado em cepas de MRSA,
sua presenca foi detectada em todos os isolados de um estudo realizado no Iran (ASKARIAN,
2009). Cenizal e colaboradores, (2008), observaram que 12 dos 15 isolados de MRSA
testados eram do tipo SCCmec IV enquanto 1 isolado era tipo | e 2 eram do tipo Il, em um
estudo realizado em Dallas no Texas.

Diante disto, o presente estudo objetivou descrever a prevaléncia da colonizagdo por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina em PVHA e a associacdo entre variaveis
relacionadas ao HIV (contagem de CD4, carga viral e uso de antirretrovirais) e 0 uso de
antimicrobianos. Além disso, analisou o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e a presenca
do gene de resisténcia mecA. O estudo podera motivar a busca pela identificagdo das PVHA,
colonizadas por MRSA, promovendo a vigilancia destes patdgenos, visando o tratamento

correto naqueles que venham a apresentar sindromes infecciosas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfologia e estruturas dos S. aureus

Staphylococcus sdo membros da familia Micrococcaceae, gram-positivos nao
esporulantes, laticos pela sua capacidade de fermentar muitos carboidratos produzindo assim
acido latico. Sdo organismos aerdbios facultativos, produzem &cidos a partir da fermentagéo
da glicose aerdbica ou anaerobicamente. Todos sdo catalase positivos, permitindo sua
diferenciacdo dos outros géneros de cocos gram-positivos e dos Streptococcus. Apresentam
uma alta capacidade de crescer em meios com alto teor de sal e sdo tolerantes ao
dessecamento (MADIGAN et al, 2010). Séo bactérias esféricas, suas colénias sdo chamadas
de cocos, apresentam uma cor amarelo-dourado e se arranjam em agrupamento de cachos
(Figura 1). O género Staphylococcus possui cerca de 41 espécies, das quais as mais frequentes
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus sdo
encontrados em seres humanos (MADIGAN, et al, 2010). O genoma estafilocdcico consiste
de um cromossomo circular podendo apresentar 2800pb, com préfases, plasmideos,
transposons, genes de viruléncia e de resisténcia aos antibidticos. Estes genes sdo transferidos
entre as linhagens intra e interespécies de Staphylococcus através de elementos
extracromossomicos (FRANKLIN, et al. 1998).

Figura 1. Cocos agrupados em cachos - Staphylococcus aureus.

Disponivel em www.siddharthajoshi.com201103staphylococcus-aureus.html, acesso
27/11/2014.
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2.2 Fatores de Viruléncia do Staphylococcus aureus

Os componentes da célula bacteriana como as capsulas, as membranas extracelulares e
0s componentes da parede celular juntamente com suas toxinas atuam como fatores de
viruléncia (Figura 2). As exotoxinas (toxinas esfoliativas - ETs), toxinas da sindrome do
choque tdxico, as enterotoxinas, Leucocidinas e hemolisinas (o, B, v, ) Sd0 responsaveis pelo
alto grau de patogenicidade (DINGES, et al. 2000).

Entre as leucocidinas a Leucocidina de Panton Valentine (PVL) € uma proteina
extracelular constituida de duas subunidades, “Luk F” e “Luk S” com acdo de acordo com a
funcdo leucocidal e dermonecrética. A toxina PVL atua na membrana externa da célula
polimorfonuclear, nos mondcitos e macréfagos. A leucocidina promove a destruicdo das
células do hospedeiro, sendo um dos fatores principais para a formacdo de pus (Koneman et
al, 2008).

As exotoxinas sdo proteinas toxicas liberadas pela célula. Dentre elas, as toxinas
citoliticas, que sdo hemolisinas, Essa substancia é liberada durante o crescimento da bactéria,
desencadeando lise das hemacias e liberando hemoglobina (Figura 2). Esse efeito é facilmente
demonstrado numa placa de meio Agar sangue, com sangue de carneiro desfibrinado estéril,
formando assim um halo, uma zona de clareamento que evidencia a hemolise (Koneman et al,
2008).

E as a-toxinas que desencadeiam um processo que causa a morte das células nucleadas
e a lise de eritrocitos. As subunidades da a-toxina ligam-se na bicamada lipidica, cada
subunidade se liga formando um oligdmero, um poro da a-toxina, e através deste poro a
célula libera todo o conteldo para 0 meio extracelular e permite o efluxo de substancias
extracelulares para dentro da célula, isso acarreta lise celular ou hemdlise dos eritrocitos
(MADIGAN et al, 2010).

As enterotoxinas estafilococicas, a proteina A, a tdxina da sindrome do choque téxico
e a toxina esfoliativa estdo relacionadas com a evaséo na resposta imunoldgica do hospedeiro.
A proteina A tem capacidade para se ligar a por¢do Fc da imunoglobulina G, contribuindo
para a liberagdo de histamina, reagdo de hipersensibilidade e lesdo plaquetaria. As
enterotoxinas (A, B, C, D, E) séo responsaveis pela intoxicacdo alimentar provocando uma
reacdo nas células T e liberacdo de citocinas. A toxina da sindrome do choque tdéxico
corresponde ao antigeno liberado pelos estafilococos durante a fase de crescimento, sendo
causa de erupcdo cutdnea descamativa e a toxina esfoliativa causa eritema cutdneo como a
sindrome da pele escaldada (VELAZQUEZ-MEZA, 2005).
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Figura 2: Estrutura celular do Staphylococcus aureus.
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As infeccBes podem ser decorrentes da bacteremia ou devido as toxinas produzidas
pelo S. aureus. Porem, a producdo de toxinas ndo quer dizer que estd relacionada com a
resisténcia. Sina e colaboradores (2013) afirmam que a producdo de toxinas foi duas vezes
maior em MSSA do que nas cepas MRSA.

As enzimas como as B-lactamases e hialuronidase estdo agregadas ao mecanismo de
patogenicidade (BRAUNWALD et al, 2002). As B-lactamases sdo enzimas que inativam as
penicilinas, através da abertura do anel B-lactdmico, hidrolizando e tornando-o inativo. A
hialuronidase, uma enzima que dissolve o acido hialurénico em tecidos conectivos, contribui
para a propagacéo do microorganismo (MADIGAN et al, 2010).

A coagulase pode ser liberada por dois mecanismos, pela agdo de uma adesina, a
coagulase ligada, quando a proteina de ligacdo se liga ao fibrinogénio na superficie podendo
converter diretamente fibrinogénio em fibrina insoltvel, sem acdo enzimatica, causando 0s
grumos. E outro mecanismo se da pela coagulase livre, ocorre pela acdo da exoenzima livre
que causa ativacdo especifica da trombina plasmatica, covertendo fibrinogénio em fibrina.
(Koneman et al, 2008)
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Esse processo resulta no acumulo de fibrina ao redor das células bacterinas,
dificultando a passagem dos agentes de defesa do hospedeiro contra esses patdgenos,

impedindo sua fagocitose.

2.3 Patogenicidade e manifestacdes clinicas das infec¢es estafilocdcicas

S. aureus é uma das bactérias patogénicas mais importantes gram-positivas, devido a
ampla gama de infeccdes que ela pode causar, variando desde infeccBes localizadas até as
disseminadas com elevada gravidade. Sdo comumente encontrados na pele, garganta, nas
fossas nasais, na vagina e intestino de individuos sadios, pois fazem parte da nossa microbiota
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). As fossas nasais possuem maior indice de colonizacao
cuja frequéncia € cerca de 80% na populacdo adulta (KLUYTMANS, et. al. 1997).

As infecgOes causadas pelo S. aureus podem ser cutneas e subcutdneas como
foliculite, impetigo e celulite até infeccbes mais graves incluindo pneumonia, meningite,
endocardite, osteomielite e formacdo de abscessos metastaticos em particular nos pulmaes,
figado, rins e cérebro (GELATTI, et al, 2009). Além de causar infec¢bes na pele e em tecidos
moles, S. aureus é um dos principais causadores de peritonite em pacientes submetidos a
diélise peritoneal continua. A meningite por S. aureus também pode se manifestar em
pacientes com alteracbes no sistema nervoso central (SNC), traumatismo craniano e
hidrocefalia. S. aureus é um importante agente causador de pneumonias no ambiente
hospitalar, sendo frequente em portadores de doenca pulmonar obstrutiva cronica e individuos
em assisténcia ventilatoria mecanica (CAVALCANTI, et. al. 2005).

2.4 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

InfecgOes causadas por S. aureus foram por muito tempo controladas com o advento
dos antimicrobianos, mas a capacidade de adaptacdo e 0 mecanismo de resisténcia causa
grande preocupacdo em infecgdes relacionadas a ambiente hospitalar e de comunidade. No
inicio da década de 1930 surgiu o sulfanilamida e logo surgiram cepas de S. aureus que
adquiriram resisténcia. Com a entrada da penicilina, as cepas passaram a desenvolver
resisténcia aos B-lactamicos pela producéo de betalactamase, uma enzima capaz de hidrolisar
o anel B-lactdmico. Em 1960 surge a penicilina semi-sintética denominada meticilina, em
seguida, na década de 1970 surgiram as cefalosporinas, porem, logo comegaram a surgir
cepas resistentes a meticilina identificadas como MRSA (MOELLERING, 2012).
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O mecanismo de resisténcia & meticilina se deve a uma mutacdo genética, gerando
assim uma alteracdo no sitio de a¢do do antibiotico ou pela transferéncia de genes resistentes
através de plasmideos e transposons (LIMA, et. al. 2005). O grau de resisténcia é devido a
presenca de gene cromossdmico mecA, responsavel pela sintese de proteinas de ligagcdo a
penicilina (PBP), dentre as PBP1, PBP2, PBP3, PBP4, estdo a transpeptidase e a
carboxipeptidade responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana, sendo alvo para todos
os B-lactamicos, desta forma, o mecanismo de resisténcia a meticilina ¢ a outros B-lactamicos
estd relacionado com a sintese da proteina de ligacdo alterada, chamada PBP2a
(CAVALCANTI, et al. 2005).

As PBPs2a sdo codificadas pelo gene mecA, que pertence a uma ilha gendmica de
resisténcia chamada SCCmec (cassette cromosomico estafilococal mec). Atualmente, 11 tipos
de SCCmec (I-XI) e numerosos subtipos foram reconhecidos em MRSA (IWG-SCC, 2009;
GARCIA-ALVAREZ et al, 2011), os tipos IV e V podem ser encontrados em cepas
Staphylococcus aureus resistente a meticilina adquirido na comunidade (CA-MRSA), embora
ja tenha sido encontrado esse tipo 1V em isolados de ambiente nosocomial principalmente na
Europa. O SCCmec tipo IV confere resisténcia apenas a antibidticos B-lactamicos, enquanto
que 0 SCCmec tipo I, II, e 11l possuem genes de resisténcia a mais de um tipo de antibidtico
(LOPES, et al. 2005).

Outros genes podem estar contidos nessas ilhas. Alem do gene mecA, também pode
ser encontrado o gene mecC (um novo homdlogo mecA divergente). O gene mecC localizado
na SCCmec tipo XI descrito em S aureus foi identificado em cepas de MRSA de seres
humanos e de gado (GARCIA-ALVAREZ et al, 2011; GOMEZ et al, 2014). Alguns
elementos reguladores controlam a transcricdo do mecA, sdo eles: mecl e mecR1. O gene
mecR1 codifica um indutor transmembrana do mecA constituido de um dominio
transmembrana. O gene mecl codifica um forte repressor do mecA. Os genes mecR1 e mecl
possuem alto grau de homologia com os genes blaR1 e blal, que regulam a producéo de -
lactamases (HIRAMATSU et al, 1996).

Outros genes estafilocdcicos incluindo o fem e o bla afetam a expressédo de resisténcia
(FRANKLIN, 1998), os genes femA e femB codificam proteinas que afetam
consideravelmente o nivel de resisténcia a meticilina em S. aureus e estdo contidos no operon
cromossémico femAB encontrado em todas as cepas de Staphylococcus, codificando proteinas
citoplasmaticas, cujo genes estdo envolvidos na formacdo da cadeia da pentaglicina ligada a
L-lisina da haste peptidica do peptideoglicano, observada na parede celular de Staphylococcus
aureus (MOUSSALLEM, et al. 2007).
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Quase todos os isolados CA-MRSA contem genes compostos por duas subunidades
LukF-PV e LukS-PV que codificam Leucocidina de Panton Valentine (PVL), uma toxina
capaz de induzir a necrose dos tecidos e a destruicdo dos leucocitos, causando desta forma
lesbes graves na pele ou nas mucosas. Os MRSA, assim como 0s MSSA sdo organismos
heterogéneos capazes de produzir toxinas extracelulares, aumentando sua habilidade de
invadir o corpo e danificar os tecidos, podendo causar infeccdes graves (IMAZ et al. 2010).

2.5 HIV/aids

Em 2014, havia 36,9 milhGes de pessoas vivendo com HIV. Dois milhdes de pessoas
que foram infectadas por HIV e 1,2 milhGes de pessoas morreram de doencgas relacionadas a
aids em todo o mundo em comparacdo com 2 milhdes em 2005. Cerca de aproximadamente
15,8 milhdes de pessoas tem acesso a terapia antirretroviral. A Africa Subsaariana € a mais
afetada, com quase 1 em cada 20 adultos (4,9%) que vivem com HIV, correspondente a 66%
das pessoas que vivem com HIV em todo o mundo. Em 2014, havia 25,8 milhGes de pessoas
vivendo com HIV na Africa Subsaariana, no qual, as mulheres representam mais de metade
do numero total de pessoas vivendo com HIV. A incidéncia de infeccdo pelo HIV entre
adultos caiu mais de 30% no mundo. Cerca de 19 milhdes dos 35 milhdes de pessoas que
vivem com o HIV ndo sabem que tem o virus. Em todas as regides do mundo, trés ou quatro
paises carregam o fardo da epidemia (Figura 3). Na Africa Subsaariana, apenas trés paises
Nigéria, Africa do Sul e Uganda sdo responsaveis por 48% de todas as novas infeccdes pelo
HIV (UNAIDS, 2014).

No Oriente Médio e Norte da Africa havia cerca de 240.000 pessoas vivendo com o
HIV, com estimativa de 22.000 novos casos. Novas infec¢cdes por HIV aumentaram 26% na
regido entre 2000 e 2014.

Em 2014, houve 5.000.000 de pessoas vivendo com HIV na Asia e no Pacifico. Em
2014, havia uma estimativa de 340 000 novas infec¢cdes por HIV na regido. Na Europa
Oriental e Asia Central, havia 1,5 milhdes de pessoas vivendo com HIV, com uma estimativa
de 140.000 novas infec¢des por HIV. J& na Europa Ocidental e Central e América do Norte
haviam cerca de 2,4 milhdes de pessoas que vivem com o HIV, com uma estimativa de
85.000 novos casos, sendo os Estados Unidos o responsavel por mais de metade das novas
infeccdes por HIV na regido (UNAIDS, 2014).

Na America Latina havia 1,7 milhdes de pessoas vivendo com HIV aids, sendo

estimado 87.000 novas infec¢Bes por HIV, embora novas infec¢des por HIV tenha diminuido
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17% entre 2000 e 2014. 0 numero de mortes relacionadas com a aids nessa regido caiu em
29% entre 2005 e 2014 (UNAIDS, 2014).

No Brasil a epidemia de HIV é considerada estavel, baseada na taxa de deteccédo
constante de cerca de 20 pessoas recentemente infectadas por 100 000 habitantes durante os
ultimos cinco anos. No entanto, a incidéncia varia entre os estados (UNAIDS, 2014). Estima-
se que aproximadamente 718 mil individuos vivam com o HIV/aids no Brasil, o que
representa uma taxa de prevaléncia de 0,4% na populacdo em geral, dos quais em torno de
80% (574 mil) tenham sido diagnosticados. Aproximadamente 74% (531 mil) dos individuos
infectados foram vinculados aos servicos de salde e estdo monitorando sua infeccdo por meio
de exames laboratoriais (CD4 e carga viral), ou estdo em terapia antirretroviral (TARV). De
acordo com a Figura 3, 130 municipios de grande porte concentram 70% das PVHA
vinculadas aos servicos publicos de satde, em 2012 (BRASIL, 2013).

# PVHA vinculados

1 o-20
& 21-100
B 101-500
B 500+

Figura 3: Distribuicdo de Pessoas vivendo com HIV/aids no Brasil, 2012

Em 2012, 313 mil individuos estavam em TARV, representando 44% das PVHA. O
numero de pessoas em TARV mais do que dobrou nos dltimos 10 anos, passando de 125 mil
em 2002 para 313 mil em 2012 (BRASIL, 2013).

Segundo estimativas realizadas pelo Departamento de DST, Aids e hepatites virais
aproximadamente 718 mil pessoas vivem com HIV/aids no Brasil. Na populacdo jovem, a
taxa de prevaléncia da infeccdo pelo HIV apresenta tendéncia de aumento, sendo que o

aumento mais significativo ocorreu na populagdo de homens que fazem sexo com homens
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(HSH) jovens, cuja prevaléncia subiu de 0,56% em 2002 para 1,2% em 2007. Com relacdo
aos grupos populacionais maiores de 18 anos em situa¢do de maior vulnerabilidade, estudos
realizados em 10 municipios brasileiros entre 2008 e 2009 estimaram taxas de prevaléncia de
HIV de 5,9% entre usuarios de drogas, de 10,5% entre HSH e de 4,9% entre mulheres
profissionais do sexo. Com base nesses resultados, verifica-se que a epidemia do HIV no
Brasil estd concentrada em populagcdes em situacdo de maior risco e vulnerabilidade, pois
estas apresentam maiores prevaléncias de infeccdo pelo HIV gquando comparadas a populacéo
geral (UNAIDS, 2014).

No ano de 2012, foram notificados 39.185 casos de Aids no Brasil. Este valor vem
mantendo-se estavel nos Gltimos 5 anos. A taxa de deteccdo nacional foi de 20,2 casos para
cada 100.000 habitantes. A maior taxa de deteccdo foi observada na Regido Sul, 30,9/100.000
habitantes, seguida pela Regido Norte (21,0), Regido Sudeste (20,1), Regido Centro-Oeste
(19,5), e Regido Nordeste (Figura 4) (Brasil, 2013).
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Figura 4. Taxa de incidéncia de AIDS/100.000 habitantes no Brasil (2003-2012). Fonte:
MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. *Casos notificados no SINAN e registrados
no SISCEL/SICLOM e declarados no SIM de 2003 a 2012.

2.6 MRSA em Pessoas Vivendo com HIV/aids

A colonizacdo por MRSA apresenta um risco considerdvel para infeccdo entre
pacientes imunocomprometidos. Individuos com HIV/aids sdo mais susceptiveis de ser
colonizados pelo MRSA comparado a populacdo de HIV-negativo (LEE, et al. 2013 e
POPOVICH et al. 2010). Individuos infectados com HIV tém maior risco de adquirir

infeccbes por MRSA, por apresentar o sistema imunolégico debilitado, apresentando baixa
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contagem de células T CD4" (POPOVICH, 2010), com isso aumenta a probabilidade de
adquirir infecgOes causadas por microrganismos que poderia ser incapaz de causar doengas
em individuos saudaveis.

A taxa de colonizacdo nasal por MRSA e MSSA em pacientes HIV positivos foi de
30% em Taiwan (MCDONALD et. al. 2003). Em Dallas no Texas a prevaléncia foi de 10,3%
(CENIZAL et. al. 2008). No Brasil, a prevaléncia de MRSA foi maior (21,7%) (REINATO,

et. al. 2013) em comparagdo com outros estudos.

2.7 Aspectos epidemioldgicos de S. aureus

InfecgBes por S. aureus esta aumentando mundialmente. Essas infeccBes se tornam
mais graves quando relacionadas a fatores de risco, principalmente em ambientes hospitalares
que apresentem varios dispositivos endovenosos ou que estejam associados a internacdo em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Nesses casos a maioria dos isolados de S. aureus sdo
resistentes a meticilina, o que favorece o aumento da morbidade e da mortalidade
(BOUCHER et al, 2008).

A epidemiologia do MRSA esta em constante mudanca, uma vez que os clones
circulantes e o perfil de resisténcia a antibiéticos variam dependendo da regido. Nos EUA e
na Europa mais de 50% dos isolados demonstram resisténcia a meticilina, j& na America
Latina, ainda ndo ha informacgbes concretas sobre MRSA, muitas infec¢des adquiridas em
hospitais podem ser derivadas de cepas CA-MRSA adquiridas na comunidade podem trazer
fatores de risco associados aos servicos de saude. O primeiro relato de MRSA adquirido em
uma comunidade na América Latina teve origem no Uruguai, em 2001 (GALIANA, 2003).

A prevaléncia de CA-MRSA vem aumentando. Um estudo de coorte nos Estados
Unidos em pacientes com HIV de 1993 a 2005 mostra que 7% desenvolveram infec¢bes por
CA-MRSA (CLUM-CIANFLONE et al, 2009). Outros estudos relatam que a incidéncia de
infecgBes por CA-MRSA em pacientes com HIV € significativamente maior do que na
populacdo geral (IMAZ, et al, 2010) apresentando seis vezes maior colonizacdo do que em
pacientes HIV-negativo (POPOVICH, et al. 2010). E 7% dos individuos com infecgdes por
MRSA desenvolveram infeccdes de pele e tecido mole (CRUM-CIAFLONE et al, 2009).

A incidéncia e os riscos para a colonizacdo de S. aureus esta relacionado a varios
fatores como a imunossupressdo, comorbidades e habitos comportamentais de vida, tais como
0 uso de drogas ilicitas, comportamento sexual de alto risco (CRUM-CIANFLONE et al,

2015). Fatores associados a colonizacdo de CA-MRSA podem incluir, a localizacdo
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residéncia, comportamento sexual e encarceragdo (POPOVICH et al 2010, DIEP et al, 2008 e
MILLER et al, 2007).

2.8 Deteccdo de MRSA

A identificacdo de MRSA ou MSSA pode ser feita pelo isolamento e a identificagcdo
da bactéria em amostras bioldgicas, através de métodos fenotipicos e genéticos. Os testes mais
ultilizados para identificacdo de Staphylococcus sdo a catalase, DNAse, coagulase e
Staphclin. O perfil de suscetibilidade antimicrobiana é analisado para verificar o grau de
resisténcia da bactéria de acordo com os antibidticos testados. Os métodos mais frequentes
sdo: difusdo de disco e método E-test (OPLUSTIL, 2004).

O método disco de difusdo utiliza discos de papel de filtro impregnados com
concentragdo padronizada do antibi6tico que s&o colocadas sobre uma placa de Agar Muller-
Hinton, previamente semeada com o in6culo microbiano.

O E-test é um teste de gradiente de difusdo no qual utiliza uma tira de plastico nédo-
poroso calibrada com valores de concentracdo inibitéria minima (MIC) que cobrem 15
diluicbes dobradas. Um gradiente antibidtico previamente definido € imobilizado na
superficie da tira que € oposta a escala de MIC quando transferido para a placa e o antibiotico
se difunde a partir da tira (OPLUSTIL, 2004).

Métodos mais sensiveis e especificos podem ser explorados, para a deteccdo da
resisténcia a meticilina através da presenca do gene mecA a partir de sequéncias do DNA,
para isso é recomendada a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) que permite sintetizar em
poucas horas in vitro grandes quantidades de um determinado fragmento de DNA, tendo
trazido um enorme progresso ao diagndstico de doencas e outras areas afins (RODRIGUES et
al., 2006).

Esta técnica permite a amplificacdo de sequéncias de DNA através de sucessivos
ciclos, podendo variar de 30 a 40 ciclos, cada ciclo envolve as etapas de desnaturagéo,
anelamento e extensdo. A desnaturacao consiste na separacdo da dupla fita de DNA através de
elevadas temperaturas que pode variar entre 90/95°C para quebrar as ligag0es de pontes de
hidrogénio que unem as bases nitrogenadas. A partir desta etapa o par de iniciadores podera
se anelar em cada uma das fitas de DNA, dando inicio a etapa de anelamento que se resume
na unido dos iniciadores as fitas simples, a uma temperatura que varia de 40/60°C dependendo

do tamanho e da sequéncia dos iniciadores utilizados. A extensdo é realizada usualmente na
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temperatura de 72°C sendo essencial para o funcionamento da enzima polimerase
termoestavel, para sintetizar novas fitas de DNA (RODRIGUES et al, 2006).

2.9 Tratamento e controle de infeccdes estafilococicas

O uso de agentes topicos para eliminar a colonizag&o estafilococica em grupos de alto
risco, tais como pacientes submetidos a hemodialise ou cirurgia, tem sido bastante eficiente
para reduzir a incidéncia de infeccdes subsequentes. A mupirocina, um agente tdpico
antimicrobiano antes muito utilizado, inibe a sintese de RNA e proteinas, eliminando
colonizagdo e reduzindo a incidéncia de infec¢Oes em feridas. Embora o desenvolvimento de
resisténcia a mupirocina ja tem sido relatado pelo uso prolongado do medicamento. A
resisténcia a mupirocina ¢ mediada pelo gene mupA (Hetem et al, 2016).

Os MRSA sdo resistentes ndo s6 a meticilina como também aos demais B-lactdmicos
disponiveis, 0 uso excessivo e/ou 0 mau uso de antimicrobianos contribuem para aumentar a
resisténcia. Tratar infeccGes nesses pacientes € um desafio, pelo fato deles ja terem sido
expostos a uma serie de antibioticos e com isso podem adquirir resisténcia aos demais
prescritos.

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) as opgOes de
tratamento mais comum para infeccOes de pele e tecidos moles (IPTMs) de MRSA sdo:
clindamicina, tetraciclina (doxiciclina e minociclina), foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de infeccbes graves causadas por S. aureus.
Tetraciclina (doxiciclina e minociclina), assim como a linezolida é uma opcdo para o
tratamento de infec¢Oes mais complicadas causadas por MRSA. A rifampicina deve ser usada
apenas em combinacdo com outros agentes antimicrobianos. As fluoroquinolonas e
macrolideos ndo sdo ideais para o tratamento de MRSA, devido a resisténcia ser muito
comum ou desenvolver muito rapido. O CDC ndo recomenda o uso de Sulfametoxazol-
trimetropim para tratar infeccGes estafilocdcicas (CDC, 2007) embora continue sendo uma
das drogas mais comuns para o tratamento de infec¢bes de pele e partes moles devido ao
MRSA, apesar da escassez de estudos sobre a eficicia deste farmaco. E importante manter um
sistema de vigilancia com relacéo a resisténcia deste antimicrobiano, pois o uso profilatico
pode selecionar cepas resistentes (KAKA et al, 2006).

Apenas para S. aureus resistente a meticilina. S. aureus sensiveis a penicilina também
sdo suscetiveis a outros agentes B-lactdmicos. Staphylococcus resistentes & Oxacilina sdo

resistentes a todos os B-lactamicos agentes antimicrobianos disponiveis atualmente, com a
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excecdo das cefalosporinas mais recentes com atividade anti-MRSA. A daptomicina ndo deve
ser aplicado para terapia em isolados do trato respiratério (CDC, 2007).

A colonizacéo do S. aureus em pacientes HIV infectados causa grande preocupacao a
salde publica, pois infeccBes causadas por essas bactérias tém sido causa de morbidade e
mortalidade em PVHA. Embora a S. aureus resistente a meticilina seja encontrada em todo o
mundo, principalmente em éreas de assisténcia médica, ainda € extremamente escasso estudos
sobre colonizagdo por MRSA, empregando metodologia molecular para identificacdo de
genes de resisténcia, associados a pacientes com HIV no Brasil. Portanto, € imprescindivel
identificar os casos de colonizagcdo por MRSA, para que possa encaminhar a uma conduta
profilética, reduzindo assim os riscos de infec¢des por S. aureus ou por MRSA, uma vez que
o indice de colonizacdo/infeccdo por HA-MRSA e CA-MRSA tem aumentado

progressivamente, principalmente em PVHA.
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3.OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Descrever a prevaléncia da colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus resistente a
meticilina e os fatores associados a varidveis bioldgicas, demograficas, varidveis relacionadas
ao HIV, presenca de comorbidade e o uso de antimicrobianos em pacientes ambulatoriais
vivendo com HIV/aids atendidos em Hospital Universitario de Pernambuco e determinar a
frequéncia do gene de resisténcia mecA e o perfil de suscetibilidade antimicrobiano dos
isolados de MRSA.

3.2 Objetivos Especificos

Descrever a prevaléncia da colonizacao nasal por Staphylococcus aureus e de MRSA,;

- Descrever o perfil de susceptibilidade dos isolados de MRSA frente a diversas classes

antimicrobianos;

- Verificar a associacdo entre a colonizacdo nasal por MRSA e as variaveis
demograficas (sexo, idade, raca), variaveis relacionadas ao HIV (carga viral, células
CD4", uso de antirretrovirais e duragio), variaveis de comorbidade e a exposicio

previa aos antimicrobianos.

- Detectar a presenca do gene de resisténcia mecA
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 Desenho do estudo

Estudo transversal, de carater analitico, no qual se investiga a relaco exposigao-efeito
de uma populagcdo em um determinado periodo de tempo, permitindo detectar a prevaléncia
da colonizacdo de S. aureus e a associacao entre as variaveis relacionadas ao HIV, o uso de
antimicrobianos e de comorbidade em pacientes vivendo com HIV-aids atendidos nas
unidades do ambulatério e enfermaria do Hospital das Clinicas — Universidade Federal de
Pernambuco (HC-UFPE).

4.2 Local de Estudo

O estudo foi realizado no ambulatério do Servico de Doencas Infecciosas e
Parasitarias (DIP) do HC-UFPE, para a coleta da secrecdo nasal de PVHA, juntamente com a
aplicacdo de um questionario para avaliar os possiveis fatores relacionados com a colonizacao
por S. aureus (Anexo). O estudo fenotipico e molecular foi realizado no Laboratério de
Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da UFPE e no Laboratério de Doengas Transmissiveis de
Departamento de Parasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — (CPgAM),

Fiocruz.
4.3 Periodo do estudo e caracterizacdo do local do estudo

O estudo foi conduzido entre agosto/2014 e novembro/2015. O Servico de DIP do
Hospital de Clinicas da  Universidade Federal de Pernambuco  dispde
de 15 leitos de enfermaria e 5 leitos-dia para infusdo de medicamentos. Na unidade
ambulatorial existe aproximadamente 1600 pacientes portadores de HIV/aids onde
aproximadamente 90% estdo em regime de terapia antirretroviral. Na unidade de
internamento sdo internados aproximadamente  vinte pacientes/més, no
ambulatério sdo atendimentos aproximadamente 12 casos novos de infeccdo por HIV/més e
registro de aproximadamente 300 consultas/més. Os prontuarios dos pacientes do ambulatorio
foram disponibilizados pelo Servico de Arquivo Médico e Estatistica — (SAME), para a coleta

de informacoes clinicas epidemioldgicas dos pacientes.
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4.4 Populacdo de Estudo

A populacdo do estudo foi de PVHA em atendimento ambulatorial no Servigo de
Doencas Infecciosas e Parasitarias do HC/UFPE acima de 18 anos.

4.5 Tipo de amostragem e definicdo do tamanho da amostra

O tipo de amostragem foi de conveniéncia, cujo tamanho da amostra foi obtido através
do programa Statcalc do Epiinfo versdo 6.04. Com nivel de confiabilidade de 95%, e uma
prevaléncia estimada de 15% para individuos HIV colonizados com MRSA com uma margem

de erro de 3%. Sendo assim o tamanho minimo amostral determinado foi de 480 individuos.
4.6 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos no estudo PVHA atendidas no Servico ambulatorial do servi¢o de
Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do HC/UFPE, maiores de 18 anos. Foram excluidos
do estudo os individuos que no momento da inclusdo estivessem com diagndstico

microbioldgico ja estabelecido de colonizacao/infeccdo por S. aureus nos Ultimos seis meses.
5. VARIAVEIS DO ESTUDO

Para verificar a associacdo da colonizacdo e os fatores de risco em PVHA foi
necessaria a descri¢do de algumas varidveis demograficas como idade, sexo, raca e variaveis
relacionadas ao HIV como contagem de CD4 e carga viral, uso de terapia antirretroviral e

duracdo do tempo de infeccdo pelo HIV e o uso de antimicrobianos.

5.1 Categorizacdo e definicdo das variaveis de estudo

As variaveis do presente estudo estdo descritas e caracterizadas nas tabelas abaixo:

Variavel Dependente

Tabela 1: Variavel relacionada a frequéncia de S aureus resistente a meticilina

Variavel Definicéo Categorizacao
Staphylococcus aureus Isolado de Staphylococcus aureus 1. Presente (%)
resistente a meticilina resistente as penicilinas anti- 2. Ausente

estafilococicas estaveis a hidrolise
causada pelas B-lactamases




Variavel Independente

Tabela 2: Variaveis Biologicas

Variaveis Definicéo

Escala de Medidas

Sexo Sexo bioldgico
Masculino
Feminino

Variavel qualitativa nominal

Faixa etaria Data de nascimento
18a28
29239
40 a 50
51a6l
62a72
>73

Variavel qualitativa ordinal

Raca Definida pela resposta informada
Branca pelo paciente
Parda
Amarela
Preta
Indigena
Ndo sabe

Variavel qualitativa nominal

Tabela 3: Variaveis socioecoOnomico

Variaveis Definicdo

Escala de Medidas

Renda Familiar
Somatorio dos rendimentos

< um salrio minimo mensais dos componentes da

> um salario minimo <2 familia, inclusive os das pessoas
> 2 salario minimo < 3 cuja condigdo na familia fosse

> 3 salario minimo < 4 pensionista segundo o IBGE

> 4 salarios minimos (Censo demografio 2000).

Néo sabe

Recusou-se

Escolaridade
Grau de escolaridade
Sem educacédo formal
Menor que ensino primario
Ensino primario completo
Ensino secundario completo
Ensino médio completo
Ensino superior incompleto
Ensino  superior completo
Recusou-se

Variavel quantitativa ordinal

Variavel qualitativa ordinal
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Tabela 4: Variaveis relacionadas ao HIV

Variaveis Defini¢do Escala de Medidas

Carga viral (copias/mL) NUmero de copias virais por mL Variavel quantitativa continua
<100 de sangue
101 a 100.000
100.001

T CD4 (células/mm?) Numero de linfocitos T CD4 por Variavel quantitativa continua
>300 mL de sangue
200 a 350
<200

Uso de TARV Uso de Antirretroviral (tratamento  Varidvel quantitativa nominal
Sim para pessoas com HIV/aids) 1-sim
Né&o 2 -néo

Uso Prévio de ATB
Sim
Nao

Uso de Antibiotico (profilaxia ou
tratamento para infeccBes por
bactérias nos Gltimos 12 meses)

Variavel quantitativa nominal
1-sim
2 -ndo

Tabela 5: Variaveis relacionadas ao uso de antimicrobianos

Variaveis Definicéo Escala de Medidas
B-lactamicos
Penicilina 10 U Os agentes antimicrobianos - Varidvel quantitativa continua
Oxacilina 1ug lactdmicos que compartilham o
Cefoxitina 30 pg anel central que possui quatro

elementos, sendo o seu principal
modo de ag¢do a inibicdo da
sintese da parede celular.

Glicopeptideos
Vancomicina 30 pg
Teicoplanina 30 pg

Sulfonamidas
Sulfametoxazol-
Trimetropim 1,25/23,75 g

Quinolonas
Ciprofloxacina 5 ug

Anfenicois
Cloranfenicol 30 ug

Macrolideos
Eritromicina 15 pg

Aminoglicosideos
Gentamicina 10 pg

Oxazolidonas
Linezolide 30 ug
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Tabela 6: Variaveis de Habitos
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Escala de Medidas

Variaveis Definicdo
Atividade Fisica

Esportes
Natagdo
Taikodom
Jiu jitsu

Uso de Drogas
Uso de drogas licitas e ilicitas
Uso de Alcool
Uso de Cigarro
Uso de Maconha
Uso de Cocaina
Uso de Crack
Uso de Cola

Variavel quantitativa ordinal

Variavel qualitativa ordinal

Tabela 7: Variaveis de Comorbidades

Variaveis Defini¢do

Escala de Medidas

Doencas Sexualmente

Tramissiveis Doengas transmitidas pelo contato
sexual

Sifilis

Herpes genital

Gonorreia

Tricomoniase

Clamidia

Cancro mole

Verrugas genitais (HPV)

Doencas de Base
Classificado segundo o CID 10
Pneumonia
Endocardite
Meningite
Osteomielite
Insuficiéncia renal
Diabetes de melitus
Cancer

Infeccbes de pele/partes moles

InfeccBes cutlneas por S. aureus
Acne ou espinha  Celulite ou que levam a formacdo ou ndo de
erisipela pus e infeccéo de tecidos moles
Furdnculo ou abcesso
Foliculite ou pé de cabelo
Impetigo ou ferida

Variavel quantitativa ordinal

Variavel qualitativa ordinal

Variavel qualitativa ordinal

5.2 Técnicas Empregadas Para Identificacdo do S. aureus

5.2.1 Isolamento e identificagdo do Staphylococcus aureus

As amostras de secrecdo nasal foram coletadas através do swab em meio de transporte

Cary Blair ou Stuart. Apds a coleta, as amostras foram inoculadas em Agar Manitol incubadas

a 37° C por 24 horas e em seguida uma coldnia de S. aureus foi transferida para Agar Sangue
de carneiro 5% e incubada por 24-48 horas, a 37°C. (KONEMAN, et al. 2008) As col6nias
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com caracteristicas macroscépicas de pertencerem ao género Staphylococcus foram coradas
pelo método de Gram ou Azul de metileno, e quando confirmadas pela morfologia e/ou
coloracdo, foram entdo identificadas de acordo com os procedimentos padrdes pelos testes de
Catalase, Manitol, DNAse e Staphclin®, e posteriormente realizado testes de suscetibilidade e

teste molecular como observado no fluxograma na figura 5.

Figura 5: Fluxograma de procedimentos para isolamento e identificacédo de S. aureus.

Fermentacdo de Producéo de

]

1

. 1
manitol Hemdlise 1
]

]

Coloracdo
simples

Screening de Meticilina e
Vancomicina

L T S R —

Teste de
Suscetibilidade
antimicrobiana

5.2.2 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Apbs o sub-cultivo em Agar sangue a 35 °© C por 24 h as colbnias ja identificadas
foram suspensas em caldo BHI até obter uma turbidez equivalente a uma solu¢édo padrédo 0,5
da escala de McFarland (10° UFC/mL). A suspensdo bacteriana foi semeada de forma
homogénea com o auxilio de um swab estéril sobre a superficie da placa contendo agar
Muller-Hinton, e com o auxilio de uma pinga flambada e os discos de antibioticos devem ser
dispostos sobre a superficie semeada. Em seguida as placas foram incubadas a 35° C por 24

horas, e apds este periodo o halo de inibicdo é medido e interpretado como, sensivel,
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intermediario e resistente, de acordo com os critérios estabelecidos no documento do CLSI
(OPUSTIL, et al. 2004 e CLSI, 2014).

Desta forma os isolados de Staphylococcus foram submetidos a técnica de disco-
difusio em Agar Mueller-Hinton (CLSI, 2014) utilizando os seguintes antimicrobianos:
penicilina 10U, oxacilina 1ug, vancomicina 30ug, gentamicina 10ug, clindamicina 2pug,
sulfametaxazol-trimetropim 1,25/23,75ug ciprofloxacina 5ug, cloranfenicol 30ug, cefoxitina
30ug, teicoplanina 30ug, eritromicina 15ug e linezolide 30ug. A leitura dos halos de inibigéo
formados utilizando paquimetro, sendo os resultados expressos em milimetros com os padrdes
descritos no CLSI, 2014.

5.2.3 Teste de suscetibilidade a -lactamicos

Todos os isolados de S. aureus foram testados quanto a suscetibilidade aos -
lactamicos pela técnica do disco de cefinase ™. As colénias de S. aureus cultivados em meio
de Agar Nutriente (AN) foram transferidas para a superficie da lamina de microscopia
contendo discos Cefinase (Becton Dickinson & Company EUA) embebido com agua
destilada estéril. Os discos contém Cefinase cefalosporina cromogénico (nitrocefin) de cor
amarela. Na presen¢a da enzima B-lactamase, o amido faz ligacdo no anel de B-lactamico
hidrolisando assim a enzima, o disco entdo muda de cor amarela para vermelha nos isolados
resistentes a cefinase. Assim, a interpretacdo dos resultados foi feita de acordo com as
instrucdes do fabricante. Foram utilizados cepas de S. aureus ATCC® 25923 e S. aureus

ATCC® 43300 como controle positivo e controle negativo respectivamente.

5.2.4 Screening de Oxacilina

Apbs a realizacdo do antibiograma, os isolados que apresentaram resisténcia a
Meticilina e/ou Cefoxitina foram selecionados. E em seguida, foi feita suspensdo direta das
colbnias que estavam em Agar Sangue de carneiro 5%, para o caldo BHI, para assim obter
uma turbidez equivalente a uma solucdo padréo 0,5 da escala de McFarland. Feita a suspensao
com uma alca de platina de 1uL desse caldo e semeando-a em uma &rea com didmetro de 10 a
15 mm em placas contendo o meio Agar Mueller-Hinton com NaCl (4% v/v; 0,68 mol/L)
acrescido de 6 ng/mL de Meticilina. Estas placas foram incubadas a 35°C por 24 horas sendo
considerados, apos leitura dos resultados como: >1 col6nia = resistente (CLSI, 2014). Foram
utilizados como controles de qualidade as cepas padrdo para MRSA e MSSA: Staphylococcus
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aureus ATCC 29213 — Sensivel e Staphylococcus aureus ATCC 33591 — Resistente (CLSI,
2014).

5.2.5 Screening de VVancomicina

Para a analise do perfil de resisténcia a vancomicina, os isolados foram submetidos ao
screening de vancomicina. Desta forma, os mesmos foram inoculados em caldo BHI e
incubadas por 48 horas a 35°C a fim de se obter uma turbidez equivalente a uma solugéo
padrdo 2 da escala de McFarland. Mergulhou-se uma alca de platina de 1uL nessa suspensao
e procedendo com o in6culo em uma &rea com didmetro de 10 a 15mm em placas contendo o
meio Agar BHI suplementado com 6 pug/mL de vancomicina (OXOID). Estas placas foram
incubadas a 35°C por 24 e 48 horas sendo considerados, apds leitura dos resultados como: >1
colbnia = resistente. Foi utilizado como controle de qualidade as cepas padrédo: Enterococcus
faecalis ATCC 29212 — Sensivel e Enterococcus faecalis ATCC 51299 — Resistente (CLSI,
2014).

5.2.6 Extracdo de DNA

Para a extragdo do DNA das amostras de MRSA foi utilizada a técnica de FREITAS et
al, (2008) com algumas modificacbes. O DNA foi extraido a partir de 1mL de cultura
bacteriana previamente crescida em caldo BHI a 37°C por 24h, centrifugada a 14,000
rpm/4°C. Ao sedimento foi adicionado 10uL de proteinase K (5mg/mL) e 200uL de solucéo
de lise (NaCl 100mMl; TrisCl 10mM, pH 8; SDS 0,5%). A suspenséo foi incubada a 60°C por
1 hora, em seguida a amostra foi extraida uma vez com fenol, duas vezes com
fenol/cloroférmio (1:1) e uma vez com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). A cada etapa de
extracdo o homogenato era centrifugado a 14.000 rpm por 1 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e o sedimento foi ressuspendido em alcool isopropilico
absoluto gelado e centrifugado a 14.000 rpm por 5 min. Apos centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado, o “pellet” foi seco ao ar, durante 30 min. Esse precipitado foi ressuspenso em
200uL de agua Mili-q esterilizada e estocado a -20°C.

O DNA de todos os isolados apo6s a extracao foi quantificado pelo espectrofotémetro,
utilizando o aparelho Ultrospec 3000 UV/Visible espectophotometer, Pharmacia Biotech ou
utilizando o equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA).
Uma aliquota de 1 ou 2 uL do DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1% em tampdo TAE (Tris-acetato (Tris-acetato 40mM; EDTA 2mM) a temperatura ambiente
sob corrente constante. Ap6s migracdo, o DNA foi corado e observado em transiluminador de
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luz ultravioltea (UV) e registrado em um sistema de foto documentacdo Kodak 1D verséo
3.5.2 (Scientific Imaging Systems, USA).

5.2.7 Identificacdo de mecA através da PCR

Para a  amplificacdo foram utilizados 0S primers P1, 5'-
GGTCCCATTAACTCTGAAG-3’ e P3, 5’-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’ descritos
por Petinaki, et al. (2001a) que resultam em fragmentos de 1.046bp. As reagdes de PCR foram
preparadas individualmente em um volume final de 25pL em cada tubo contendo: 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 tampdo Green Go Taq DNA polimerase
(Promega, Brasil). As reagOes foram realizadas em termociclador (Biometra), programado
inicialmente para 35 ciclos térmicos, com desnaturacdo 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 amplificacdo 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).

5.2.8 Procedimento de Sequenciamento de DNA

As reacdes de sequenciamento de DNA foram realizadas no Ndcleo de Plataformas

Tecnologicas (NPT), do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — Fiocruz — PE, utilizando o
equipamento ABI 3500xL Genetic Analyser (Applied Biosystems).
Foi utilizado o Kit comercial ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready
Reaction (Applied Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reacédo
de sequenciamento utilizada baseia-se no método de Sanger (SANGER et al., 1977) que
utiliza didesoxirribonucleotideos acoplados a cromoforos fluorescentes. Os produtos das
reagOes foram analisados em sequenciador ABI 3500xL Genetic Analyzer, desenvolvido pela
Applied Biosystems.
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5.2.9 Reagéo de sequenciamento e precipitacdo das amostras

Para a reacdo foram utilizados: 1 pl de primer (3.2 pmol/ul), 0,5 pl de Bigdye®
Terminator v3.1, 1 pl de Tampdo de sequenciamento 5x (Tris-HCI, pH 9.0 200mM, MgCI2
5mM), 1 pl do produto de PCR purificado (10 ng/uL) e &gua MilliQ 10 pl g.s.p. O programa
de amplificacdo seguiu a seguinte ciclagem: 1 ciclo a 94 °C por 2 min, seguidos de 40 ciclos
de 94 °C por 15 seg, 50 °C por 10 seg e 60 °C por 4 min. Para cada amostra serdo realizadas 2
reacOes, sendo uma para o primer forward e outra para o reverso. Apés amplificacdo, foi
realizada a purificacdo/precipitagdo de DNA: ao volume total da reacdo de sequenciamento
(10 pL) foram adicionados 2,5uL de EDTA (125mM, pH 8,0) e 25uL de etanol 100%. Apo6s
mistura em vortex, a reacdo foi centrifugada a 3700 rpm por 45 minutos. O precipitado da
reacdo foi lavado com 70 pL de etanol 70%, seguido de centrifugagcdo a 3700 rpm por 10
minutos. ApOs descartar 0 sobrenadante, o precipitado foi solubilizado em 10 pL de
Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e aplicado no sequenciador automatico.

6. CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto de pesquisa foi submetido & apreciacio e aprovado pelo Comité de Etica
do Centro de Ciéncias da Saude, sob o CAAE 27567014.6.0000.5208, (apéndice 3). Todos 0s
individuos envolvidos no estudo tomaram ciéncia da pesquisa e, apos leitura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) foi solicitado a autorizacdo por escrito a sua
participacdo. Foi salientado que a recusa em participar ndo acarretaria nenhuma implicacéo

negativa para seu tratamento e acompanhamento clinico.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram analisados estatisticamente através do
programa Epi-info versdo 6.04, pela distribuicdo de frequéncias. As comparacfes estatisticas
foram feitas com odds ratio, sempre que adequado. Um valor de p <0,05 foi considerado

indicativo de uma diferenca estatisticamente significativa.
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Resumo

Staphylococcus aureus € um dos patdgenos mais comuns de infeccdes de pele e tecidos moles
tanto na comunidade quanto em ambiente hospitalar. Colonizagdo por S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) tem emergido e despertado grande preocupacdo. Este estudo visa
investigar a prevaléncia de MRSA em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) em
seguimento ambulatorial de hospital terciario do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.
Meétodos: Foram coletados swabs nasais de 500 PVHA e realizados testes fenotipicos e
moleculares para deteccdo de linhagens de MRSA através da técnica de Screening de
oxacilina e técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Resultados: S aureus foi
isolado de swab nasal em 31,4% (IC 95%: 27,3 a 35,5) dos individuos, sendo 14% (IC 95%:
8,5 a 19,5) MRSA, confirmado pela presenca do gene mecA. A maioria dos individuos onde
houve resgate de S aureus, com média de idade de 41,5 anos. 93,6% estavam em tratamento
com antirretroviral e a maioria apresentava contagem de células CD4 >200 (92%) e carga
viral <100 copias (79,1%). O uso de antimicrobianos nos ultimos 12 meses foi encontrado em
21% dos individuos e 24,2% relataram uso de drogas ilicitas a0 menos uma vez na vida. Os
dados relacionados a infeccdo pelo HIV e outras variaveis relacionadas a colonizagdo por
MRSA foram coletados de prontuarios e de um questionario aplicado a cada paciente. Apesar

de ndo significativas as associagfes com HIV/aids e ndo uso de TARV apontam para uma
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maior chance de resisténcia a meticilina. Conclusdes: A prevaléncia de colonizag&o nasal por
MSSA (86%) e MRSA (14%) em PVHA foi mais elevada quando comparada com outros

estudos nesta populagdo, no entanto, ndo conseguimos estabelecer fatores associados ao risco.
Palavras-Chave: Staphylococcus aureus, MRSA, CA-MRSA, HIV, PVHA, mecA.
Introducéo

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é considerado um patdgeno de
grande relevancia devido a sua distribuicdo na epidemiologia hospitalar, estando relacionado
com exposic¢do e tempo de internacéo, assim como o uso de dispositivos invasivos (LEE et al,
2013). A frequéncia de colonizacdo/infeccdo por MRSA em individuos fora do ambiente
hospitalar, classificados como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridos na
comunidade (CA-MRSA), tem aumentado progressivamente nas ultimas décadas e esta
tendéncia tem sido também observada em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA), parecendo
inclusive ser maior do que a encontrada na populacdo geral (IMAZ, et al, 2010 e LARSEN,
et. al. 2012).

Em Taiwan, MCDONALD, e col. (2003) descreveram taxas de colonizacdo nasal em
PVHA de 6%, no Ir foi de 5,3% (ASKARIAN et al, 2009), na india, 16,6% (GOUD et al,
2011) e 10,8% em Dalas, EUA (CENIZAL et al, 2008). No Brasil, existem poucas
publicacGes sobre prevaléncia de MRSA nessa populagdo, em S&o Paulo, REINATO, e col,
(2013) descreveram prevaléncia de 21,7%.

Individuos com HIV representa uma populacdo vulneravel a infeccdes por MRSA.
Visitas frequentes em hospitais e alguns fatores que podem predispor a infeccdes por MRSA
ou outras infecg¢fes, como a alta carga viral, a baixa contagem de células CD4, a presenca de
dispositivos intravenosos, doencas dermatoldgicas, o uso de drogas intravenosas e multiplos
parceiros sexuais, tem sido identificado como fatores de risco para colonizacédo e infeccdo de
MRSA em pacientes com HIV (HIDRON et al, 2010).

O objetivo desse estudo foi investigar a prevaléncia de colonizagdo nasal por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e os fatores de risco associados em

PVHA atendidos em unidade ambulatorial em Hospital Universitario de Pernambuco.

Materiais e Métodos

Estudo transversal, de carater analitico, para detectar a prevaléncia da colonizagdo por

S. aureus sensivel e resistente a Meticilina e estabelecer associagfes como status
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imunolégicos e viral, 0 uso prévio de antimicrobianos de pessoas vivendo com HIV-aids
atendidos na unidade ambulatorial do Hospital das Clinicas de Pernambuco da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE).

Coleta das amostras de swab nasal

As amostras de secrecdo nasal foram coletadas de pacientes ambulatoriais do Servigo
de Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do Hospital das Clinicas de agosto/2014 a
novembro/2015, através de swab em meio de transporte Stuart. Ap6s a coleta, as amostras
foram inoculadas em Agar Manitol incubadas a 37° C por 24 horas e em seguida transferidas
para Agar Sangue de carneiro 5% e incubadas 24-48 horas, a 35°C para posteriores testes de

identificacdo de S. aureus.

Isolamento e Identificacdo de Staphylococcus

As coldnias com caracteristicas morfologicas do género Staphylococcus aureus foram
submetidas aos testes de identificacdo usando catalase, DNAse e Staphclin®. Apenas as
amostras com caracteristicas de S. aureus foram encaminhadas a teste presuntivo e molecular

para deteccdo de resisténcia a meticilina.
Suscetibilidade antimicrobiana

Todos os isolados de S. aureus foram submetidos ao perfil de suscetibilidade
antimicrobiana usando o método disco difusdo. Apds o sub-cultivo em Agar sangue a 35 °C
por 24 horas as colbnias ja identificadas foram suspensas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) até obter uma turbidez equivalente a uma solucdo padrdo 0,5 da escala de
McFarland (108 UFC/mL). A suspensdo bacteriana foi semeada de forma homogénea com o
auxilio de um swab estéril sobre a superficie da placa contendo Agar Mueller-Hinton, e com o
auxilio de uma pinc¢a flambada os discos de antibidticos foram dispostos sobre a superficie
semeada. Em seguida as placas foram incubadas a 35° C por 24 horas, e ap0s este periodo o
halo de inibicdo foi medido e interpretado como, sensivel, intermediario e resistente, de
acordo com os critérios estabelecidos no documento do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Considerando >1col6nia = resisténcia (CLSI, 2014).

Screening de Oxacilina

Ap0s a realizacdo do antibiograma, os isolados que apresentam resisténcia a Meticilina

e/ou Cefoxitina foram selecionados. E em seguida, foi feita suspenséo direta das col6nias que
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estavam em Agar Sangue de carneiro 5%, para o caldo BHI, para assim obter uma turbidez
equivalente a uma solucdo padrdo 0,5 da escala de McFarland. Feita a suspensdo com uma
alca de platina de 1uL desse caldo e semeando-a em uma area com diametro de 10 a 15 mm
em placas contendo o meio Agar Mueller-Hinton com NaCl (4% v/v; 0,68 mol/L) acrescido
de 6 pg/mL de Meticilina. Estas placas foram incubadas a 35°C por 24 horas sendo
considerados, apés leitura dos resultados como: >1 col6nia = resistente (CLSI, 2010). Foram
utilizados como controles de qualidade as cepas padrdo para MRSA e MSSA: Staphylococcus
aureus ATCC 29213 — Sensivel e Staphylococcus aureus ATCC 33591 — Resistente (CLSI,
2014).

Screening de Vancomicina

Para a analise do perfil de resisténcia & Vancomicina, os isolados foram submetidos ao
screening de Vancomicina. Desta forma, os mesmos foram inoculados em caldo BHI e
incubadas por 48 horas a 35°C a fim de se obter uma turbidez equivalente a uma solugéo
padrdo 2 da escala de McFarland. Mergulhou-se uma alca de platina de 1uL nessa suspensao
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, apés leitura dos resultados como: >1
colbnia = resistente. Foi utilizado como controle de qualidade as cepas padrdo: Enterococcus
faecalis ATCC 29212 — Sensivel e Enterococcus faecalis ATCC 51299 — Resistente (CLSI,
2014).

Extracdo de DNA dos isolados de S. aureus pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a extracdo do Acido Desoxirribonucleico (DNA) das amostras de MRSA foi
utilizada a técnica de FREITAS et al. (2008) com algumas modificacdes, no qual uma
aliquota de 1mL de cultura bacteriana previamente crescida em caldo BHI a 37°C por 24
horas, foi centrifugada a 14,000 rpm/4°C, cujo pellet foi submetido a extracdo de DNA pelo

método fenol-cloroférmio.

Identificacéo do gene mecA pela PCR

Para a  amplificagdo  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 reagdes de PCR foram
preparadas individualmente em um volume final de 25uL em cada tubo contendo: 20ng de
DNA gendmico, 20 pmol de cada primer, MgCl; 1,5 mM, dNTP 200 uM, 1U de Go Taq
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DNA polimerase (Promega, Brasil) e 5uL do tampdo Green Go Tag DNA polimerase
(Promega, Brasil). As reacbes foram realizadas em termociclador (Biometra), programado
inicialmente para 35 ciclos térmicos, com desnaturacdo 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 amplificacdo 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 foi de 100bp (Invitrogen).

Sequenciamento de DNA

As reacdes de sequenciamento de DNA foram realizadas no Nucleo de Plataformas

Tecnoldgicas (NPT), do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — Fiocruz — PE, utilizando o
equipamento ABI 3500xL Genetic Analyser (Applied Biosystems).
Foi utilizado o Kit comercial ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready
Reaction (Applied Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os
produtos das reacOes foram analisados em sequenciador ABI 3500xL Genetic Analyzer,
desenvolvido pela Applied Biosystems.

Para a reacdo foram utilizados: 1 pl de primer (3.2 pmol/ul), 0,5 ul de Bigdye®
Terminator v3.1, 1 ul de tampédo de sequenciamento 5x (Tris-HCI, pH 9.0 200mM, MgCI2
5mM), 1 pl do produto de PCR purificado (10 ng/uL) e dgua MilliQ 10 pl g.s.p. O programa
de amplificagdo seguiu a seguinte ciclagem: 1 ciclo a 94 °C por 2 minutos, seguidos de 40
ciclos de 94 °C por 15 segundos, 50 °C por 10 segundos e 60 °C por 4 minutos. Para cada
amostra foram realizadas 2 reacdes, sendo uma para o primer forward e outra para o reverso.
Apo6s amplificacdo, foi realizada a purificacdo/precipitacdo de DNA: ao volume total da
reacdo de sequenciamento (10 uL) foram adicionados 2,5uL de EDTA (125mM, pH 8,0) e
25uL de etanol 100%. Apds mistura em vartex, a reacdo foi centrifugada a 3700 rpm por 45
minutos. O precipitado da reacdo foi lavado com 70 pL de etanol 70%, seguido de
centrifugacdo a 3700 rpm por 10 minutos. Apds descartar o sobrenadante, o precipitado foi
solubilizado em 10 pL de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e aplicado no sequenciador

automatico.
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Analise Estatistica

Os dados coletados foram armazenados e analisados usando versdo 6.04 do software
Epi Info. As comparagdes estatisticas foram realizadas através de odds ratio, sempre que
adequado. Um valor de p <0,05 foi considerado indicativo de uma diferenca estatisticamente

significativa.

Consideracdes Eticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPE (CEP / CCS /
UFPE - Comité de Etica em Pesquisa / Centro de Ciéncias da Saude /UFPE), nimero CAAE
27567014.6.0000.5208.

Resultados

Participaram do estudo 500 PVHA dos quais 157 foram positivos para S. aureus em
secrecdo nasal, 0 que corresponde a uma prevaléncia de 31,4% (IC 95%: 27,3 a 35,5). Dentre
0s positivos por S. aureus a positividade do MRSA foi de 14% (IC 95%: 8,5 a 19,5) (tabela
1). Apenas as amostras que apresentaram resisténcia pelo screening de Meticilina foram
submetidas a deteccdo do gene de resisténcia pela técnica de PCR, confirmando resisténcia

apresentando o gene mecA (Figura 1).

Anélise dos dados de Sequenciamento de DNA dos isolados de S aureus:

O sequenciamento do DNA da regido mecA foi realizado e comparado com a
sequencia de Locus KR936061 e KR9360059 do BLAST. E foi comprovado 100% de
similaridade. Foi realizado um alinhamento online pelo Mafft de acordo com o algoritmo do
“Mafft”.

Os dados do sequenciamento foram gerados pelo Standn Package (Console,Gap 4,
Pregap 4, Spin e Trev), e posteriormente foi analisado no BLAST e foram selecionados duas
sequéncias da regido mecA do S. aureus para comparar a identidade do consenso com o banco
de dados.
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Perfil de suscetibilidade dos isolados de MRSA:

A maioria dos isolados de MRSA foram classificados como multirresistentes,
apresentando resisténcia a mais de duas classes de antibidticos. Determinamos pelo método de
disco de fuséo o perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de S. aureus.

Considerando o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos pacientes colonizados
por MRSA entre as classes antimicrobianas testadas, observou-se maior resisténcia a
Cefoxitina (73%), Eritromicina (68,2%) e Sulfametoxazol-Trimetoprim (68,2%), e em relacao
a Penicilina a totalidade dos pacientes (100%) apresentaram resisténcia (Tabela 1). A
resisténcia induzida a Clindamicina pelo teste D, foi observada em 31% de MRSA.

Os isolados resistentes a Cefoxitina foram submetidos a PCR para deteccdo do gene de

resisténcia mecA. Todos os isolados Cefoxitina resistentes apresentaram o gene mecA.

Teste de Cefinase — p-lactamase:

Todos os isolados identificados como S. aureus foram submetidos ao teste de cefinase.
De um total de 157, 138 (88%) foram positivos, portadores de enzimas p-lacatamases.

Fatores associados a colonizacéo nasal por MRSA

As amostras de secrecdo nasal das PVHA em regime ambulatorial foram coletadas de
agosto de 2014 a novembro de 2015. Um total de 500 swabs nasais de PVHA foram coletados
e estudados para avaliar fatores associados a colonizacdo por MRSA.

Foram positivos para Staphylococcus aureus 157 de um total de 500 (31,4%), dos
quais 22 eram resistentes a Meticilina, correspondendo a uma prevaléncia de 14% (IC 95%:
8,5 a 19,5) (tabela 2).

Nesta populacdo de PVHA a maioria foi de homens, pardos, com média de idade de
41,5 anos e com renda familiar menor de um salario minimo. N&o houve associacao
significativa entre estas varidveis estudadas com colonizacdo nasal por MRSA assim também
com habitos como pratica de atividade fisica, historico de uso de cigarros, uso de bebidas
alcoolicas ou mesmo uso de drogas ilicitas a0 menos uma vez na vida (tabela 3).

Quase todos os individuos deste estudo (93,6%) estavam sob regime de terapia
antirretroviral (TARV) e 66% deles eram aidéticos. A maioria (92%) no momento da pesquisa
apresentava contagem de CD4 maior que 200 células/mma3 e carga viral para o HIV menor

que 100 copias/mL, ndo apresentando associagdo estatisticamente significante entre
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colonizagdo nasal por MRSA e estas variaveis relacionadas ao estado imunoldgico e controle
viral. Apesar de ndo significativas as associacOes entre diagnostico de aids e auséncia de
TARV, houve uma maior chance de colonizacdo nasal por MRSA nestes individuos (tabela
4).

Uso de antibidticos até um ano antes da coleta do swab nasal foi relatado por 21% dos
individuos estudados, mas nao esteve associado com a MRSA nasal (tabela 4). A grande
maioria (83,1%) havia recebido algum derivado sulfonamidico. Dois individuos haviam usado
penicilina, cinco clindamicina, seis rifampicina, um usou terapia sequencial com
cefalosporinas de 12 geragdo, vancomicina e teicoplanina. Nenhum havia recebido linezolida,
daptomicina, aminoglicosideos ou quinolonicos.

Histdria de diagnostico prévio de diabetes (8,5%), doenca hepatica crénica (7,1%),
doenca renal cronica em terapia substitutiva renal (1,9%) e neoplasias malignas (2,6%) nao
apresentaram associacdo com MRSA nasal. Herpes genital (20,4%) foi a doenca sexualmente
transmissivel mais relatada, mas também ndo demonstrou associagdo com MRSA nasal
(tabela 5).

Discussao

S. aureus € habitualmente frequente na mucosa nasal de individuos sadios, e esse
microrganismo pode acometer infeccdes hospitalares e de comunidade. Apesar de este
patdgeno ser encontrado na populacdo geral, sua incidéncia tem sido maior em individuos
com HIV e poucos estudos foram desenvolvidos no Brasil a este respeito. A prevaléncia de S.
aureus foi de 31,4% e de MRSA foi de 14% na populagdo estudada. Dentre essas amostras
coletadas de PVHA, a prevaléncia de S. aureus foi considerada baixa em PVHA, tendo em
vista que a prevaléncia da colonizacéo de S. aureus varia de 30 a 80% em varias regides do
mundo (KLUYTMANS et al, 1997; MEJIA et al, 2010). Tal fato pode ser explicado por se
tratar de colonizagédo fora do ambito hospitalar, no qual a incidéncia dessa coloniza¢do na
comunidade tem revelado ser mais baixa em relacdo a colonizacdo nosocomial. A prevaléncia
de S. aureus encontrada nesse estudo corrobora com alguns estudos que mostram que
aproximadamente 22% - 38% da populacdo sdo colonizados com S. aureus (KLUYTMANS
et al, 1997; KUEHNERT, et al, 2006).

A prevaléncia de MRSA encontrada no nosso estudo condiz com alguns estudos em
varias regides do mundo. A prevaléncia de MRSA em individuos com HIV é maior do que
individuos sem HIV (POPOVICH, et al, 2010). Em Taiwan, a prevaléncia da colonizacdo
nasal de MSSA foi de 24% e a de MRSA foi de 6% em pacientes ambulatoriais HIV-positivos
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(MCDONALD, et al. 2003). Em Nova York a prevaléncia de MRSA foi 16% (SHET, et al.
2009), ja em Carolina do Sul, nos Estados Unidos, essa prevaléncia foi de 8% (RAMSETTY
et al., 2010). Na Espanha, a prevaléncia de S. aureus em HIV foi de 34%, resultado
semelhante ao que encontramos em nosso estudo. Em contrapartida a prevaléncia de MRSA
foi apenas de 1% e 2% de amostras swab nasal e da faringe respectivamente. A colonizagéo
de CA-MRSA ndo é uma ameaca entre a populacdo de HIV na Espanha atualmente (IMAZ, et
al, 2015).

Estudos apontam que a prevaléncia de MRSA na Europa € baixa, podendo chegar até
26% (CARVALHO, et al, 2009). Na india, a colonizacdo de S. aureus foi de 22,5% e para
MRSA foi de 16,6% numa populacdo de individuos sem HIV (GOUD, et al, 2011). Em S&o
Paulo, Brasil, a prevaléncia da colonizacéo nasal por MRSA foi de 21,7% em pacientes HIV-
positivo (REINATO, et al., 2013), essa alta prevaléncia pode se justificar pelo tamanho da
amostra ser pequena.

Dentre a populacdo estudada a colonizacdo de S. aureus e de MRSA foi mais
frequente no sexo masculino. Resultado semelhante foi encontrado em Carolina do Sul, EUA,
no qual 63% eram do sexo masculino, cuja média de idade da populagédo foi de 43,2 anos,
cuja prevaléncia de MRSA foi de 8% (RAMSETTY et al. 2010). Esse resultado corrobora
com nosso estudo, em relacdo ao sexo e a idade, a média de idade predominante em nosso
estudo colonizada por S.aureus foi 41,5 e a raga parda foi em 50,3%. Shet e col. (2009)
apresentaram resultados semelhantes, onde ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a idade, raca ou etnia, escolaridade, situacdo de emprego, a
exposicdo uso de drogas, entre os grupos estudados com ou sem HIV. Assim como, Farley e
col. (2015) analisaram uma prevaléncia de MRSA de 15,4%, com predominéncia de MRSA
nas narinas, a maioria dos individuos com HIV colonizados eram negros e com
predominancia do sexo masculino, porem, ndo houve associacgdo significativa da colonizacdo
por MRSA com a raga e 0 sexo. O sexo e a idade também ndo foram fatores de risco para a
colonizacdo de MRSA numa populacdo de pacientes com HIV no Iran (ASKARIAN et al,
2009). Esses dados apresentam similaridade com nosso estudo, ndo havendo nenhuma
associagao com a colonizagdo entre essas varidveis supracitadas.

Nosso estudo avaliou a associagdo das variaveis relacionadas a comorbidades, como,
diabetes, doenca no figado, cancer e doencgas sexualmente transmissiveis, com isso foi
observado que ndo houve associacdo destas comorbidades com a colonizagcdo de MRSA. Esse
resultado corrobora com Hemmige e col. (2015), no qual, nenhuma dessas variaveis foi

associada a colonizagdo por MRSA. Outro estudo semelhante realizado no Iran destacou nédo
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haver associacdo de MRSA entre habitos de tabagismo, doencas de base e uso prévio de ATB
(ASKARIAN et al, 2009).

Na populacdo estudada ndo foram observadas associacdo significativas sobre a
colonizacdo de MRSA segundo as variaveis relacionadas ao HIV, que pode ser justificado
pelo estado imunoldgico dos pacientes que se mostrou bem controlado na contagem de CD4 e
a carga viral. Alguns estudos mostram que a baixa contagem de células CD4 atua como fator
de risco para a colonizacdo (TUMBARELLO et al, 2002; KYAW et al, 2012). Em alguns
estudos a colonizacdo por CA-MRSA foi associada com a imunossupressao, uso de drogas
intravenosas, homens que fazem sexo com homens, doenga dermatoldgica e uso de cateteres
intravenoso. A infecgédo pelo HIV foi previamente associada com alta taxa de colonizacéo e
infeccdo por S. aureus sensivel a meticilina (MATHEWS et al, 2005 e LEUNG et al, 2015).

A contagem de CD4 nadir <200 células/mL, a duracao do tempo do HIV e a exposicao
a antibioticos foram fatores de riscos significativos para MRSA entre os pacientes HIV-
positivos em um estudo de caso e controle em Carolina do Sul, EUA (Ramsetty et al. 2010).
Outro estudo demonstrou que a contagem de CD4 esta associada a colonizacdo por MRSA, e
a prevaléncia dessa colonizacao foi equivalente a 10,3% (CENIZAL, et al, 2008).

Nossos dados mostram semelhangas com os estudos de Shet e col. (2009) e Miller e
col. (2007), onde colonizagdo de MRSA foi maior em individuos que apresentaram altas taxas
de celulas CD4 e com numero de cépias indetectaveis, porem nédo identificaram quaisquer
tipos de associacdo relacionados ao HIV com a colonizacédo de S. aureus.

A colonizac¢do nasal por MRSA em pacientes com HIV foi menor entre os individuos
que apresentavam baixa carga viral (<100 copias/ml), alta contagem de CD4 (>200
células/mL) e que faziam uso de TARYV, apresentando niveis de CD4 acima de 350 células
(74,4%) e carga viral <100 copias/ml (73,4%) no momento da pesquisa. 1sso nos revela bons
status imunoldgico dos pacientes, ndo havendo associacao estatisticamente significante com a
infeccdo por MRSA e as varidveis relacionadas a infeccdo pelo HIV.

O uso prévio de ATB foi associado como Unico fator de colonizagdo para MRSA em
individuos com HIV em Taiwan, 53% da populacdo faziam uso prévio de Sulfametoxazol-
Trimetoprim que atuou como fator de protecdo (OR-0.4, IC 95% 0.2+ 0.78, P 0.006)
(MCDONALD, et al, 2003). Estudo realizado nos EUA aponta que sexo, raga, tempo de
duracdo do HIV, o uso de TARV, a contagem de CD4, historia de sifilis ou outras
comorbidades e uso de ATB ndo foram associados com MRSA, na analise univariada (VYAS
et al, 2013), ja na analise multivariada os valores de CD4 e carga viral combinados teve

associacdo com a colonizagdo. Em outro estudo foi observado que o uso de TARV, a
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contagem de CD4 e o uso de ATB ndo foram associados com a colonizagéo/infeccéo
(HEMMIGE et al, 2015).

Shet e col. (2009) demonstraram que 0 uso prévio de antibidticos esta associado com
colonizacdo por MRSA em individuos HIV-positivos. Por outro lado, alguns estudos mostram
a associacdo de MRSA com algumas variaveis como, a contagem de células CD4, e 0 ndo
recebimento de antibiotico atuaram como fator de risco para a colonizagdo de MRSA em
pacientes com HIV (CENIZAL, et al, 2008).

Uma meta-analise realizada com 32 estudos na America do Norte em individuos
infectados pelo HIV foi observado uma prevaléncia de 8,8%, em que 0 uso de SMX-TMP néo
impactou como fator de risco para MRSA (ZERVOU, et al, 2014). Esse resultado corrobora
com 0 nosso estudo, onde o uso prévio de antimicrobianos ndo foi fator de risco para
colonizacdo de MRSA. Apesar de ter encontrado uma alta resisténcia ao TMP-SMX devido
ao seu uso constante como profilaxia de acordo com o estado imunoldgico e clinico do
paciente.

A despeito da prevaléncia mais elevada de colonizacdo nasal por MRSA em PVHA
atendidos em regime ambulatorial, quando comparada a populacéo geral, nosso estudo ndo foi
capaz de estabelecer associacdo com nenhuma das varidveis analisadas. Pode sugerir que o
controle dos niveis de células CD4 e de carga viral através do uso adequado da TARV talvez
possa reduzir os riscos de colonizagdo nasal por MRSA e que sistemas de vigilancia possam

ser focados nesta populacao de alto risco.
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Figura 1: Produto de amplificagcdo de PCR do gene mecA isolados de PVHA ambulatoriais migrado em gel de
agarose 1%. PM: Marcador de peso molecular DNA Ladder; CN: controle negativo; CP: controle positivo;

Pogos 1 — 6 produto de DNA amplificado.

Tabela 1. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de MRSA segundo classes
antimicrobianas em PVHA atendidos no Servico de DIP do HC/UFPE.

Amostras Resisténcia & Antimicrobianos
SN 65 ERI, CLI, PEN
SN 109 CFO, CLO, GEN, ERI, CLI, PEN, SUT
SN 111 ERI, PEN, SUT
SN 133 CFO, CLO, CLI, PEN
SN 170 CFO, CLO, CIP, GEN, ERI, CLIN, PEN, SUT
SN 172 CFO, GEN, ERI, CLI, PEN, SUT
SN 193 CFO, GEN, ERI, CLI, PEN, SUT
SN 211 CFO, PEN
SN 241 CFO, ERI, PEN, SUT
SN 300 CFO, CLO, PEN
SN 333 CFO, CLO, PEN, SUT
SN 334 CFO, CLO, CIP, GEN, CLI, ERI, PEN, SUT
SN 335 CFO, CLI, PEN
SN 338 CFO, CIP, GEN, ERI, CLI, PEN, SUT
SN 407 CFO, CLO, CIP, ERI, PEN, SUT
SN 427 CFO, CLO, CIP, ERI, PEN, SUT
SN 436 CFO, CLO, CIP, GEN, ERI, CLI, PEN, SUT
SN 442 CFO, CIP, GEN, ERI, CLI, PEN, SUT
SN 475 ERI, CLI, PEN, SUT
SN 484 GEN, PEN
SN 487 ERI, CLI, PEN, SUT
SN 500 PEN

*CFO-cefoxitina, CLO - clorafenicol, CIP-ciprofloxacino, GEN, gentamicina, CLI-clindamicina, ERI, eritromicina, PEN,

penicilina, SUT-sulfametoxazol-trimetroprim.
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Tabela 2. Prevaléncia da colonizacdo nasal por Staphylococcus aureus e MRSA de PVHA
atendidas no Servico de DIP do HC/UFPE.

Colonizacéo nasal NUmero Prevaléncia (%) 1C(95%)
S aureus
Positivo 157 31,4 27,3-355
Negativo 343 68,6 =
MRSA
Positivo 22 14,0 8,5—-195
Negativo 135 86,0

*IC — Intervalo do confianca de 95%



Tabela 3. Associacdo da positividade de MRSA e MSSA segundo fatores bioldgicos e

socioeconémicos das PVHA atendidas no Servico de DIP do HC/UFPE.

Colonizacéo por

Variaveis e-l;oi?ssa(zjsos Staphylococcus aureus OR (IC 95%) p-valor
pesd MRSA MSSA
Bioldgicas
Sexo
Masculino 106 (67,5%) 12 (11,3%) 94 (88,7%) 1,0 -
Feminino 51(325%) 10 (19.6%) 41(804%) o (0217?73 0,166
Idade
Média + dp 415+115 428+114 413+116 101 (0’19;5) 0,578
Faixa etaria
Menos de 40 anos 66 (42,0%) 7 (10,6%) 59 (89,4%) 1,0 -
40 anos ou mais 91 (58,0%) 15(16,5%) 76 (83,5%) 1’63 (:,?4()54 a 0,298
Cor da pele
Branca 41 (26,1%)  8(19,5%) 33 (80,5%) 1,0 -
Parda 79 (50,3%) 11 (13,9%) 68 (86,1%) 0,67 (0’12;'23 0,428
Negra 37 (23,6%) 37 (8,1%) 34 (91,9%) 0’3? g)gg)g ; 0,160
Socioeconémico
Sabe ler e escrever
. 128
0, 0, -
Sim 147 (93,6%) 19 (12,9%) (87,1%) 1,0
Né&o 10 (6,4%)  3(30,0%) 7 (70,0%) 2’8912(01’()59 a 0,148
Escolaridade
Ensino medioou g5 55 906) 12 (14,6%) 70 (85,4%) 1,0 i
superior
Fundamental 1,94 (0,68 —
0, 0, 0, ! !
completo 47 (29,9%) 3(6,4%) 44 (93,6%) 5,56) 0,215
Fundamental 0,40 (0,11 —
0, 0, 0, ! !
incompleto 28 (17,8%)  7(25,0%) 21 (75,0%) 1.49) 0,171
Renda familiar
Menos de 1 SM 64 (42,4%) 13(20,3%) 51 (79,7%) 1,0 -
Dela2SM 45(29,8%)  5(11,1%) 40 (88,9%) 0’42 (‘?9§6 a 0,209
Mais de 2 SM 42 (27,8%) 4 (9,5%) 38 (90,5%) 0’411 (??7;2 ; 0,148

# Associacdo estatisticamente significante (p < 0,05)
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Tabela 4 Associacdo da positividade de MRSA E MSSA segundo fatores relacionados a
habitos e relacionados ao HIV das PVHA atendidas no Servico de DIP do HC/UFPE.

Colonizacéo por

Variaveis e-l;oi?ssa(zjsos Staphylococcus aureus OR (IC 95%) p-valor
pesd MRSA MSSA
Habitos
Atividade fisica
Sim 54 (34,4%)  6(11,1%) 48 (88,9%) 1,0 -
N0 103 (65,6%) 16 (155%) 87 (845%) -4 (0215303 0,450
Etilismo
Nunca bebeu 10 (6,4%) 2 (20,0%) 8 (80,0%) 1,0 -
. 0,77 (0,14 —
Etilista 56 (35,7%)  9(16,1%) 47 (83,9%) 4.21) 0,759
Ex-etilista 91 (57,9%) 11(12,1%) 80 (87,9%) 0’52 (;3)10 ; 0,484
Tabagismo
Nao 119 (75,8%) 14 (11,8%) 105 1,0 -
' ' (88,2%) '
Sim 38 (24,2%) 8 (21,1%) 30 (78,9%) 0 (0’57213 0,156
Drogas ilicitas
N4o 108 (69,2%) 16 (24,8%) 92 (75,2%) 1,0 -
Sim 48 (30,8%)  6(12,5%) 42 (87,5%) 0’822 (2050 ; 0,702
Relacionado ao HIV
Tem AIDS
Sim 101 (66,4%) 11 (10,9%) 90 (89,1%) 1,0 -
N0 51(33.6%) 11(216%) 40 (784%) 22 (059213 0,082
Uso de ARV
Sim 147 (93,6%) 19 (12,9%) 128 1,0 -
’ ’ (87,1%) ’
Nio 10 (6.4%) 3(30,0%) 7(700%) 29 (0’16291‘) 0,148
Carga viral atual
- 102
0 0, -
< 100 copias 117 (79,1%) 15 (12,8%) (87.29%) 1,0
De 1012100.000 29 (19,6%)  6(20,7%) 78 (79,3%) 1'775 ((;)ée)sz - 0,284
> 100.000 copias 2 (1,3%) 0(-) 16 (100%) Néo calculado -
CD4 atual
> 200 138 (92,0%) 20 (14,5%) LS 1,0 i
e ) 1 (85,5%) l
< 200 12 (8.0%) 2 (16,7%) 10 (83,3%) 1'1% (7054 ~ 0838

CD4 Nadir



> 200 94 (62,6%) 13 (13,8%)

<200 57 (37,4%) 9 (15,8%)
Uso prévio de antibidtico

Sim 33(21,0%) 6 (18,2%)

N&o 124 (79,0%) 16 (12,9%)

81 (86,2%)
48 (84,2%)

27 (81,8%)
108
(87,1%)

1,0
1,17 (0,46 —
2,94)

1,0
0,67 (0,24 —
1,86)

65

0,741

0,440

# Associacdo estatisticamente significante (p < 0,05)



66

Tabela 5. Associacao da positividade por Staphylococcus aureus segundo fatores relacionados
a Comorbidades e co-infec¢des das PVHA atendidos em regime ambulatorial no Servico de

DIP do HC/UFPE.

Colonizados por

Variaveis e-l;oi?ssact)jsos Staphylococcus aureus OR (IC 95%) p-valor
pesd MRSA  MSSA
Comorbidades
Diabetes
Niio 140 (91,5%) 18 (12,9%) L 1,0 i
: ! (87,1%) !
sim 13(8,5%)  4(30.8%) 9 (69.2%) 3’011505;’)34 - 0001
Doengcas no figado
x 122
0, 0, -
Nao 144 (92,9%) 22 (15,3%) (84,7%) 1,0
Sim 11 (7,1%) 0(-) 11 (100%) N&o calculado 0,162
Hemodialise
N4o 151 (98,1%) 21 (13,9%) e 1,0 -
’ ! (86,1%) !
Sim 3(1,9%) 1(333%) 2 (66,7%) 3’0%057 - 0,365
Cancer
Nio 150 (97,4%) 22 (14,0%) 129 1,0
’ ’ (86,0%) ’
Sim 4 (2,6%) 0(-) 4(100%) N&o calculado 0,421
Co-infeccdes
Sifilis
N4o 129 (82,2%) 21 (16,3%) 108 1,0
’ ’ (83,7%) ’
Sim 28 (17,8%) 1(3,6%) 27 (96,4%) O’ui ﬁ)é())z B 0,113
Herpes genital
Niio 125 (79,6%) 20 (16,0%) s 1,0 :
' ’ (84,0%) ’
sim 32(204%)  2(63%) 67(033%) OO g)é())g T 0am
HPV
N4o 146 (93,0%) 20 (13,7%) 126 1,0 -
’ ’ (86,3%) !
sim 11(7.0%) 2(182%) 9(8L8%) 0 (oé2§5) 0,681
Gonorréia
N4o 137 (87,3%) 18 (13,1%) 119 1,0 -
' ’ (86,9%) ’
Sim 20 (12,7%)  4(20,0%) 16 (80,0%) 1’65; (5?6?0 - 0,413

# Associacdo estatisticamente significante (p < 0,05)
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CONCLUSOES
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8. CONCLUSOES

A prevaléncia da colonizacdo nasal por Staphylococcus aureus foi relativamente

baixa, porem de MRSA foi alta em pessoas vivendo com HIV/aids.

- O perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de S aureus mostrou que a
maioria dos isolados sdo considerados multirresistente, sendo resistentes a mais de

duas classes de antimicrobianos.

- As variaveis mencionadas no estudo para verificar a associacdo entre a colonizacao

nasal por MRSA néo foram consideradas fator de risco.

- A presenca do gene de resisténcia mecA, foi observada em todos isolados que

apresentaram resisténcia presuntiva de MRSA.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de a colonizacdo por MRSA ndo ter sido associada com as variaveis
mencionadas nesse estudo, ndo atuando como fator de risco nos pacientes vivendo com
HIV/aids, o estudo desempenha um papel importante contribuindo para a vigilancia e controle
de infecgdes, além de fornecer subsidos para a profilaxia e o tratamento de infec¢fes nessa

populacéo.
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PERSPECTIVAS
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10. PERSPECTIVAS

e Caracterizagdo molecular, incluindo a identificagdo dos tipos de SCCmec dos isolados
de MRSA mecA positivos.

e Identificar a relacdo clonal dos isolados de MRSA mecA positivos em individuos com
HIV.
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ANEXO

Avaliacdo dos fatores associados a colonizagdo/infec¢do por Staphylococcus aureus em pacientes HIV-positivos
em Hospital de cuidados terciarios no Estado de Pernambuco - Brasil

Data da entrevista: 1 - N° do questionario:
__//
INFORMAQOES PESSOAIS

2 - N° do Prontuério:

4 - Data de Nascimento: 5 - Idade: 6 - Sexo:
1 - Masculino
/ / 2 - Feminino
PROCEDENCIA
7 - Qual a cidade que vocé mora? 8 - Endereco:
9-N° 10 - Apt:
11 - Bairro: 12 - Estado:
13 - CEP: 14 - Tel: 15 - Cel:
(G I ()
CONDIGAO SOCIO-ECONOMICA
16 — Qual é sua cor, ou grupo Qual seu estado Civil: 18 - Qual das seguintes alternativas melhor descreve
racial/ético? o seu trabalho principal mos ultimos 12 meses:
1 Branca Solteiro(a) 1 - Funcionério do governo
2 Parda Casado(a) 2 — Emprego ndo governamental
3 Amarela Separado(a) 3 — Autdénomo
4 Negro Viavo(a) 4 — Estudante
5  Preta Divorciado(a) 5 — Dona de casa
6 Indigena Vive Junto 6 — Aposentado (a)
7 Né&o sabe Recusou-se 7 — Desempregado (capaz de trabalhar)
8 - Desempregado (incapaz de trabalhar)
19 - Qual a sua ocupagdo? 20 — Voce sabe ler e escrever? 21 - Qual é o nivel de educacao que vocé completou?
1 Sem educagdo formal
1-Sim I:I 2 Menor que ensino primario I:I
2 - Nao 3 Ensino priméario completo
3 — Recusou-se 4 Ensino secundario completo
5 Ensino Médio completo
6 Ensino superior incompleto
7 Ensino superior completo
8 Recusou-se
22 — Quantas pessoas com idade superior a 18 anos, 23 - Qual a renda familiar somando todos os individuos que moram na sua casa?

incluindo o mesmo, vivem em sua casa? 1- <um salario minimo

2- > um salario minimo <2

3- > 2 salarios minimo < 3 I:I
4- > 3 salarios minimos < 4

5- > 4 salarios minimos

6- Ndo sei

7- Recusou-se

HABITOS DE VIDA ‘

24 — Voce pratica alguma atividade fisica: 25 — Com que frequéncia vocé pratica tais (questéo 24)
1-Sim I:I atividades?
2 - Néo I:I
Se sim, qual(is) 1 - Todos os dias da semana
2 —5 a6 dias por semana
1 - Academia de ginastica I:I 3 —1 a4 dias por semana
2 - Piscina 4 —1 a 3 dias por semana
3 - Sauna 5 — Nao se aplica
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4 - Taikodom (Esporte)
5 - Jiu jitsu (Esporte)
6- Outros - Qual(is)

26 — Quanto tempo vocé costuma passar fazendo atividade fisica
rigorosa num desses dias (questdo 24)?
Néo sabe I:I

Horas por dia

Minutos por dia

27 — Quantos parceiros sexuais vocé teve nos Ultimos 12 meses?

Nao sabe
Recusou-se

28 — Vocé tem relagdes com:

1 —S6 com homens

2 — S6 com mulheres

3 — Com homens e mulheres
4 — Nao se aplica

5 — Recusou-se

[ ]

29 - Quanto a parceria sexual, vocé:

1 - Possui multiplos parceiros

2 — Possui Unico parceiro(a)

3 — Parceiros(as) que usam drogas
4 — Parceiros(as) com HIV/AIDS
5 - Parceiros(as) Hemofilico

6 — Recusou-se

32— H& quanto tempo vocé ficou sabendo que tinha HIV/aids?

Anos Dias

INFORMACOES CORRELAC

7 — Né&o sabe
8 - Nenhum
30 — Vocé possui tatuagem? 31 — Voceé Possui piercing?
1-Sim 1-Sim
2 - Néo I:I 2 - Néo I:I
3 - Néo sabe 3 - Néo sabe
Ha quanto tempo? Ha quanto tempo?
Anos Anos
Dias Dias

IONADAS A HIV/AIDS
33 — VVocé toma algum remédio (coquetel) para tratar o
HIV/aids?
1-Sim
2 - Néo
3 - Néo sabe

[ ]

34 — Esse é o primeiro esquema de coquetel que vocé usa?

1 Sim
2 Nao
3Nao sabe

36 — Vocé tem ou ja teve alguma destas Doengas Sexualmente
Transmissiveis?

1 - Sifilis

2 — Herpes simples genital I:I
3 — Gonorreia

4 — Tricomona

5 — Clamidia

6 - Cancro mole

7 — Papiloma virus

8 - Néo sabe

9 — Recusou-se

10 - Néo

11— Outra

35 — De duas semanas para ca vocé deixou de tomar algum dos
comprimidos (coquetel) para o HIV?

1Sim |:|
2 Nao

3 Nao sabe

INFORMACOES RELACIONADAS A OUTRAS DOENCAS |

37 - Vocé apresenta ou ja apresentou alguma doenga de pele
nesses Ultimos 12 meses?

1Sim

2 Néao
3 Néo sabe

Se ndo, pule para questéo 41

38 —A(s) lesdo(Bes) na pele apresentaram:
1-Bolha

2 -Acumulagdo de pus

3 - Crosta ou casca

4 - Coceira

5 — Qutra Qual(is):

39 — Houve tratamento para essa lesdo de pele?

1-Sim
2 o [ ]
3 - Néo sabe
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40 — Qual foi o medicamento usado para tratar a lesdo na pele?

Nao sabe I:I

41 - Alguém da sua familia tem ou ja teve

nesses Ultimos 12 meses alguma lesdo de

pele? I:I
1-Sim

2 - Néo

3 - Néo sabe

Qual(is)

1 - Pneumonia

2 - Endocardite ou infeccdo do coragdo I:I
3 - Meningite

4 - Osteomielite ou infecgdo nos 0ssos

5 - Insuficiéncia renal

6 - Néo

7 —Outra

8 — Néo sabe

42 —Vocé apresentou nos ultimos 12 meses alguma destas doencas:

43 - Vocé é portador de Diabetes de melitus ou agtcar no
sangue?

1 — Sim, ha mais de 6 meses I:I
2 - Sim, ha menos de 6 meses

3 - Néo

4 — N&o sabe

44 - Vocé possui doenca do figado ou cirrose?

1 Sim, ha mais de 6 meses I:I
2 Sim, hd menos de 6 meses

3 Nao

4 Néo sabe

45 — Vocé faz hemodialise?

1 Sim, ha mais de 6 meses I:I
2 Sim, ha menos de 6 meses

3 Néo

4 Néo sabe Se sim, ha quanto tempo

Anos

Dias

46 - Vocé tem Cancer ou linfoma nos Gltimos 12 meses?

1 Sim, ha mais de 6 meses I:I
2 Sim, ha menos de 6 meses

3 Néo

4 Néo sabe

48 — Nos Ultimos 12 meses vocé apresentou algum historico
de hospitalizacéo?

1-Sim [:]
2 - Ndo

47 —Vocé tem algumas dessas infecgdes na pele ?
1 - Acne ou espinha

2 - Celulite ou erisipela

3 — Furdnculo ou abcesso

4 — Foliculite ou pé de cabelo

5 — Impetigo ou ferida

6 - outras

Qual(is):

7 - Nao

INFORMAGOES |

49 - Quantas vezes vocé foi internado nesses Ultimos 12 meses?

50 - Quanto tempo voce ficou internado?

Dias

51 - Onde ficou internado (setor,
departamento, hospital)?

52 — Voce esteve visitando algum paciente
internado em hospital nesses ultimos 12 meses?

1 Sim I:I
2 Néo

Por quanto tempo vocé permaneceu no Hospital?

Meses

Dias

Gltimos 12 meses?

meses?
1-Sim I:I
2 - Nao 1-Sim
Qual: 2 - Néo

56 — Vocé alguma vez consumiu
bebida alcodlica?

nos Gltimos 12 meses?

53 — Vocé fez uso de algum antibio6tico nos | 54 — Vocé ja interrompeu o tratamento com
antibidticos por sua conta nesses Ultimos 12 | nos dltimos 12 meses?

INFORMACOES CORRELACIONADAS A DROGAS (élcool/tabaco/drogas ilicitas)
57 — Vocé ja consumiu bebida alcodlica

55 - Vocé fez algum procedimento cirdrgico

1 Sim I:I
I:I 2 Néo
3 Néo sabe
Se sim, Qual(is):

58 - Durante os Ultimos 3 meses com que frequéncia
vocé tem consumido bebida alcodlica?
1 — Todos os dias
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1-Sim
2 - Néo

1-Sim

2 - Néo

3 — Recusou-se
Se ndo, va para 63

[]

3 — Recusou-se
Se ndo, va para 63

[]

2 — Quase todos os dias

3 -3 abdias por semana

4 -1 a2 dias por semana

5 —2 a3 dias por més

6 — 1 vez por més

7 — Menos de 1 vez por més

[]

59 —Vocé consumiu bebida
alcoodlica dentro dos Gltimos 30 dias

alcodlica?
1-Sim |:|
2 - Néo
Se ndo, va para a questao 63

N&o sabe

60 — Durante os ultimos 30 dias em
guantas ocasides vocé ingeriu bebida

[]

61 — Quais das bebidas vocé ingere com mais
frequéncia?

1 - Cerveja

2 - Cachaga

3 — Licor

4 - Vinho

5 - Wisky

6 — Outra — qual(is)

[ ]

alcool?

1-Sim
2 — Nao

62 — Voce esta atualmente em tratamento para um problema com o

[ ]

1-Sim
2 - Néo

63 — Vocé fuma atualmente algum produto do tabaco, tais
como cigarro, charuto, cachimbo?

[ ]

64 — Em média quantos vocé fuma por dia?
1-1a 10 cigarros (até meio mago por dia

2 —11 a 20 cigarros (meio a um mago) por dia
3 - Mais de 20 cigarros (mais de um mago)

5 - Né&o sabe

65 — Quantos anos voce tinha
quando comegou a fumar?

66 — Qual dos tipos abaixo vocé fuma:

[ ]

1 - Cigarro de palha
2 — Cachimbo

3 - Charuto

4 — Rapé

5 — Cigarrilha

4 — De 1 a 10 cigarros por semana
I:I 6 — Fumo de rolo

[]

N&o sabe

67 — Voce ja experimentou:

Cola

1 - Nunca usou

2 - Usei alguma vez na vida
3 - Usei no ultimo ano

4 - Nao usei no ultimo ano
5 — Uso constantemente

[ ]

Por quanto tempo?

Crack

1 - Nunca usou

2 - Fumei alguma vez na vida
3 - Fumei no ultimo ano

4 - Nao fumei no ultimo ano
5 — Fumo constantemente

[ ]

Por quanto tempo?

Cocaina

1 - Nunca usou

2 - Usei alguma vez na vida
3 - Usei no ultimo ano

4 - Nao usei no ultimo ano
5 - Uso constantemente

[ ]

Por quanto tempo?

Maconha

1 - Nunca usou

2 - Fumei alguma vez na vida
3 - Fumei no ultimo ano

4 - Néo fumei no ultimo ano
5 — Fumo constantemente

[]

Por quanto tempo?

Ficha de coleta de dados

Data da coleta: Pesquisador:

1-Sim

2 —Nao

3 — Sem registro

3 — Qual a data de diagdstico da Aids?

/ /
1 —Clinico
2 — CD4 de 201 a 350 cel/mm
4 — Qual a data que o paciente apresentou CD4 abaixo de 350 pela primeira vez?
2 oo []

DADOS DA INFECCAO PELO HIV/AIDS
3 — CD4 <200 cel/mm
2 — sem registro

1 - O paciente tem Aids? 2 — Qual o critério de definicdo do caso Aids?
4 — Sem registro
3 — Néo se aplica

1- / /
2 — Sem registro

5 — Qual a data o primeiro teste anti-HIV reagente?

[ ]

6 — Existe algum tratamento anti-retroviral?

[ ]

1- Sim
2 — Nao

1- / /
2 — Sem registro
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7 — Qual a combinacéo de classes do esquema atual?
1-2ITRN + ITRNN

2-2ITRN+IP

3—-2ITRN + IP/r

4 —|ITRN +ITRN + IP

5—ITRN + ITRNN +IP/r

6 —ITRN + IP/r + IF

7 —outras

8 — Sem registro

Inibidor da Transcriptase Reversa Analogo de | Inibidor da Transcriptase Reversa Ndo Analogo de | 20 — Ritonavir — RTV — Norvir
Nucleosideo (ITRN) Nucleosideo (ITRNN) 21 — Saquinavir — SQV — Invirase
1 — Abacavir - ABC — Ziagen 10 — Efavirenz EFZ — Stocrin 22 — Saquinavir/Ritonavir — SQV/r
2 — Didanosina - ddI — Videx 11 — Nevirapina — NVP — Viramune 23 — Tipranavir — TPV — Aptivus
3 - Estavudina — DAT — Zerit
4 — Emtricitabine — FTC — Emtriva Inibidor de protease Inibidor de Integrase
5 — Lamivudina — 3TC — Epivir 12 — Amprenavir — APV/r - Agenerase 24 — Raltegravir — RAL — Isentres
6 — Tenofovir — TDF — Viread 13 — Atazanavir — ATV — Reyataz
7 — Zalcitabina — DDC — Hivid 14 — Atazanavir/Ritonavir — ATV/r Inibidor de Fuséo
8 — Zidovudina + Lamivudina AZT + 3TC — 15 — Darunavir — DRV — Prezista 25 — Enfuvirtida — ENF ou T-20 —
Biovir 16 — Indinavir — IDV — Crixivan Fuzeon
9 — Zidovudina AZT - Retrovir 17 — Indinavir/Ritonavir — IDV/r

18Lopinavir/Ritonavir — LPV/r - Kaletra Inibidor de CCR5

26 —Maraviroc — MVC - Celsentri

8 — valor atual do CD4 (nos ultimos 4 meses) 9 — Valor atual da Carga viral (nos ultimos 4 meses)
1-CD4 cel/mmd data: /| 1- copias/mL data___ /[
2 — Sem registro I:I 2 — Sem registro I:I

10 - Valor de menor nivel de CD4 (Nadir)

1-CD4 cel/mm? data: / / I:I
2 — Sem registro

11 — Uso previo de Antibiotico 12 - Droga antimicrobiana utilizada ns ultimos 12 meses.

nos ultimos 12 meses 1 — Sulfonamida
2 —Penicilina
I:I 3 — Clindamicina
Sim 4 — Rifampicina
5 — Cefalosporina
6 — Vanco/Teico
I:I N&o 7 — Linesolida
8 — Daptomicina
9 — Aminoglicosideo
I:I Sem registro 10 — Quinolonas
11 — Meticilina/oxacilina
13 — Duragéo do tratamento 12 — QOutro

antimicrobiano
12.1 - O uso de ATBs foi profilatico, terapeutico ou ambos e qual o motivo do uso?

1 — Profilatico |:|
I:I Dias 2 — Terapeutico

3 — Profilético e terapeutico

Observagao:




