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RESUMO

Introducéo: A colonizacdo nasal por Staphyloccocus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) é o principal fator de risco para o desenvolvimento de infec¢ao por este micro-
organismo. Portadores do virus HIV apresentam risco elevado de infec¢do por MRSA,
apresentando maiores taxas de morbimortalidade que a populacdo geral. Objetivo:
Avaliar a prevaléncia e a incidéncia de colonizagao nasal por MRSA em pacientes HIV
positivos internados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI —
Fiocruz. Material e métodos: Estudo de coorte retrospectivo em Unico centro com
amostras de MRSA (172) obtidas por coleta de “swab” nasal e sitios de infeccao.
Foram incluidos 764 pacientes entre janeiro de 2010 a dezembro de 2015. Os dados
clinicos e epidemiolégicos foram obtidos por analise dos prontuarios eletrdnicos.
Foram realizadas caracterizacdo fenotipica e genotipica por PCR para os genes
Sa442 e mecA, além dos genes da PVL. A caracterizacdo clonal foi realizada pelas
técnicas de Spa-typing e MLST. As variaveis categoricas foram analisadas pelos
testes Qui-quadrado de Pearson e Wilcoxon. Resultados: A prevaléncia global de
colonizac&o nasal por MRSA foi de 12,2% (IC 95%: 9.8 — 14.5) e a prevaléncia global
de infeccéo foi de 3,5% (IC 95%: 2,2 — 4.8), sendo que a prevaléncia de infec¢ao entre
os colonizados foi de 18,3% (IC 95%: 10,3 — 26,3). Internagdo prévia nos ultimos 12
meses (OR =5; IQR 1.5 - 17.8; p = 0.005) e hepatite B (p=0,01) séo fatores de risco
para colonizacéo, a qual aumenta em 65,5 vezes a probabilidade de morte (OR = 65,5;
IC95%: 29,6 — 166,6). Processos infecciosos aumentam em 35,5 vezes a chance de
ir a 6bito (OR=35,5; 1C95%: 15,3 — 85,5). Os genes Sa442 e mecA foram encontrados
em 100% das amostras. Os clones identificados foram ST239, ST30, ST5 e ST1. A
positividade para os genes da PVL foi maior entre ST30 (89%). Concluséo: A
prevaléncia de colonizacdo na admisséao foi de 5,8 % (IC 95%: 4,1 — 7,4) com 6,6 %
(IC 95%: 4,8 — 8,3) de incidéncia durante a internagao. A Incidéncia de infecc¢éo foi de
1,3% (IC 95%: 0,7 — 1,9). Internacao prévia nos ultimos 12 meses (OR =5; IQR 1.5 -
17.8; p = 0.005), hepatite B (p=0,01) e insuficiéncia renal cronica (p=0,05), séo fatores
de risco para colonizacdo. Processos infecciosos aumentam em 35,5 vezes a chance
de ir a 6bito (OR=35,5; 1C95%: 15,3 — 85,5). Foi confirmada a circulacdo dos clones
ST30, ST239 e ST5 no ambiente hospitalar. Os resultados da CIM para vancomicina
estdo dentro dos valores de sensibilidade.

Palavras chave: HIV/AIDS; MRSA,; Colonizacao; Prevaléncia; Incidéncia.



ABSTRACT

Introduction: Nasal colonization by methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) is the main risk factor for the development of infection by this microorganism.
HIV virus carriers are at high risk for MRSA infection, presenting higher morbidity and
mortality rates than the general population. Objective: To evaluate the prevalence and
incidence of nasal colonization by MRSA in HIV positive patients hospitalized at the
National Institute of Infectology Evandro Chagas - INI - Fiocruz. Material and
methods: Single-center retrospective cohort study with MRSA samples (172) obtained
by nasal swab collection and infection sites. A total of 764 patients were included
between january 2010 and december 2015. Clinical and epidemiological data were
obtained by electronic records analysis. Phenotypic and genotypic characterization
were performed by PCR for the Sa442 and mecA genes, in addition to the PVL genes.
The clonal characterization was performed by Spa-typing and MLST techniques.
Categorical variables were analyzed using the Pearson’s chi-square and Wilcoxon
tests. Results: The overall prevalence of nasal colonization by MRSA was 12.2%
(C195%: 9.8 - 14.5) and the overall prevalence of infection was 3.5% (CI95%: 2.2 -
4.8), being that the prevalence of infection among the colonized was 18.3% (Cl 95%:
10.3-26.3). Previous hospitalization in the last 12 months (OR =5; IQR 1.5-17.8; p =
0.005) and hepatitis B (p = 0.01) are risk factors for colonization, which increases the
probability of death by 65.5 times (OR = 65.5, CI95%: 29.6 - 166.6). Infectious
processes increase the chance of death by 35.5 times (OR = 35.5, CI95%: 15.3 - 85.5).
The Sa442 and mecA genes were found in 100% of the samples. The identified clones
were ST239, ST30, ST5 and ST1. The positivity for the PVL genes was higher among
ST30 (89%). Conclusion: The prevalence of colonization on admission was 5.8%
(Cl195%: 4.1 - 7.4) and 6.6% (C195%: 4.8 - 8.3) of incidence during hospitalization. The
incidence of infection was 1.3% (CI195%: 0.7 - 1.9). Previous hospitalization in the last
12 months (OR =5, IQR 1.5 - 17.8, p = 0.005), hepatitis B (p = 0.01) and chronic renal
failure (p = 0.05) are risk factors for colonization. Infectious processes increase the
chance of death by 35.5 (OR = 35.5, CI95%: 15.3 - 85.5). The circulation of ST30,
ST239 and ST5 clones in the hospital environment was confirmed. The MIC results for
vancomycin are within the sensitivity values.

Keywords: HIV / AIDS; MRSA; Colonization; Prevalence; Incidence.
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1 INTRODUCAO

O cenério da pandemia do HIV/AIDS observado em todos os continentes &
considerado um problema grave de saude publica e um desafio no &mbito mundial
(Morgado et al., 1998a). De acordo com o] Programa
Conjunto das Na¢des UNIDAS sobre HIV/AIDS (UNAIDS - Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS), 36,7 milhdes de pessoas em todo o0 mundo vivem com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sendo 1,8 milh6es de novas infeccdes
ocorridas anualmente, contabilizando um milhdo de mortes por AIDS relatadas em
2016 (Unaids, 2017). A maior parte (95%) das novas infec¢Bes por HIV ocorre em
paises de baixa e média renda (Ferreira DC et al., 2014).

Diversos estudos demonstram que pacientes HIV positivos apresentam
maiores taxas de colonizacdo e infeccdo por Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA), e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), em
comparacao com pacientes HIV negativos (Crum-Cianflone et al., 2007; Cole and
Popvich, 2013). As infec¢cbes nestes pacientes sao clinicamente semelhantes as
observadas na populacdo em geral (furunculoses, celulites e abscessos), além dos
quadros invasivos como bacteremia, endocardite, pneumonia e infec¢cbes
osteoarticulares. Particularmente, observam-se infec¢cdes de pele nas areas peri-
inguinal e perianal, incluindo nadegas, virilhas e escroto (Diep et al., 2008; Furuno et
al., 2011).

O Brasil, com uma populacdo de aproximadamente 207,7 milhdes de
habitantes de acordo com o Banco Mundial 2016 (https://data.worldbank.org) ocupa o
primeiro lugar nas Américas em numero de casos de AIDS notificados

(https://unaids.org.br) e apresenta uma média de 40 mil novos casos notificados por

ano. Estima-se que em 2017, 511 mil pessoas estdo em uso de antirretrovirais e,
aproximadamente 112 mil individuos desconhecem o estado de portador do virus HIV
(http://www.aids.gov.br/pt-br). O Estado do Rio de Janeiro apresenta o segundo maior
numero de casos de AIDS, respondendo por 14% das notificacdes. A cidade do Rio
de Janeiro, a segunda maior do pais, tem uma populacdo na area metropolitana de
mais de 10 milhdes de pessoas, sendo responsavel por 90% de todos os casos de
AIDS notificados no estado (Ribeiro et al., 2014).


http://dicsiglas.com.br/modules/lexikon/entry.php?entryID=1573
http://dicsiglas.com.br/modules/lexikon/entry.php?entryID=4745
http://dicsiglas.com.br/modules/lexikon/entry.php?entryID=2582
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20Dde%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25518036
https://unaids.org.br/
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O Brasil teve sucesso em reduzir os custos dos cuidados com a saude desses
individuos através do uso de medicamentos antirretrovirais mais amplamente
disponiveis (Okie, 2006). Em 1996, foi estabelecido um programa de acesso universal
ao tratamento antirretroviral combinado (CART- combination antiretroviral therapy). O
impacto desse programa pode ser observado no significativo aumento da sobrevida e
da qualidade de vida desses individuos (Grinsztejn et al., 2013).

No entanto, as infec¢des bacterianas continuam entre as principais causas de
morbidade e mortalidade nessa populacdo e ndo parecem ter sofrido impacto
significativo com a disseminacao do uso da terapia antirretroviral combinada e, com
frequéncia, evoluem para sepse (Japiassu et al., 2010). Prevenir e melhorar o manejo
dos pacientes com essas condi¢cdes é uma prioridade. A importante participacdo das
infeccbes bacterianas na morbi-mortalidade das pessoas vivendo com HIV ja foi
demonstrada na coorte de pacientes que recebe assisténcia no INI/Fiocruz (Japiassu
et al., 2010; Ribeiro et al., 2014)

2 Staphylococcus aureus

2.1 Principais caracteristicas

A primeira descricdo formal do género Staphylococcus foi realizada por
Rosenbach em 1884. Inicialmente associado a familia Micrococcaceae (Skerman et
al.1980), foi reclassificado e incluido na familia Staphylococcaceae (Bannerman,
2003), a qual é composta atualmente por 53 espécies e 28 subespécies

(http://www.bacterio.net/staphylococcus.html), sendo que 17 delas ja foram isoladas

de amostras biol6gicas humanas (Koneman et al. 2001). A espécie Staphylococcus
aureus é uma bactéria anaerdbica facultativa, imével e nao esporulada.
Morfologicamente, se apresenta como cocos Gram positivos dispostos no formato de
“cachos de uva’”, ou seja, agrupados (Tortora et al. 2005). Além dessas caracteristicas,
a morfologia colonial, a producdo de coagulase e catalase, a capacidade de
fermentacdo do manitol e da trealose e a producéo de nuclease estavel (DNAse) séao
fatores importantes para a definicdo da espécie. A reacdo da coagulase em tubo e o
crescimento em agar manitol sao os testes mais utilizados nos laboratérios clinicos na

identificacdo presuntiva da espécie (Kloos e Bannerman, 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27266557
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grinsztejn%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23577074
http://www.bacterio.net/staphylococcus.html
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Staphylococcus aureus possui ampla distribuicdo no ambiente e cerca de 20%
a 40% da populacdo adulta apresenta colonizacdo das narinas anteriores por este
microrganismo, embora possa estar presente em outros sitios de colonizacdo como
pregas cutaneas, perineo, axilas e vagina, podendo permanecer como parte da
microbiota humana normal. Pode, ainda, causar infec¢des oportunistas importantes
(Koneman et al. 2001)

O principal reservatorio de Staphylococcus aureus € o ser humano. Trés
estados de portadores tém sido definidos quanto a colonizacdo nasal em humanos:
persistentes, intermitentes ou transitorios. Ha também os n&o portadores (Stenehjem,
Himland, 2013). A colonizacdo €é considerada como fator de risco para o
desenvolvimento de infec¢cdes em diversos sitios, principalmente em pacientes que
realizam hemodialise, dialise peritoneal ambulatorial continua e em pessoas vivendo
com o virus HIV (Stenehjem, Himland, 2013). Os processos infecciosos podem variar
desde infec¢Bes cutdneas como impetigo, foliculite, furdnculos e carbdnculos até
doencas potencialmente fatais como pneumonia necrosante, endocardite infecciosa,
osteomielite e sepse (Liu et al., 2011).

O estabelecimento de um processo infeccioso depende de uma série de
substancias capazes de auxiliar a permanéncia e as inUmeras acdes patogénicas
causadas pela bactéria e seus metabdlitos no corpo humano. O conjunto dessas
moléculas recebe a denominacgéao geral de fatores de viruléncia (Kong, Vuong & Otto,
2006).

A capsula € uma estrutura externa a parede celular formada por
polissacarideos e produzida pela maioria das cepas de S. aureus. Essa estrutura pode
impedir a acdo fagocitaria de macréfagos e leucécitos polimorfonucleares e facilitar a
aderéncia do microrganismo as células dos hospedeiros e dispositivos protéticos
(Koneman et al. 2001). De acordo com a imunotipificacdo do polissacarideo capsular,
ha 11 sorotipos, sendo os tipos 5 e 8 responsaveis por 70% a 80% das infeccbes
causadas nos seres humanos (Lowy, 1998; Koneman et al. 2001).

A proteina A estafilocécica presente na superficie da parede celular de S.
aureus tem a capacidade de se ligar a regido Fc dos anticorpos da classe G (IgG),
dificultando o processo de opsonizacdo e ativacdo do sistema complemento,
impedindo a fagocitose do microrganismo pelos leucdcitos polimorfonucleares

(Koneman et al. 2001). Possui, ainda, a capacidade de ativar o fator de necrose
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tumoral 1 (TNFR1) presente no epitélio das vias aéreas, provocando inflamacgéo
aguda e leséo pulmonar (Gomez et al. 2004).

As hemolisinas possuem importante papel na sua patogenicidade como a acéo
citotoxica em leucaocitos polimorfonucleares e eritrdcitos; hidrélise da esfingomielina,
um lipocarboidrato presente na membrana celular, agindo contra varios tipos
celulares; inducéo da sintese de AMP ciclico por meio da ativagédo da enzima adenilato
cliclase com ac¢des semelhantes a toxina colérica (Koneman et al. 2001; Vandenesh,
Lina & Henry, 2012).

Além das doencas invasivas, a espécie S. aureus tem a capacidade de causar
uma variedade de enfermidades e agravar 0s processos infecciosos em decorréncia
da producédo de diversas toxinas. As enterotoxinas sdo substancias produzidas e
secretadas, provocando quadros de gastroenterites decorrente do consumo de
alimentos contaminados. Destaca-se também a toxina da sindrome do choque toxico
1 (TSST-1) capaz de acometer mais de um sistema organico ao mesmo tempo como
0 gastrointestinal, muscular, renal, hepatico, hematolbgico e sistema nervoso central
e a toxina esfoliativa que causa a sindrome da pele escaldada (Koneman et al. 2001).

A toxina denominada Leucocidina de Panton-Valentine (PVL) resulta da
interacdo sinérgica entre duas proteinas (LukS-PVL e LukF-PVL) codificadas pelos
genes pvl (IukS e IukF) os quais séo inseridos em seu cromossomo pelo fago gPVL
(Burst et al., 2012), formando poros na membrana plasmatica dos polimorfonucleares,
0 que determina a morte celular por necrose ou apoptose. A liberacdo do conteudo
citoplasmatico agrava o processo inflamatério potencializando os danos teciduais,
culminando na piora do quadro infeccioso (Boyle et al., 2007; Said et al., 2005).

Varias enzimas produzidas por S. aureus contribuem para sua patogenicidade.
Dentre elas, podemos citar a catalase, com capacidade de inativar o peroxido de
hidrogénio e radicais livres provenientes do sistema mieloperoxidase presente no
citoplasma das células fagocitarias; a coagulase, atuando com fator protetor ao
recobrir a célula bacteriana com fibrina impedindo os processos de opsonizagéo e
fagocitose; as fibrinolisinas, que degradam os coagulos de fibrina permitindo a
disseminagdo do micro-organismo; a hialuronidase capaz de digerir a matriz
extracelular nos tecidos auxiliando no processo de disseminacdo para areas
adjacentes a infecgéo; as lipases, contribuindo para a disseminacdo nos tecidos

cutaneos e subcutaneos (Koneman et al., 2001).
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2.2 Resisténcia aos antimicrobianos

2.2.1 Resisténcia a Penicilina

O advento da antibioticoterapia na primeira metade do século passado
proporcionou consideravel avanco na pratica médica e saude publica em geral (Stein
& Wells, 2010). Porém, a espécie S. aureus vem demonstrando ao longo do tempo
notavel habilidade em desenvolver resisténcia aos antimicrobianos. Um ano apés a
introducdo da penicilina no mercado, antibidtico da classe dos beta-lactamicos, foi
relatada a primeira amostra resistente. Tal caracteristica se deve a aquisicdo de um
plasmidio capaz de codificar uma enzima denominada beta-lactamase ou penicilinase,
responsavel por degradar o anel beta-lactamico presente na molécula desses
antibiéticos (Kejela & Bacha, 2013).

Como alternativa terapéutica, foi introduzida no mercado, em 1959, a meticilina
(Parker & Jevons, 1964), uma penicilina semi-sintética ndo hidrolisavel pelas beta-
lactamases (Chaterjee & Otto, 2013). Entretanto, foi reportada jA& em 1961 a primeira
cepa de S. aureus resistente a meticilina, sendo denominada MRSA (do inglés,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus), tipicamente causando infec¢cbes em

pacientes hospitalizados (Baba et al., 2002; Havaei et al., 2012).

2.2.2 Resisténcia a Meticilina

A resisténcia aos beta-lactamicos ndo hidrolisaveis pelas beta-lactamases, tais
como a meticilina e seu congénere, a oxacilina, recebe a denominacdo geral de
“resisténcia a meticilina” e € considerada de grande importancia, uma vez que estes
antimicrobianos sao a primeira linha para o tratamento das infec¢bes por S. aureus
resistentes a penicilina (Martineau et al., 2001; Baba et al., 2002). Amostras de MRSA
séo consideradas resistentes a todos os antibioticos beta-lactamicos (CLSI - Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2016). O sucesso do mecanismo de resisténcia
se deve a aquisicdo do gene mecA, por cepas sensiveis de Staphyloccocus aureus
(MSSA - methicillin-susceptible Staphylococcus aureus), o qual esta inserido em um
elemento genético movel denominado Cassete Cromoss6mico Estafilocdcico mec

(SCCmec), capaz de ser transferido entre espécies distintas de Staphylococcus
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(Garza-Gonzélez et al., 2010). A expressao deste gene permite a essas cepas, agora
resistentes (MRSA), a codificacdo de uma proteina de liga¢éo a penicilina (PBP2a ou
PBP2’, do inglés penicillin binding protein) com reduzida afinidade aos antimicrobianos
da classe dos beta-lactamicos, tornando ineficiente a atividade bactericida do farmaco
(Ito et al., 1999; Ferreira et al., 2014).

2.2.3 Resisténcia a Vancomicina

Devido a crescente prevaléncia dos MRSA nos hospitais dos Estados Unidos
no inicio da década de 1980, a vancomicina passou a ser a droga de escolha para o
tratamento empirico das infec¢cbes causadas por MRSA (Maranan et al., 1997;
Appelbaum, 2007; Khatib et al., 2013). Seu mecanismo de agdo contra bactérias Gram
positivas decorre da ligacdo ao residuo D-alanina-D-alanina (D-Ala-D-Ala) localizado
no carbono terminal dos precursores do peptidoglicano, constituinte base da parede
celular (Howe et al., 1998).

Mesmo com a utilizacdo na pratica clinica desde a década de 1960, o perfil de
resisténcia adquirida a este antimicrobiano somente foi observado varios anos depois.
Em 1996, foi descrito no Japéao o primeiro caso de infec¢cado causada por MRSA com
resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA - vancomycin-intermediate S. aureus),
com concentracao inibitéria minima (CIM) de 8 pg/mL (CDC, 1997; Wang et al., 2006;
Appelbaum, 2007; Havaei et al., 2012). Apesar de ter sido descrita a transferéncia in
vitro do operon vanA entre enterococos e estafilococos (Bryce et al., 2000; Havaei et
al., 2012; Courvalin, 2006), nenhum gene ou plasmidio carreando vanA ou outros
genes (vanB, vanC ou vanD) que medeiam a resisténcia total a vancomicina foi
encontrado nessa amostra (Hiramatsu et al., 2001; Musta et al., 2009; Havaei et al.,
2012).

Tal fato sugeriu que 0 mecanismo presente nas amostras VISA era diferente
daqueles mediadores de resisténcia nos enterococos. Mudangas na composi¢ao e
espessura da peptidoglicana poderia estar associado ao fendtipo de resisténcia
intermediaria (Boyle-Vavra et al., 2000). O aumento na deposi¢ao de D-Ala-D-Ala nas
camadas mais externas da parede celular tornando-a mais espessa, aumenta os sitios
de ligagéo a vancomicina, diminuindo sua eficacia devido a competi¢cédo (Havaei et al.,
2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20Dde%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25518036
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O primeiro relato de uma amostra clinica de MRSA plenamente resistente a
vancomicina (VRSA, do inglés vancomycin-resistant S. aureus) surgiu em 2002 na
cidade de Michigan, EUA. O segundo relato ocorreu na Pennsylvania, EUA, dois
meses depois (CDC, 2002; Havaei et al., 2012; Zhu et al., 2008). Estas amostras
apresentavam o determinante de resisténcia vanA, com CIM para vancomicina > 128
pg/mL, 32 ug/mL para teicoplanina e 16 ug/mL para a oxacilina. Em 2004, o terceiro
caso de VRSA nos EUA foi relatado em Nova lorque (CDC, 2004; Zhu et al., 2008).
Desde entdo, outros relatos de VRSA foram divulgados nos Estados unidos, Japao,
Franca, Korea, Africa do Sul, Escdcia, India e Iran (Havaei et al., 2012; Zhu et al.,
2013; Yousefi et al., 2017).

No Brasil, foram relatados entre os anos de 1998 e 1999, cinco amostras de
VRSA em um hospital na cidade de S&o Paulo, onde todos apresentaram CIM para a
vancomicina igual a 8 pg/mL. Naquele momento, todas as amostras foram
classificadas como resistentes conforme recomendacfes do NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards). Porém, nenhum gene de resisténcia
(vanA, vanB e vanC) foi identificado, sendo detectado apenas o espessamento da
parede celular (Oliveira et al., 2001). Em 2012, foi isolado, no Laboratério do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP),
o primeiro VRSA apresentando o gene vanA, causando infeccdo na corrente
sanguinea, bem como o isolamento de Enterococcus faecalis em “swab” de vigilancia
do mesmo paciente, apresentando o determinante vanA de resisténcia a vancomicina
(Rossi et al., 2014).

O mecanismo de resisténcia mediado pelo gene vanA, o Unico até entdo
detectado em VRSA, se deve a sintese de precursores da parede celular com reduzida
afinidade a vancomicina. O residuo D-alanina (D-ala) terminal € substituido por D-
lactato (D-lac), alterando o alvo de ligacao, proporcionando altos niveis de resisténcia
a vancomicina e teicoplanina (Courvalin, 2006). Varios casos de falha terapéutica
passaram a ser relatados no tratamento de pacientes infectados por MRSA que
apresentavam CIM para a vancomicina = 4 ug/ml, até entdo considerados sensiveis
(Musta et al., 2009). Tal fato serviu de base, em janeiro de 2006, para a redefini¢cao
pelo CLSI, antigo NCCLS, dos pontos de corte para a vancomicina. Com a nova
definicho, MRSA com CIM < 2 ug/ml sdao sensiveis, entre 4 e 8 pg/ml séo
intermediarios e com CIM = 16 ug/ml séo resistentes (Wang et al., 2006; Musta et al.,
2009).
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A observacdo do aumento da CIM dentro do valor de sensibilidade foi
denominada “MIC creep” e casos de falha terapéutica foram relatados em pacientes
infectados por estirpes de MRSA com CIM de 2, 1,5 e 1 yg/ml (Sakoulas et al., 2004,
Musta et al., 2009). Soma-se a este fato o nimero dos casos de falha terapéutica
associado as cepas VISA e h-VISA (heterogeneous-VISA). Vérios casos de infec¢des
por estas cepas (h-VISA) tém sido amplamente reportados pelo mundo, as quais se
caracterizam por uma populacéo bacteriana sensivel que apresenta subpopulacdes
com resisténcia intermediaria a vancomicina (Wang et al., 2006).

A técnica de disco-difusdo empregando disco de vancomicina-30ug nao é
capaz de diferenciar cepas sensiveis de intermediérias, além de nao correlacionar o
diametro do halo com o valor da CIM. O laboratério de bacteriologia deve ser capaz
de realizar a identificacdo do agente bacteriano e determinar a concentragao inibitoria
minima dos antimicrobianos mais utilizados, dispondo de técnicas rapidas e
reprodutiveis. A metodologia da microdiluicdo em caldo é considerada como método
padrdo para obtencdo da CIM e deve ser realizada para todas as amostras de
Staphylococcus aureus, a fim de determinar o perfil de susceptibilidade frente a
vancomicina (CLSI, 2015).

2.3 Cassete Cromossomico Estafilocécico mec (SCCmec)

A estrutura do SCCmec é formada por um conjunto de genes que se dividem
em dois complexos génicos essenciais: 0 complexo génico mec e o complexo ccr (ITO
et al. 2003). O complexo génico mec apresenta em sua constituicdo as sequéncias de
insercdo 1S431 e/ou I1S1272, o gene mecA e os genes regulatérios mecl e mecR1. O
complexo génico ccr é constituido pelos genes ccrA, ccrB ou ccrC, responsaveis pela
codificacdo das recombinases, enzimas que medeiam a integracdo e excisdo do
SCCmec no cromossomo, ou seja, sdo responsaveis pela mobilidade do cassete
cromossOmico (Zhang et al., 2009).

A parte restante do SCCmec é composta pela regido J, a qual esta subdivida
(J1, J2 e J3) de acordo com a sua localizacdo no SCCmec, contendo basicamente
genes de resisténcia aos antibidticos. Os subtipos e tamanho do SCCmec séo
determinados por variagdes observadas na regido J em uma mesma combinacgéo
mec-ccr. (Ito et al., 2004; Zhang et al., 2009).
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Até o momento, onze tipos de SCCmec (I — XI) foram definidos (Shore et al.,
2011). Os tipos de | a V apresentam distribuicdo global (Zhang et al., 2009) e,
anteriormente, as variantes IV e V eram associadas as linhagens comunitéarias,
apresentando sensibilidade a maioria dos antibiéticos disponiveis (Okuma et al.,
2002), ao passo que, os tipos I, Il e Ill eram identificados como cepas nosocomiais,
apresentando resisténcia a maioria dos antimicrobianos aprovados pelos critérios
internacionais (Strandén et al., 2009). Esta classificagcdo tem sido substituida por

critérios de tipificacdo genética para definicdo dos complexos clonais.

2.4 HA-MRSA (Healthcare-associated MRSA)

Staphyloccocus aureus resistente a meticilina emergiu na década de 1960 no
contexto das infec¢des relacionadas aos cuidados com a saude, ou seja, restringia-se
ao ambiente hospitalar, sendo denominado HA-MRSA (do inglés, Healthcare-
associated MRSA) (Jevons, 1961; Hidron et al., 2010). Foi estabelecido um grupo
definido de fatores de risco de exposicdo ao MRSA, incluindo hospitalizacdo e
procedimento cirargico recente, hemodidlise, utilizag&do de cateter vascular, bem como

internacdo por longos periodos (Farley et al., 2015).

2.5 CA-MRSA (Community-associated MRSA)

Nos ultimos 20 anos, algumas estirpes passaram a prevalecer como importante
causa das infec¢Oes originadas na comunidade, sendo denominadas CA-MRSA (do
inglés, Community-associated MRSA), tornando-se de grande relevancia para 0s
sistemas de saude (Naimi et al., 2003; Imaz et al., 2015).

As infeccbes por CA-MRSA acometem mais frequentemente pessoas jovens,
atletas (principalmente em esportes de contato), militares, populacdes encarceradas,
e individuos saudaveis sem histérico de exposicao as instituicdes de saude (David et
al., 2008). Apresentam-se normalmente sob a forma de infec¢des de pele e tecidos
moles, como furunculose (Cole & Popovich, 2013). No inicio dos anos 1990, apos a
morte de criancas com o quadro de pneumonia necrosante associada a infec¢ao por
cepas CA-MRSA, sugeriu-se que estas seriam mais virulentas que aquelas HA-
MRSA. Tal fato se deve a capacidade que algumas cepas CA-MRSA apresentam em

produzir uma potente citotoxina, a PVL (Panton-Valentine leucocidin). Os genes da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farley%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25687358

27

PVL séo inseridos no cromossomo bacteriano pela agdo de um bacteréfago, virus que
infectam exclusivamente bactérias. A expressao desses genes é capaz de acarretar
a lise dos glébulos brancos, causando o agravamento do quadro infeccioso, culminado
em infeccdes graves e doencas invasivas, 0 que resulta em quadros de bacteremia,
pneumonia necrosante e fasciite necrosante (Rossney et al., 2007; Cole & Popovich,
2013).

3 METODOS DE TIPIFICACAO GENETICA PARA MRSA

Os clones de MRSA normalmente sao caracterizados por métodos de
tipificacdo molecular, incluindo a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), a
tipificacdo por sequenciamento multilocus (MLST) e spa typing (tipificagdo por

sequenciamento do gene spa, que codifica a proteina A).

3.1 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

A técnica de PFGE analisa o polimorfismo do DNA cromossémico, sendo
considerado o método padrédo na investigacdo epidemiolégica de surtos por cepas
com estreita relacdo genética. O método consiste na utilizacdo de enzimas de
restricdo especificas que, apds o processo de digestao e separacdo de fragmentos de
DNA de todo o genoma bacteriano, gera um DNA fingerpriting do micro-organismo
gue sera comparado com perfis de clones ja conhecidos (Stefani et al., 2012). Possui
alto poder discriminatério do perfil clonal e é a mais utilizada no Brasil, embora tenha
como desvantagens a demora e a dificuldade técnica de execucao, além de ndo dispor
de uma nomenclatura universalmente padronizada (Struelens et al., 2009; Stefani et
al., 2012; Rodriguez et al., 2015).

3.2 Tipificag&o por Sequenciamento Multilocus (MLST)

A técnica Multilocus sequence typing (MLST) baseia-se na analise de
sequéncias de fragmentos de sete genes constitutivos (arcC, aroE, glpF, gmK, pta,
tpiA e yqiL) de S. aureus. Um alelo distinto é atribuido a cada uma das diferentes
sequéncias de cada gene, resultando em um perfil alélico designado sequence-type

(ST). Amostras com mais de cinco alelos idénticos sdo agrupadas em um mesmo
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complexo clonal (CC) (Struelens et al., 2009; Stefani et al., 2012). O método possui
nomenclatura padronizada e facil portabilidade, mas ainda tem custo elevado e baixo
poder discriminatério em situacfes de surto hospitalar (Struelens et al., 2009; Stefani
et al., 2012).

3.3 Tipificag&o por sequenciamento do gene spa ou “Spa-typing”

O método Spa typing é feito pelo sequenciamento de um Unico locus génico,
determinando o polimorfismo da sequéncia da regido variavel X do gene spa. Este
gene codifica a proteina de superficie estafilocécica A (Spa). O tipo de spa € deduzido
da ordem de repeticdes especificas a cada 24 pares de bases (pb) de nucleotideos
constituintes da regido variavel X do gene spa. A cada sequéncia é atribuido um
codigo numérico e a sequéncia desses cddigos pode ser inserida na base de dados
digital (http://www.spaserver.ridom.de), permitindo o registro e as comparacgoes entre
sequéncias de S. aureus descritas em diferentes partes do mundo. Este método, além
de sua especificidade, tornou-se o mais popular para tipificacdo de MRSA devido as
suas muitas vantagens praticas, incluindo o alto rendimento, reprodutibilidade e
completa portabilidade dos dados (Shopsin et al., 1999; Harmsen et al.,, 2003;
Struelens et al., 2009; Stefani et al., 2012).

4 CLONES DE MRSA PREVALENTES

Atualmente, existem cinco linhagens genéticas distintas de CA-MRSA
globalmente predominantes: ST1-1V-USA400, ST8-1V-USA300, ST30-1V, ST59-V e
ST80-IV (David & Daum, 2010; Sowash & Uhlemann, 2014). Os dois ultimos podem
ser considerados pandémicos, pois foram isolados repetidamente em todos os
continentes (Deleo et al. 2010; Monecke et al. 2011). Historicamente, no Brasil,
prevalece na maioria dos hospitais o clone epidémico brasileiro (BEC, Brazilian
Epidemic Clone), caracterizado por carrear o SCCmec tipo llla, apresentar
multirresisténcia e ndo produzir a PVL (Costa et al., 2016). Porém, estudos recentes
demonstraram uma provavel mudanca no perfil genético das amostras de MRSA
circulantes nos hospitais brasileiros, visto que estirpes de diferentes complexos
clonais tem sido isoladas em pacientes internados incluidos nos critérios de

colonizacéo e infeccdo adquiridos no ambiente hospitalar (Chamon et al., 2017).
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5 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV) E AIDS

O virus da imunodeficiencia humana (HIV) é um membro da familia
Retroviridae, pois seu genoma é composto por uma fita simples de &cido ribonucleico
(RNA) e pertencem ao género Lentivirus (Requejo, 2006). A caracteristica comum
entre as retroviroses € a auséncia do acido desoxirribonucleico (DNA) e a necessidade
de se ligar a uma célula hospedeira a fim de replicar o seu material genético, ou seja,
sdo incapazes de se replicar fora de células hospedeiras vivas (Sundquist Krausslich,
2012). Dois virus relacionados, HIV-1 e HIV-2 foram identificados como os agentes
etioldgicos da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, do inglés acquired
immunodeficiency syndrome) (Morgado et al., 1998b). Enquanto o HIV-2 esti
basicamente restrito ao continente Africano e dividido em dois principais subgrupos (A
e B), o HIV-1 apresenta distribuicdo global (Morgado et al., 1998b) e esta dividido em
quatro subgrupos (M, N, O e P), sendo o grupo M a forma pandémica, infectando
milhdes de pessoas em todo o mundo (Sharp & Hahn, 2011).

A AIDS, causada pelo virus HIV, & uma infec¢do sexualmente transmissivel. O
contato sexual com uma pessoa infectada sem a protecédo com preservativo masculino
ou feminino, é principal forma de contdgio. A transmissdo também pode ocorrer
verticalmente, da mae para o filho, durante a gravidez, no momento do parto ou pela
amamentacao, através da transfusdo de sangue contaminado e pelo
compartiihamento de agulha contaminada entre usudrios de drogas injetaveis
(http://www.aids.gov.br/pt-br).

5.1 Epidemiologia do HIV

A partir da identificagdo da AIDS em 1981, um marco historico foi estabelecido
no contexto das enfermidades infecciosas devido a extensdo e magnitude dos danos
causados as populagfes infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Brito, Castilho e Szwarcwald, 2001).

O segmento populacional inicialmente acometido pela epidemia da AIDS eram o0s
homossexuais e bissexuais masculinos, correspondendo a 71% dos casos notificados

em 1984. Atualmente, ha o predominio da transmissao heterossexual com aumento
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significativo dos casos em mulheres (Brito, Castilho e Szwarcwald, 2001; Boletim
epidemiologico HIV/Aids 2017)

A maior concentracdo dos casos de AIDS registrados no Brasil de 1980 a junho
de 2016 esta nos individuos com idade entre 25 e 39 anos para ambos 0s sexos,
correspondendo a 53% dos homens e, 49,4% das mulheres, nessa faixa etaria. Neste
mesmo periodo, foram registrados 842.710 casos de AIDS, sendo notificados
anualmente no pais, uma média de 41,1 mil casos nos ultimos cinco anos, com uma
taxa média de deteccéo de 20,7 casos/100 mil habitantes, mantendo-se praticamente
estavel nos ultimos dez anos (Boletim epidemiologico HIV/Aids 2017).

O Brasil, com uma populacdo de aproximadamente 207,7 milhdes
(www.worldbank.org), ocupa o primeiro lugar nas Ameéricas em namero de casos de
AIDS notificados, contabilizando 48.000 mil novos casos notificados em 2016
(UNAIDS, 2017). O Estado do Rio de Janeiro tem o segundo maior nimero de casos
de AIDS, respondendo por 14% das notificagdes. A cidade do Rio de Janeiro, a
segunda maior do pais, tem uma populacdo na area metropolitana de mais de 10
milhdes de pessoas, sendo responsavel por 90% de todos os casos de AIDS no
estado (Ribeiro et al., 2014).

No final do século 20, mais de 21 milhdes de pessoas no mundo inteiro
morreram de AIDS, mais de 34 milhdes viviam com infec¢do por HIV e mais de 95%
das pessoas infectadas pelo HIV residiam em paises em desenvolvimento (De Cock,
Jaffe & Curran, 2012). No ambito mundial, até o final de 2015, houve um aumento do
ndamero de casos prevalentes, contabilizando 37 milhdes de pessoas vivendo com o
HIV e 1,9 milhdes de novos casos identificados (Grinsztejn et al., 2017).

A prevaléncia de infec¢édo pelo HIV se estabilizou em cerca de 0,8% no inicio
do século 21 e, em 2010, 1,5 milhdes de mortes estimadas por Aids representaram
2,8% das 52,8 milhdes de mortes a nivel mundial (Lozano et al., 2012).

Do inicio da epidemia de AIDS até dezembro de 2014, foram identificados no
territério nacional 303.353 6bitos cuja causa basica foi a AIDS. O coeficiente de
mortalidade padronizado para o Brasil demonstrou um leve decréscimo de 5%,
passando de 5,9 6bitos/100 mil habitantes em 2006 para 5,6 em 2015. Os estados do
Rio Grande do Sul (10,2 6bitos/100 mil hab.), Rio de Janeiro (8,7), Amazonas (8,7) e
Para (8,6) apresentaram coeficiente de mortalidade superior & média nacional. Do

total de Obitos por AIDS registrados no Brasil, 215.212 (70,9%) ocorreram entre
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homens e 88.016 (29,1%) entre mulheres. A razao de sexos se manteve em 20 Obitos
em homens para cada 10 6bitos em mulheres entre 2006 e 2015 (MS, 2016).

6 MRSA E HIV/AIDS

Tem sido observado, em diversos estudos, que pacientes HIV positivos
apresentam maiores taxas de colonizacao e infeccdo por MRSA, em comparacdo com
pacientes HIV negativos (Crum-Cianflone et al., 2007; Cole & Popovich, 2013). O
HIV por si s6 é considerado como um fator para determinar a colonizacdo por MRSA.
Foram observadas taxas de colonizacéo de 0% a 17% entre pacientes ambulatoriais
e 17% a 31% para pacientes internados (Hidron et al., 2010).

As infeccdes nestes pacientes sdo clinicamente semelhantes as observadas na
populacdo em geral (furunculoses, celulites e abscessos), além dos quadros invasivos
como bacteremia, endocardite, pneumonia e Iinfeccbes osteoarticulares.
Particularmente, observa-se infeccdes de pele nas areas peri-inguinal e perianal,
incluindo nadegas, virilhas e escroto (Diep et al., 2008; Furuno et al., 2011).

O tratamento antirretroviral combinado aumentou a expectativa de vida das
pessoas vivendo com HIV, seja pediatrico ou adulto, reduzindo as infeccdes
oportunistas através do restabelecimento do sistema imunolégico, com conseqliente
melhora da qualidade de vida (Ferreira et al., 2014). Entretanto, a resposta imune inata
em pessoas vivendo com HIV, demonstrou significativa disfuncdo dos neutrofilos
podendo aumentar o risco de infeccao bacteriana (Hidron et al., 2010).

O recrutamento ativo dos neutrdéfilos por quimiotaxia até o local da infeccéo,
atua como a primeira etapa para a eliminacao da bactéria. Foi demonstrado uma
reducdo em 45% na quimiotaxia dos neutréfilos em pessoas vivendo com HIV em
comparacdo a individuos saudaveis. Estudos também demonstraram que a
capacidade fagocitica oxidativa dos neutrofilos pode estar associada a redugcédo em
20% da capacidade bactericida intracelular de S. aureus observada em HIV positivos
(Hidron et al., 2010).

Prevenir e melhorar o0 manejo dos pacientes com essas condicdes € uma
prioridade. A importante participacéo das infec¢des bacterianas na morbi-mortalidade
dos individuos infectados pelo HIV ja foi demonstrada na coorte de pacientes que
recebe assisténcia no INI/Fiocruz (Ribeiro et al., 2014). Em 90% dos casos, as

infeccdes relacionadas aos cuidados com a saude foram a causa de sepse, sendo
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gue em 11% casos foram identificados S. aureus como o0 agente causal (Japiassu et
al., 2010).

7 MRSA E INI-FIOCRUZ

Entre janeiro de 1993 a novembro de 1994, foram identificadas as primeiras
amostras de MRSA no Hospital Evandro Chagas, atualmente denominado Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, totalizando 26 amostras obtidas de 15
pacientes (14 HIV positivos e 1 HIV negativo) com processos de colonizacdo e/ou
infeccdo. A partir dai, medidas foram adotadas a fim de interromper a disseminagéo
deste micro-organismo, incluindo programas educacionais, descolonizacdo dos
pacientes e equipe de salde com mupirocina, vigilancia dos pacientes colonizados
e/ou infectados por cultura de “swab” nasal e manutengdo desses individuos em
isolamento de contato (Teixeira, Lourenco & Figueiredo, 1996).

Com o objetivo de monitorar o processo de colonizacao nasal por MRSA dos
pacientes admitidos no Hospital Evandro Chagas, foi estabelecido pelo Laboratério de
Bacteriologia e Bioensaios no mesmo periodo em que foram adotadas pelo hospital
as medidas de controle, o Programa de Busca Ativa, em que colaboradores do
Laboratorio passaram a realizar semanalmente a coleta de “swab” nasal de vigilancia
de todos os pacientes internados.

Em 06 de janeiro de 1997, foi sancionada no Brasil a Lei n°® 9.431 com o intuito
de monitorar e obter dados sobre as infec¢des relacionadas aos cuidados com a
saude, dispondo sobre a obrigatoriedade dos hospitais em criar uma Comissdo de
Controle de InfeccGes Hospitalares (CCIH) e manter um Programa de Controle de
InfeccOes Hospitalares (Schuenck et al., 2009).Tal fato possibilitou a coordenagéo das
atividades de vigilancia epidemiolégica entre a CCIH e o Programa de Busca Ativa,
gue manteve suas atividades até o ano de 2015. A partir dai, foram realizadas apenas

as culturas dos “swabs” nasais de vigilancia coletados pela equipe de saude.
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8 OBJETIVOS

8.1 Objetivo geral

Avaliar a colonizagdo e infeccdo por MRSA em pacientes HIV positivos
hospitalizados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas-INI-Fiocruz no
periodo entre 01 de janeiro de 2010 a 31 de dezembro de 2015.

8.2 Objetivos especificos

a) Determinar a prevaléncia de colonizagdo por Staphylococcus aureus resistente a
meticilina nos pacientes HIV positivos no momento da internacao;

b) Determinar a incidéncia de colonizacdo e infeccdo por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina durante a hospitalizacao;

c) Verificar os fatores de risco associados a morbidade e mortalidade nos casos de
colonizacgao e infeccéo por Staphylococcus aureus resistente a meticilina;

d) Caracterizar genotipicamente, identificando o perfil clonal dos Staphylococcus
aureus resistente a meticilina nesta populacéo;

e) Determinar a concentragdo minima inibitdria (CIM) para vancomicina.

9 MATERIAL E METODOS

9.1 Desenho do estudo

Este € um estudo de coorte retrospectivo em um Unico centro, com amostras
bacterianas de colonizacdo nasal e infeccao, coletadas no periodo entre janeiro de
2010 a dezembro de 2015.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz
em 22 de novembro de 2016 (CAAE: 61727316.7.0000.5262). Consta anexado a este

documento a copia do parecer (Anexo 1).
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9.2 Populagéo e local do estudo

Pacientes HIV positivos internados no INI (Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas - INI — Fiocruz), no periodo entre 01 janeiro de 2010 e 31 dezembro
de 2015. Trata-se de um hospital referéncia para o atendimento a pessoas vivendo
com HIV, localizado na cidade do Rio de Janeiro, RJ, Brasil, com 32 leitos ativos sendo
cinco de Unidade de Terapia Intensiva.

9.3 Critérios de inclusao

1- Ser HIV positivo.
2- Ter sido internado no periodo de 01/01/2010 a 31/12/2015.

3- Ter sido submetido a coleta de “swab” nasal para pesquisa de MRSA.

9.4 Critérios de excluséao

1- Ser HIV negativo.
2- Ser HIV positivo e ndo ter sido internado no periodo 01/01/2010 a 31/12/2015.
3- Ser HIV positivo, internado no periodo 01/01/2010 a 31/12/2015 e néo ter sido

submetido a coleta de “swab” nasal para pesquisa de MRSA.

9.5 Coleta dos espécimes clinicos

Foram coletados “swabs” nasais de vigilancia de todos os pacientes admitidos,
no momento da internacdo pela equipe de saude e, semanalmente, pela equipe do
Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios, durante todo o periodo de permanéncia do
paciente no hospital.

A coleta foi realizada através da introducdo de “swab” de algod&o estéril nas
narinas anteriores de cada paciente, realizando movimentos rotatérios em toda a
cavidade nasal. O material foi enviado imediatamente ao Laboratoério de Bacteriologia
e Bioensaios - INI — Fiocruz para realizagao da cultura.

Os espécimes clinicos de pacientes com suspeita de processo infeccioso foram

coletados pela equipe de saude e enviados ao laboratério para realizacdo da cultura.
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9.6 Cultura dos espécimes clinicos

Os “swabs” nasais foram cultivados em agar manitol salgado (Becton
Dickinson) e incubados em estufa bacterioldgica a 35 ° C = 1, durante 24 a 48 h sob
condi¢cbes de aerobiose.

Os espécimes clinicos de pacientes com suspeita de processo infeccioso
coletados pela equipe médica e enviados ao laboratorio, foram semeados em agar
sangue de carneiro 5% (AS) (Becton Dickinson) e agar chocolate VX (Becton
Dickinson) conforme orientacdes descritas nos POP’s do setor para cada tipo de
material clinico e, incubados em estufa bacteriol6gica (De Leo) a 35 ° C + 1 durante
24h a 48 h em condicdes de microaerofilia.

As amostras de sangue foram coletadas e inoculadas em frasco de
hemocultura automartizada e enviadas ao laboratério, onde foram introduzidas no
aparelno BD Bactec 9050 Blood Culture System (Becton Dickinson). As que
positivaram (sugestivo de crescimento bacteriano), foram semeadas em agar
chocolate VX (Becton Dickinson) e incubadas em estufa bacteriolégica (De Leo) a 35

° C £ 1 durante 24h, em condi¢cbes de microaerofilia.

9.7 Origem das amostras bacterianas

Foram utilizadas amostras bacterianas isoladas e identificadas no Laboratorio
de Bacteriologia e Bioensaios, a partir da cultura dos “swabs” nasais e dos espécimes
clinicos com suspeita de processo infeccioso, oriundas de pacientes HIV positivos
internados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI - Fiocruz,

coletadas no periodo entre janeiro de 2010 a dezembro de 2015.

9.8 Indentificacao fenotipica e caracterizacdo da resisténcia a meticilina

As coldnias manitol positivas obtidas das culturas dos “swabs” nasais em agar
manitol salgado foram selecionadas e submetidas a coloracdo de Gram, aos testes
da catalase e coagulase em tubo. As que se apresentaram como cocos Gram positivos
e com resultados positivos para os testes da catalase e coagulase foram consideradas

Staphylococcus aureus.
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As colbnias identificadas como cocos Gram positivos, obtidas apds cultura dos
espécimes clinicos coletados dos pacientes com suspeita de processo infeccioso, que
apresentaram resultados positivos para os testes da catalase e coagulase em tubo,
foram consideradas Staphylococcus aureus.

O teste de sensibilidade para identificar o fenotipo de resisténcia
a meticilina foi realizado pelo método de Kirby-Bauer (disco-difuséo), utilizando o disco
de cefoxitina-30 ug (Oxoid) como preditor de resisténcia, conforme recomendado pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2010/15). Todos isolados de S. aureus
que apresentaram resisténcia a cefoxitina (halo de inibicdo com didmetro < 21 mm),

foram considerados MRSA.

9.8.1 Fermentac&do do manitol

As colbnias amarelas, indicativas da fermentagdo do manitol em &gar manitol
salgado, foram consideradas sugestivas de S. aureus e reisoladas em AS para

posterior identificacdo e confirmacéo da espécie.

9.8.2 Coloracao de Gram

A caracteristica morfotintorial foi analisada utilizando a técnica de coloracao de
Gram. As colbnias manitol positivas obtidas a partir da cultura dos “swabs” nasais e,
aquelas com morfologia sugestiva, apresentaram ou nao beta-hemdélise em AS apés
culturas dos espécimes clinicos, foram selecionadas. Foi confeccionado um esfregaco
em lamina de microscopia e fixado na chama do bico de Bunsen. A coloracgéo foi
realizada adicionando solucéo de cristal violeta como corante primario por 1 min. Em
seguida, foi adicionado solug¢do de lugol por 1 min e descorado com solucdo de
alcool/acetona por 5 a 10 s, seguindo com a adi¢cdo de solucdo de fucsina como
corante de contraste por 30 s. Entre cada etapa e ao final da coloracao, o esfregacgo
foi lavado delicadamente em &gua corrente. Apés secagem ao ar livre, o esfregago foi
observado em microscopio 6ptico em objetiva de imersdo (100X). Cocos Gram
positivos foram selecionados para posterior identificacéo e confirmacdo da espécie
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9.8.3 Testes da catalase e coagulase em tubo

Uma colbnia sugestiva de S. aureus foi colocada sobre a superficie de uma
lamina, obtida a partir do crescimento em AS, espalhando-a homogeneamente com o
auxilio de uma alca bacteriolégica. Em seguida, foi adicionada uma gota de peroxido
de hidrogénio (H202) a 3% v/v. A formacgao de bolhas foi indicativa da producao da
enzima catalase, caracteristica de S. aureus (Koneman et al. 2001). Foi usada como
controle positivo a cepa ATCC 25923.

O teste da coagulase em tubo foi realizado utilizando o kit BBL™ Coagulase
Plasma, Rabbit with EDTA (Becton Dickinson), seguindo as orientacdes do fabric-
ante. O kit contém plasma de coelho liofilizado o qual foi reidratado com 3,0 mL de
agua destilada. Uma aliquota de 500 uL foi transferida para um tubo com tampa e
duas a quatro colbnias obtidas a partir do crescimento em AS foram transferidas para
o tubo com plasma. Apéds incubacdo em estufa bacteriologia a 37°C por um periodo
de 4h a 24 h, o tubo foi analisado. O teste foi considerado positivo quando houve
formacao de coagulo no tubo, caracteristico de S. aureus. Foi usada como controle

positivo a cepa Staphylococcus aureus ATCC® 25923,
9.9 Criopreservacao dos isolados de MRSA

Todas as amostras de MRSA, tanto de colonizacéo nasal quanto de infeccéo,
foram criopreservadas em caldo TSB (Difco), com 15% de glicerol (MerK) (v/v), a -20
°C.

9.10 Determinacéo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Amostras de MRSA isoladas de infeccdo além do disco de cefoxitina, foram
testadas frente aos seguintes antimicrbobianos (Oxoid) pelo método de disco-difusao,
conforme : amoxicilina-acido clavulanico (20/10ug), ampicilina (10ug), cefalotina
(30ug), ciprofloxacina (5ug), clidamicina (2ug), eritromicina 15(ug), gentamicina
(10uQ), levofloxacina(5ug), linezolida (30ug), penicilina (10U), quinupristin-dalfopristin
(15ug), rifampicina (5ug), sulfametoxazol-trimetoprima (23,75/1,25ug) e tetraciclina
(30ug), conforme recomendado pelo CLSI vigente na data da identificagdo (CLSI
2010; CLSI 2011; CLSI 2012; CLSI 2013; CLSI 2014; CLSI 2015). A partir do
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crescimento em AS, trés a cinco coldnias isoladas foram selecionadas e suspendidas
em um tubo com 3,0 mL de solucéo salina estéril (cloreto de sddio a 0,9%) com auxilio
de uma alca bacterioldgica até atingir uma turvacao correspondente a 0,5 da escala
de McFarland (aproximadamente 108 UFC/mL). Utilizando um “swab” seco e estéril, a
suspensao foi semeada por toda a superficie uma placa contendo agar Mueller-Hinton
(Becton Dickinson), a fim de obter um crescimento confluente. Em seguida, foram
adicionados os discos de antimicrobianos e a placa foi incubada em estufa
bacteriologica a 35°C + 1 durante 18h a 24h. Apds o periodo de incubacéo, os
diametros dos halos de inibicdo foram medidos e os valores obtidos foram analisados
conforme orientagcbes do CLSI para definicio do perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos. A a cepa Staphylococcus aureus ATCC® 25923 foi utilizada como

controle dos testes.

9.11 Determinacdo da concentracgéo inibitéria minima (CIM) para vancomicina

por microdiluicdo em caldo

Em conformidade com as normas estabelecidas pelo CLSI, a determinacéo da
CIM para a vancomicina foi realizada para todas as amostras de MRSA (CLSI 2015).

As amostras criopreservadas foram reativadas em AS e incubados em estufa
bacteriol6gica como descrito no item 9.6. Em seguida, uma Unica colbénia foi semeada
em AS e utilizada no teste de obtencéo da CIM e nos testes moleculares apds extracao
do DNA.

A partir do crescimento em AS, trés a cinco colonias foram selecionadas para
confeccionar a suspensdo bacteriana com turvacdo padronizada na escala 0,5
MacFarland. Como recurso de padronizacdo da suspensao, foi utilizado o aparelho do
Vitek-2, DensiCHEK-plus (nefelébmetro) e seus calibradores. Foram transferidos 50 pL
da suspenséao bacteriana para um tubo contendo 10 mL de caldo Muller-Hinton céation
ajustado - MHCA (Becton Dickinson) estéril. Em uma placa de microtitulagdo (96
pocos) previamente preparada contendo em cada pogo 100 pL do caldo MHCA estéril,
foram aplicados 100 pL da solugéo de vancomicina (Merck), na concentracao de 32
pMg/mL, quatro vezes a desejada no primeiro ponto da curva, realizando diluicbes
seriadas até o ultimo ponto da curva de concentracoes, variando de 16 yg/mL a 0,125
pMg/mL. Posteriormente, foi acrescentado a todos os po¢os da microplaca 100 yL da

suspensao bacteriana diluida. As colunas 11 e 12 foram reservadas para o controle
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interno do crescimento bacteriano, controle interno do farmaco e controle do caldo
Muller-Hinton. ApGs a preparacéo do painel de concentracdes, este foi incubado em
aerobiose a 35+1°C por 24h. Na primeira etapa de avaliacdo, foi considerado o
crescimento bacteriano evidenciado pela turvacdo do meio (Figura 1). Na etapa
subsequente, foi adicionado 100 uL da solugao do agente oxirredutor na concentracéo
de 0,4 mg para cada 2,5 mL da solucdo contendo acool P.A. 40% e 60% de solucdo
tween 80 a 10% (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide — Sigma, USA). Apés um periodo
de incubacéo de 1h a 35+1 °C, foi realizada a leitura considerando o aparecimento da
cor roxa como indicativo de crescimento bacteriano (Figura 2). Os valores das CIM
obtidos nas duas etapas de leitura foram comparados e o resultado da ultima leitura
foi considerado. Os testes foram realizados em triplicata para todas as amostras. Foi

utilizada como controle positivo a cepa S. aureus ATCC® 25923.

Figura 1: Avaliagéo da CIM observando a turvagao
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Figura 2: Avaliacao da CIM observando a formacéao de cor

10

9.12 Extrag&o do DNA bacteriano

As amostras criopreservadas foram reativadas em AS, incubadas em estufa
bacteriol6gica a 35°C+1 durante 48 h sob condi¢cdes de aerobiose. Em seguida, uma
Unica coldnia foi selecionada, inoculada em 5,0 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion)
(Becton Dickinson) e incubado em estufa com agitacdo de 200 rpm a 37°C durante
24h. O DNA bacteriano foi extraido utilizando o KIT da Qiagen (QIAamp® DNA Mini
Kit) seguindo o protocolo do fabricante. Foram transferidos 1000 pyL do crescimento
bacteriano para um microtubo de 1,5 mL sendo centrifugado por 10 min a 7.500 rpm.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 180 uL do tampéo
de lise (Tris HCI, EDTA e Triton X), acrescido de 3,6 uL de lisostafina (10mg/mL) e 36
ML de lisozima (50 mg/ml). Apds incubacao a 37°C durante 30 min, foram adicionados
20 uL de Proteinase K (10mg/mL) e 200 pL do Buffer AL e agitados em agitador tipo
vortex por 15 s. Apés dois periodos de incubacédo a 56 °C e 95 °C durante 30 e 15
min, respectivamente, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 30 s. O
sobrenadante foi descartado e adicionado 200 pL de etanol (PA) ao material
precipitado e agitado no vortex por 15 s. A suspensao foi transferida para a coluna de
extracao com tubo coletor e centrifugada a 8.000 rpm por 1 min. O liquido transferido
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para o tubo coletor foi descartado e o DNA retido na coluna foi reservado. Seguindo a
etapa de lavagem, foram adicionados 500 uL de Buffer AW1 a coluna com tubo coletor
e centrifugada a 8.000 rpm por 1 min. O liquido retido no tubo coletor foi descartado e
adicionou-se 500 pL do Buffer AW2 a coluna, centrifugando-a 14.000 rpm por 3 min.
Finalizando com a etapa de elui¢cdo, o tubo coletor com o liquido retido da etapa
anterior foi descartado e a coluna com o DNA foi transferida para outro tubo coletor
limpo, acrescentando-se 200 uL do Buffer AE. Apés incubacdo a temperatura
ambiente por 5 min, a coluna foi centrifugada a 8.000 rpm por 1 min. O DNA retido no
tubo coletor juntamente com o Buffer AE foi reservado e preservado em freezer a —
20 °C.

9.13 Anélise genotipica

Todos os testes moleculares e analise dos resultados obtidos foram realizados
em parceria com o Laboratorio de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia da

Faculdade da Farmacia da Universidade Federal Fluminense — LEMB-UFF.

9.13.1 Caracterizacdo molecular da espécie

A técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi utilizada para ratificar
a identificacdo fenotipica da espécie através da amplificacdo do gene espécie
especifico Sa442. A identificacdo deste fragmento de DNA de 108 pb foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Martineau et al.1998. Os iniciadores utilizados

estdo descritos abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Iniciadores para andlise do gene Sa442

Tamanho do
Oligonucleotideos Sequéncia dos Iniciadores fragmento (pb)

Sad442 F AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG 108pb

Sad442 R CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA 108pb
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9.13.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA das amostras de MRSA foi extraido conforme descrito no item 9.11. Em
seguida, foram submetidos a reacdo de PCR para identificacdo do gene Sad42. A
reacao de PCR teve um volume final de 25 pL, contendo: 2 pyL da suspensao contendo
DNA extraido de cada amostra, 2,5 uL tampéao de PCR 10X, 1 yL da solucédo de MgCl2
a 25mM, 1,5 yL de dNTP a 2mM, 1 pL de cada primer (iniciador): Sa442 F e Sa442
R, 1,5 U de Tag DNA Polymerase (invitrogen, S&o Paulo, Brasil) e H20 bidestilada
estéril g.s.p 25 pyL. A mistura da reacédo foi levada ao termociclador Mastercycler
Nexus Gradiente, modelo flexlid (eppendorf®, Germany), sob as seguintes condi¢cdes
para amplificacdo: desnaturacéo inicial a 94 °C durante 5 min, 30 ciclos de: 30 s a
94°C (desnaturagao), 1 min a 57°C (hibridizagdo) e 1 min a 72°C (alongamento),
seguido de uma etapa de extensao final a 72°C durante 7 min e resfriamento a 4°C. A
reacdo foi padronizada utilizando como controle positivo a cepa S. aureus ATCC®
25923, controle negativo a cepa Escherichia coli ATCC® 25922 e H20 MILLI Q como

normalizador da reacao.

9.13.3 Visualizagao do material amplificado (gene Sa442)

Apos cada reacdo de PCR, os materiais amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose na concentracédo de 1% p/v em solucdo Tris Borato
EDTA (TBE 0,5M) pH 8,0, utilizando-se como padr&o o marcador molecular de 100 pb
(Amersham Biosciences do Brasil Ltda.). Apds a reacao, o gel foi corado em solucao
contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) durante 10 min, e descorado em agua durante
30 min. Os géis foram observados e fotodocumentados sob luz U.V. com auxilio do
equipamento fotoducumentador L-pix Chemi Aberto (LOCCUS-Cotia-SP-Brasil)
(Figura 3).
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Figura 3: Amplificacdo do gene espécie especifico - Sa442 (108 pb)

CP CN BR 1 /A ORRS ORI () S B - 2R IR A Sl 516

Sad42 (108 pb)

BR: branco da reacdo (reagentes); CN: controle negativo; CP: controle positivo; 1-16:MRSA;
PM: peso molecular (marcador de tamanho molecular - 100 pb)

9.13.4 Caracterizacado molecular da resisténcia a meticilina (mecA)

Todas as amostras bacterianas identificadas como MRSA, foram submetidas a
PCR para verificar a presenca do gene mecA. O tamanho esperado do fragmento &
de 162 pb e os iniciadores utilizados na reacédo (MecA P4 e MecA P7), padronizados

por Oliveira & De Lencastre, 2002, estdo exemplificados na tabela 2

Tabela 2: Iniciadores para analise do gene mecA

Oligonucleotideos Sequéncia dos Iniciadores Tamanho do fragmento (pb)
MecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162
MecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 162

9.13.5 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido foi submetido a PCR para identificacdo do gene mecA. A
reacao de PCR teve um volume final de 25 pL, contendo: 2 pyL da suspensao contendo
DNA extraido de cada amostras, 2,5 pL tampéo de PCR 10X, 1 uL da solugéo de
MgCl2 a 50mM, 1,5 yL de dNTP a 2mM, 1 uL de cada primer (iniciador): MecA P4 e
MecA P7 a 10mM, 1,5 U de Tag DNA Polymerase (invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e
H20O bidestilada estéril g.s.p 25 pL. A reacdo de PCR foi leveda ao termociclador
Mastercycler Nexus Gradiente, modelo flexlid (eppendorf®, Germany), sob as
seguintes condic¢des para amplificacdo: desnaturacao inicial a 94 °C durante 5 min, 30
ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturagao), 30 s a 55°C (hibridizagdo) € 1 min a

72°C (extensdo), seguido de uma etapa de extensao final a 72°C durante 7 min. A
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reacdo foi padronizada utilizando como controle positivo a cepa S. aureus ATCC®
29213 (HU25-MRSA-llla) , controle negativo a cepa Enterococcus faecalis ATCC®
29212 e H20 MILLI Q como normalizador da reagao.

9.13.6 Visualizacédo do material amplificado (gene mecA)

ApOGs cada reacdo de PCR, os materiais amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose, visualizados e fotodocumentados conforme descrito
no item 9.13.3.

Figura 4. Amplificacdo do gene mecA (162 pb)

mecA (162 pb)

BR: branco da reacéo (reagentes); CN: controle negativo; CP: controle positivo; 1-10: Amostras/MRSA,;
PM: peso molecular (marcador de tamanho molecular - 100 pb).

9.13.7 Deteccéo do gene de producédo da toxina PVL (Leucocidina de Panton-

Valentine)

Todas as amostras de MRSA forma submetidos a PCR a fim de detectar a
presenca dos genes LukS-PV e LukF-PV, responsaveis pela producao da toxina PVL.
Os genes foram coamplificados em uma Unica reacdo. Os iniciadores utilizados para
a deteccao de um fragmento de 463 pb descrito por Lina et al. 1999, estéo listados na
tabela 3.
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Tabela 3: Iniciadores para andlise dos genes que codificam a PVL

Tamanho
Oligonucleotideos Sequéncia dos Iniciadores fragmento (pb)
Luk-PV1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 463phb
Luk-PV2 GCATCAAATGTATTGGATAGCAAAAGC 463phb

9.13.8 Reacado em da Polimerase Cadeia (PCR)

O DNA extraido foi submetido a PCR para identificacdo dos genes da PVL. A
PCR teve um volume final de 25 pL, contendo: 2 pyL da suspenséo contendo DNA
extraido de cada amostras, 2,5 yL tampé&o de PCR 10X, 1 uL da solucédo de MgClz a
50mM, 1,5 uL de dNTP a 2mM, 1 uL de cada primer (iniciador): LUkPV1 e LukPv2 a
1uM, 1,5 U de Taqg DNA Polymerase (invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e H20 bidestilada
estéril g.s.p 25 L. A reacdo de PCR foi leveda ao termociclador Mastercycler Nexus
Gradiente, modelo flexlid (Eppendorf®, Germany), sob as seguintes condi¢cdes para
amplificacdo: desnaturacéo inicial a 94 °C durante 2 min; 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1
min a 55°C e 1 min a 72°C; extensao final a 72°C durante 5 min. A reacao foi
padronizada utilizando como negativos a cepa HU25 (MRSA- llla-PVL negativo),
controle positivo a cepa WB 45 (MRSA-IV-PVL positivo) e H20 MILLI Q como

normalizador da reacao.
9.13.9 Visualizagao do material amplificado (gene PVL)
Apos cada reacdo de PCR, os materiais amplificados foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose, visualizados e fotodocumentados conforme descrito
no item 9.13.3.
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Figura 5: Amplificacao dos genes da PVL (LukS e LukF — 463 pb)

PM CP CNBR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

LukS e LukF (463 pb)

BR: branco da reacéo (reagentes); CN: controle negativo; CP: controle positivo; 1-16: MRSA,
PM: peso molecular (marcador de tamanho molecular - 100 pb).

9.13.10 Determinacéo do perfil clonal pela técnica “Spa-typing”

Para determinagédo do perfil clonal, foi utilizado a metodologia descrita por
Shopsin et al., 1999, denominada Spa-typing. Os iniciadores utilizados para a
amplificacdo de um fragmento de DNA variando de 350 a 556 pb, estdo descritos na
tabela 4.

Tabela 4: Iniciadores para andlise do Spa Typing

Tamanho do fragmento

Oligonucleotideos Sequéncia dos Iniciadores (pb)
Spal09s F AGACGATCCTTCGGTGAGC 350-556
Spal517 R GCTTTTGCAATGTCATTTACTG 350-556

9.13.11 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR para identificacdo do perfil clonal pela técnica de Spa Typing, foi
realizada tendo um volume final de 25 uL, contendo: 2 pyL da suspenséo contendo
DNA extraido de cada amostras, 2,5 uL tampéo de PCR 10X, 2 uL da solugéo de
MgCl2 a 50mM, 200 uM de dNTP , 40 nM de cada primer: PA 1095F e PA 1517R, 0,5
U de Taq DNA Polymerase (invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e H20 bidestilada estéril

g.s.p 25 PL. A reacdo de PCR foi leveda ao termociclador Mastercycler Nexus
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Gradiente, modelo flexlid (eppendorf®, Germany), sob as seguintes condi¢cdes para
amplificagéo: desnaturacao inicial a 95 °C durante 10 min, 30 ciclos de 30 s a 95°C
(desnaturacao), 30 s a 60°C (anelamento) e 45 s a 72°C (alongamento), seguido por

uma extensao final a 72 °C por 10 min.

9.13.12 Visualizacdo do material amplificado (Gene spa)

Apoés cada reacdo de PCR, os materiais amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose, visualizados e fotodocumentados conforme descrito
no item 9.13.3.

Figura 6: Amplificacdo do gene spa (350-556 pb)
PM CP 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

gene spa (350-556 pb)

350pb
h h b @ Bed 00 60

<—100pb

BR: branco da reacéo (reagentes); CN: controle negativo; CP: controle positivo; 1-16: MRSA,

PM: peso molecular (marcador de tamanho molecular - 100 pb).

Nota 1: A eletroforese em gel de agarose foi realizada com o objetivo de verificar a amplificacéo do gene antes do
processo de purificacdo do material amplificado e posterior sequenciamento.

Nota 2: As amostras com resultado negativo foram repetidas e confirmadas positivas.

9.13.13 Determinacao do perfil clonal pela técnica MLST (Multilocus Sequence

Typing)

Para a execucgao do MLST, foram sequenciados sete genes constitutivos que
codificam as seguintes enzimas: carbamato quinase (arcC), shikimato desidrogenase
(aroE), glicerol quinase (glpF), guanilato quinase (gmk), fosfato acetiltransferase (pta),
triosefosfato isomerase (tpi) e acetil coenzima A acetiltransferase (yqgiL). A
metodologia foi realizada segundo Enright et al. 2000, utilizando os iniciadores cujas

sequéncias obtidas na pagina eletrénica http://saureus.mist.net/misc/info.asp estéo

descritas na tabela 5.


http://saureus.mlst.net/misc/info.asp

Tabela 5: Iniciadores para analise do Multilocus Sequence Typing (MLST)
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Genes Tamanho/fragmento
Sequéncias dos Iniciadores g Produtos
alvos (pb)
TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
arcC AGGTATCTGCTTCAATCAGCG 456 Carbamato quinase
ATCGGAAATCCTATTTCACATTC o
aroE GGTGTTGTATTAATAACGATATC 456 S'hlklmato
desidrogenase
CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
g|pF TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC 465 Glicerol quinase
ATCGTTTTATCGGGACCATC
GmK  TCATTAACTACAACGTAATCGTA 417 Guanilato quinase
GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
pta  GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA 474 Fosfato
acetiltransferase
] TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA ]
TPl ITTGCACCTTCTAACAATTGTAC 402 Triosefosfato
isomerase
] CAGCATACAGGACACCTATTGGC ) )
YAl CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 516 Acetil coenzima

A Acetiltransferase

9.13.14 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA das amostras foi extraido como descrito no 9.11. Foram feitas reacdes

para os sete pares de primers. A PCR teve um volume final de 25 pL contendo: 2 uL

da suspensédo contendo DNA extraido de cada amostras, 2,5 uL tampéo de PCR 10X,
2 uL da solucdo de MgCl2 a 25mM, 2,5 yL de dNTP a 2 mM, 1 uL de cada primer
(iniciador), 1,5 U de Tag DNA Polymerase (invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e H20

bidestilada estéril g.s.p 25 L. A PCR foi levada ao termociclador Mastercycler Nexus

Gradiente, modelo flexlid (eppendorf®, Germany) sob as seguintes condicdes para

amplificacé@o: desnaturacao inicial a 95 °C durante 5 min, 30 ciclos de 1 min a 95°C

(desnaturagéo), 1 min a 57°C (anelamento) e 1 min a 72°C (alongamento), seguido

de uma etapa de extensdo final a 72°C durante 5 min. As reac¢des da PCR foram

realizadas para cada par de iniciadores utilizando-se os mesmos volumes de

reagentes e a mesma termociclagem para todos os iniciadores.
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9.13.15 Visualizacdo do material amplificado pela técnica de MLST

ApoOs cada reacdo de PCR, os materiais amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose, visualizados e fotodocumentados conforme descrito
no item 9.13.3.

Figura 7: Amplificacdo do gene yqil (516 pb)
PM 1 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
—

— gene yqil (516 pb)

100pb

PM: peso molecular (marcador de tamanho molecular - 100 pb); 1-16: MRSA.

Nota3: A eletroforese em gel de agarose foi realizada com o objetivo de verificar a amplificacdo do gene antes do
processo de purificacdo do material amplificado e posterior sequenciamento.

9.13.16 Purificacdo do produto de PCR

Apoés a realizacdo da PCR para as técnicas de Spa-typing e MLST, os produtos
foram purificados segundo o protocolo do fabricante do Wizard Genomic DNA
purification Kit (Promega Corporation, Madison, USA). Foi adicionando ao produto
amplificado a mesma quantidade (v/v) da solu¢cdo de ligacdo de membrana
(Membrane Binding Solution). Em seguida, a mistura foi transferida para a coluna de
purificagdo com filtro, incubada por 1 min em temperatura ambiente e centrifugada
14.000 rpm por 1 min. Apés centrifugacdo, foram adicionados 700uL da solucdo de
lavagem (Membrane Wash Solution) a coluna de purificacéo e centrifugada a 14.000
rom durante 1 minuto. O filtrado foi descartando e repetido a etapa de lavagem
adicionando 500 pL da solucéo de lavagem, centrifugando-a por 5 min a 14.000 rpm.
O filtrado foi descartado e a coluna foi centrifugada por 1 min a 14000 rpm. A coluna
de purificagdo contendo o DNA adsorvido ao filtro foi transferida para um novo
microtubo de 1,5 mL, adicionados 50 pL de agua livre de nuclease. Apds incubacéo
por 1 min em temperatura ambiente e centrifugado a 14.000 rpm por 1 min, coluna de
purificacéo foi descartada e o filtrado retido no microtubo contendo o DNA purificado,

foi conservado -20°C e posteriormente encaminhado para sequenciamento na
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Plataforma de Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz-IOC-Fiocruz e Instituto

Biomédico da Universidade Federal Fluminense.
9.14 Definicao de colonizacdo comunitaria e hospitalar

Pacientes identificados com colonizacdo em periodo < 48h apds a internacao,
foram considerados com colonizacdo adquirida na comunidade. Entre os pacientes
com colonizacdo adquirida no ambiente hospitalar, o status de colonizado foi
identificado apds 48h de internacdo (CDC, 2013).

9.15 Calculo da prevaléncia global de colonizacdo por MRSA

A prevaléncia global de colonizagéo foi obtida dividindo o total de pacientes

colonizados pelo total de pacientes internados, com intervalo de confianca IC de 95%.

namero de pacientes colonizados

Prevaléncia(colonizagdo) = - -
total de pacientes internados

9.16 Calculo daincidéncia de colonizacdo por MRSA

O coeficiente de incidéncia de colonizagdo foi calculado dividindo o total
pacientes identificados com colonizac&do adquirida no ambiente hospitalar (>48h apos
a internacao) pelo total de pacientes internados no periodo, menos o total de pacientes

com colonizacdo comunitaria (<48h apds a internacéo), com IC de 95%.

pacientes com colonizacao ap6s 48h de internagao
total de pacientes que nao apresentaram colonizagao
no momento da internacao

Incidéncia(colonizagdo) =
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9.17 Célculo da prevaléncia global de infeccéo por MRSA

A prevaléncia global de infeccéo foi calculada dividindo o total de pacientes HIV
positivos identificados com processo(s) infeccioso(s), pelo total de pacientes
internados no periodo, com IC de 95%.

pacientes com infeccao

Prevaléncia (MRSA) = - -
total de pacientes internados

9.18 Célculo da prevaléncia de infeccdo por MRSA entre os pacientes

colonizados

A prevaléncia de infeccdo entre os pacientes colonizados foi obtida dividindo o
total de pacientes colonizados que desenvolveram processo(s) infeccioso(s), dividido
pelo total de pacientes colonizados, com IC de 95%.

pacientes colonizados que
desenvolveram infecgao

total de pacientes colonizados

Prevaléncia (Infecgdo|colonizados) =

9.19 Célculo daincidéncia de infec¢cdo por MRSA

O coeficiente de incidéncia de infeccéo foi calculado dividindo o total pacientes
identificados com infeccdo adquirida no ambiente hospitalar (>48h ap0s a internacao)
pelo total de pacientes internados no periodo, menos o total de pacientes com infec¢céo

comunitaria (<48 apos a internagao), com IC de 95%.

pacientes com infecgao ap6s 48h de internacao

Incidéncia (infecgao por MRSA) = total de pacientes que ndo apresentaram

colonizacao
no momento da internacao
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9.20 Célculo do tempo médio de internagcdo entre os pacientes colonizados que

desenvolveram processo infeccioso

O calculo do tempo médio de internacéo foi calculado dividindo o somatério
do(s) periodo(s) de internacdo de cada paciente colonizado que desenvolveu
processo infeccioso, pelo total de pacientes colonizados e identificados com processo

infeccioso.

Nota 4: Foram consideradas as reinternagdes ocorridas em periodos inferiores a um ano apos a Ultima data de
isolamento do MRSA.
Nota 5: Foram considerados os pacientes colonizados que receberam alta médica e retornaram ao ambulatério

apresentando processo infeccioso, sendo contabilizando o periodo em que permaneceram internados.

9.21 Dados clinicos e epidemiolégicos

Esse estudo utilizou-se da base de dados clinicos da coorte de pacientes HIV
do INI. Todas as informacdes foram obtidas por meio da analise dos prontuéarios
eletrénicos desses pacientes, apos aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica. Foram
coletados os seguintes dados: idade, sexo, data da internagédo, data da coleta do
“swab” nasal e/ou espécime clinico em que foi isolado o MRSA, data da alta médica,
data e causa de Obito, internacdo nos ultimos 12 meses anteriores a data de
isolamento do MRSA, comorbidades, contagem de CD4 e carga viral (periodo
considerado entre seis meses antes e um més apos em relacédo a data de isolamento
do MRSA).

9.22 Definicdo de comorbidades

No presente estudo, foram consideradas comorbidades as doengas cronicas

que se apresentam com maior prevaléncia na populagéo geral.

9.23 Anédlise estatistica

Os dados obtidos foram compilados no software Microsoft Excel e analisados
utilizando o programa de analises estatisticas R (www.r-project.org). As variaveis
categoricas foram analisadas utilizando os testes ndo paramétricos Qui-quadrado de

Pearson e Wilcoxon. A razdo de chance para morte foi calculada usando regressao



53

logistica e intervalo de confianga com 95%. Foi considerado o nivel de significancia
de 5%.
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11 RESULTADOS

Entre janeiro de 2010 e dezembro de 2015, foram admitidos no Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas-INI-Fiocruz 843 pacientes HIV positivos.
Deste total, 764 (91%) pacientes foram submetidos a coleta de “swab” nasal, sendo
513 (67%) do sexo masculino e 251 (33%) do sexo feminino. Setenta e nove pacientes
(9%) nao tiveram seus “swabs” coletados. Dentre estes, 60 nao tiveram seus “swabs”
coletados por falha no protocolo, 15 devido ao 6bito, dois por evasdo, um por motivo
de transferéncia e um por ter recebido alta.

Foram identificados 93 (12%) pacientes portadores de MRSA na cavidade
nasal, sendo 50 (54%) individuos com colonizacédo adquirida no ambiente hospitalar
e 43 (46%) com colonizacdo adquirida ha comunidade.

O Programa de Busca Ativa (BA) foi responsavel pela identificacdo dos 50
(54%) pacientes que adquiriram colonizacdo hospitalar, totalizando 90 (65,7%)
amostras. Os “swabs” coletados na admissdo (ADM) pela equipe de saude
identificaram os 43 (46%) pacientes colonizados na comunidade, totalizando 47
(34,3%) amostras de MRSA.

Dentre os pacientes colonizados, 62 (66%) eram do sexo masculino e 31 (34%)
do sexo feminino, com mediana de idade igual a 40 anos (IQR: 33 —48; p=0,8). Quanto
aos pacientes com colonizacdo comunitaria, 25 (58%) eram homens e 18 (42%)
mulheres, apresentando uma mediana de idade igual a 38 anos (IQR: 31,8 — 43,2;
p=0,3). Em relacdo aqueles que adquiriram colonizacdo nosocomial, a mediana de
idade foi de 41,5 anos (IQR: 35 — 51, p=0,2), sendo 38 (76%) do sexo masculino e 12
(24%) do sexo feminino.

Desse total, 76 (82%) pacientes apresentaram apenas colonizacéo nasal (109
amostras), ao passo que em 17 (18%) pacientes foram obtidas 51 amostras, sendo
28 (55%) de “swab” nasal e 23 (45%) de diferentes fontes de infec¢cdes ou adquiridas
apos a internagdo e hemocultura. Entre os 671 pacientes com “swabs” negativos,
foram obtidas 12 amostras em 10 (1,5%) pacientes (sete homens e trés mulheres),
todos provenientes de sitios com processo infeccioso e hemocultura. Entre os 27
pacientes acometidos por infeccédo, a mediana de idade foi de 40 anos (IQR: 32,5 —
50,5; p=0,7), sendo 22 (81%) pacientes do sexo masculino e cinco (19%) pacientes

do sexo feminino.
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No total, foram analisadas 172 amostras de MRSA obtidas de 103 pacientes

HIV positivos internados no INI no periodo considerado (Tabela 6).

Tabela 6: Total de pacientes colonizados e/ou infectados por MRSA internados no INI-Fiocruz entre
2010 e 2015 e N/Amostras

Colonizacgéo Infeccéo N/Pacientes N/Amostras
Positivo Negativo 76 (74%) 109 (63%)
Positivo Positivo 17 (16,5%) 51 (30%)
Negativo Positivo 10 (9,5%) 12 (7%)

- - 2 =103 (100%) 2 =172 (100%)
2: Somatorio

A prevaléncia global de colonizacdo nasal por MRSA entre os pacientes HIV
positivos internados foi de 12,2% (IC 95%: 9,8 — 14,5) variando ao longo dos anos
(Figura 8).

Figura 8: Prevaléncia global de colonizacdo nasal por MRSA entre os pacientes HIV positivos
internados no INI-Fiocruz no periodo entre janeiro de 2010 a dezembro de 2015
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A prevaléncia de colonizacdo na admisséo, ou seja, relacionada a comunidade,
foi de 5,8 % (IC 95%: 4,1 — 7,4), variando ao longo dos anos (Figura 9).
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Figura 9: Prevaléncia de colonizacao associada a comunidade (<48h apds a internagao)
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O coeficiente de incidéncia de colonizacdo adquirida no ambiente hospitalar foi
de 6,6 % (IC 95%: 4,8 — 8,3), variando ao longo dos anos (Figura 10).

Figura 10: Incidéncia de colonizacdo associada aos cuidados com a saude (>48h apds a internagao)
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A prevaléncia global de infeccdo por MRSA foi de 3,5% (IC 95%: 2,2 — 4.8).
Analisando somente o0s pacientes colonizados que, em algum momento,
desenvolveram processo infeccioso, essa taxa sobe para 18,3% (IC 95%: 10,3 — 26,3).
Entre estes, as datas das internacgdes, a identificacdo dos processos de colonizagao
e infecgdo, bem como o tempo de permanéncia no hospital, foram apresentados na
tabela 7.
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Tabela 7: Pacientes colonizados e infectados. Correlacdo entre as datas de internacéo, colonizacao,
processo infeccioso e o tempo de permanéncia no hospital

Paciente Internagao Colonizagao (d) Infeccéo (d) Internacao (d) Espécime clinicol’ - MIC/vanco
(dt) infecgao (ug/mL)
INI-CI710A 06/07/2010 <48h (2) <48 (2) 3 SF 1,0
INI-CI511C 25/05/2011 <48h (1) >48h (160) 165 SA 1,0
INI-CI1212 11/12/2012 <48h (1) <48h (1) 2 SF 1,0
INI-Cl414A 07/04/2014 <48h (1) <48h (1) 7 SA 1,0
INI-CI113 ()  31/01/2013 <48h (1) ) 1 ¢ 1,0
INI-CI113 (*) (NI) ©) (18) (NI) SF 1,0
INI-CI414B (*)  11/04/2014 <48h (1) ) 4 e 1,0
INI-CI414B (*) (NI) ©) (423) (NI) SA 1,0
INI-CI115 13/01/2015 <48h (1) >48h (34) 54 SG 1,0
INI-CI713 12/07/2013 <48h (2) ) 12 ©) 1,0
INI-CI713 27/07/2013 >48h (24; 40) >48h (43) 52 SG 1,0
INI-CI110 02/01/2010 >48h (6; 16) <48h (2) 19 AT 1,0
INI-CI510 13/05/2010  >48h (88;108)  >48h (76; 112) 138 LBA; SO 1,0
INI-CI511B (*)  14/05/2011 >48h (10) ) 20 ) 1,0
INI-CI511B (*)  01/08/2011 ) <48h (3) 33 SG 1,0
INI-C1610 08/06/2010 >48h (27) >48h (27) 49 LBA 0,5
INI-CI611 ()  17/06/2011 >48h (17) ) 21 ) 1,0
INI-CI611 (¥) (NI) ) (198) (NI) BP 1,0
INI-CI710B 20/07/2010 >48h (41; 61) >48h (44; 56) 73 SG; PtC 1,0
INI-CI910 10/09/2010 >48h (45) >48h (20; 25) 67 PtC; SG 1,0
INI-C1910 24/11/2010 <48h (1) >48h (11) 15 SG 1,0
INI-C1910 12/05/2011 >48h (12) >48h (26; 27) 30 SG; PtC 1,0
INI-CI511A 06/05/2011 >48h >48h (10) 84 LBA 1.0
(4;14,28;41;60)
INI-Cl1214 01/12/2014 >48h (18) >48h (25) 36 SG 1,0
>=17pacientes >=28 isolados >=23 isolados -

AT: Aspirado traqueal; BP: Biopsia de pele; LBA: Lavado broncoalveolar; NI: N&o internou; PtC: Ponta
de cateter; SA: Secre¢do de abscesso; SF: Secregdo de ferida; SG: Sangue; “SN: Swab” nasal; SO:
Secrecao ocular;

dt: data;

d: dias;

(*): Pacientes identificados com colonizacéo durante a internagéo e que retornaram ao ambulatério com
processo infeccioso apos ter recebido alta;

(-): Né&o foi identificado colonizag¢éo ou infeccao.

O coeficiente de incidéncia de infec¢cdo nosocomial foi de 1,3% (IC 95%: 0,7 —
1,9). O tempo médio de internacao foi de 52 dias para os pacientes colonizados que
desenvolveram processo infeccioso. Este periodo aumentou para 65 dias entre os
pacientes que adquiriram colonizagdo no ambiente hospitalar, os quais se
apresentaram colonizados 28 dias em média apés a internagdo. Entre 0s pacientes

com coloniza¢do comunitaria, o tempo médio de internacao foi de 37,5 dias.
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Entre os 10 pacientes acometidos apenas por processo infeccioso, néo
apresentando “swab” nasal positivo para MRSA, aqueles indentificados com infec¢éo
nosocomial, tiveram um tempo médio de 50 dias para o desenvolvimento de infec¢éao
e um periodo médio de internacéo de 56 dias, diminuindo para 16 dias, em média, o
periodo de internagdo entre os pacientes identificados com processo infeccioso
adquirido na comunidade (Tabela 8).

Tabela 8: Pacientes que apresentaram somente infeccdo por MRSA. Correlacédo entre as datas da
internacao, processo infeccioso e tempo de permanéncia no hospital

Paciente Internacgéo (dt) Infecgéo (d) Internacéo (d) Espécime clinico
INI-I811 23/08/2011 >48h (24) 31 AT
INI-11011 10/10/2011 >48h (9) 44 AT
INI-1213 27/02/2013 <48h (1) 38 SA; AS
INI-1614 13/06/2014 <48h (1) 4 AS
INI-I1214A 04/12/2014 >48h (8) 69 AT
INI-11214B 08/12/2014 <48h (1) 18 LP
INI-1115 15/01/2015 >48h (75) 75 SG
INI-1215 14/02/2015 >48h (136) 138 AT
INI-1515 14/05/2015 <48h (1) 11 SA
INI-1915 20/09/2015 <48h (1) 9 SA; SG
2=10 pacientes - - - 2=12 isolados

AT: Aspirado traqueal; d: dias; dt: data; LP: Liquido pleural; SA: Secre¢éo de abscesso; SG: Sangue.

As causas da morte foram categorizadas de acordo com o Protocolo CoDe
(Codificacdo de causas de morte em pacientes HIV). Observando o total de pacientes
(103) identificados com colonizac&o nasal e/ou infeccao por MRSA, 42 (40,7%) foram
a 6bito no periodo do estudo. Entre estes, 17 (40,5%) pacientes morreram por choque
séptico ou outras causas relacionadas a infec¢des bacterianas, sendo que em nove
(21,4%) destes foram identificados MRSA em sitios de infecgdo e hemocultura.

Trés pacientes (7%) morreram por causas diretamente relacionadas as
infeccbes por MRSA. Um paciente por choque cardiogénico, outro por pneumonia e
outro por tromboembolismo venoso tiveram MRSA identificados no sangue e ponta de
cateter, aspirado traqueal e sangue, respectivamente, no mesmo periodo relacionado
as causas de Obito, com trés dias em média entre a identificacdo do processo
infeccioso e a data de 6bito. Em quatro pacientes, as infeccées por MRSA foram
identificadas em média 15 dias antes em relacdo a data de 6bito. Em outros dois
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pacientes com causa de Obito por sepse, as infec¢cées por MRSA foram identificadas
em periodo superior a seis meses antes da data de 6bito (Tabela 9).

Tabela 9: Pacientes colonizados e/ou infectados por MRSA que foram a 6bito no periodo do estudo

Espécime , ,

Pacientes dt/Internacéo dt/Infeccéo dt/Obito Causa/Obito
clinico

INI-CI1110 (**) 02/01/2010 04/01/2010 AT 21/01/2010 Choque séptico
INI-CI710B (**) 20/07/2010 16/09/2010 SG, PtC 01/10/2010 Choque séptico refratario/Stafilo.
INI-CI910A (**) 10/09/2010 06/06/2011 SG, PtC 11/06/2011 Choque cardiogénico
INI-C910A (*) 16/09/2010 “) “) 21/10/2010 Choque séptico/TB disseminada
INI-C910B (*) 23/09/2010 ) “) 01/12/2011 Sepse pulmonar
INI-C1010 (*) 25/10/2010 () () 06/03/2011 Choque séptico
INI-C511 (*) 06/05/2011 O] () 13/03/2012 Choque séptico/TBP
INI-CI1611 (**) 17/06/2011 10/02/2012 BP 27/09/2014 Sepse nosocomial (foco)
INI-C611 (*) 18/06/2011 ) “) 03/08/2011 Outras infecgbes bacterianas
INI-C711 (*) 01/07/2011 ) “) 19/07/2011 Outras infecgdes bacterianas
INI-C911(*) 16/09/2011 () () 04/11/2012 Choque séptico
INI-C312 (*) 08/03/2012 ) “) 18/04/2012 Choque séptico refratario
INI-C512(*) 18/05/2012 ) “) 11/08/2013 Choque séptico /TBP
INI-C912 (*) 06/09/2012 ) “) 24/12/2012 Choque séptico
INI-CI713(**) 12/07/2013 09/09/2013 SG 18/09/2013 Choque séptico associado/cateter
INI-11214B(NC) 08/12/2014 08/12/2014 LP 23/06/2015 Choque séptico
INI-CI115 (**) 13/01/2015 16/02/2015 SG 07/03/2015 Choque séptico
INI-1115 (NC) 15/01/2015 30/03/2015 SG 30/03/2015 Tromboembolismo venoso
INI-1215 (NC) 14/02/2015 29/06/2015 AT 01/07/2015 Pneumonia
INI-C515 (*) 08/05/2015 ) () 09/05/2015 Choque séptico

AT: Aspirado traqueal; AVC: Acidente vascular cerebral; BP: Bidpsia de pele; LP: Liquido pleural; PtC:
Ponta de cateter; SA: Secre¢do de abscesso; SG: Sangue; TB: Tuberculose; TBP: Tuberculose
pulmonar;

dt: Data;

(-): Pacientes sem infeccdo por MRSA;

(NC): Pacientes nao colonizados;

(*): Pacientes somente colonizados;

(**): Pacientes colonizados e infectados.

Apés andlise por regressdo logistica, foi observado que o0s pacientes
identificados com processo infeccioso por MRSA, apresentaram 35,5 vezes mais
chance de ir a 6bito (OR=35,5; 1C95%: 15,3 — 85,5) coparados aqueles que nédo
desenvoleram infecgéo. Analisando os pacientes colonizados, a possibilidade de ir a
Obito se apresentou 65,5 vezes maior (OR = 65,5; IC95%: 29,6 — 166,6) em relcédo aos
nao colonizados.

Pacientes com histérico de hospitalizacdo prévia nos ultimos 12 meses

anteriores a data da coleta do “swab” nasal em que foi identificado o processo de
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colonizacdo por MRSA, apresentaram cinco vezes mais chance de se tornarem
colonizados (OR =5; IQR 1.5 - 17.8; p = 0.005).

Dados sobre as comorbidades (doencas cronicas) prevalentes nesta populacéo
foram obtidos e analisados a fim de verificar possiveis correlacdes com o processo de

colonizacgéo (Tabela 10).

Tabela 10: Analise das principais comorbidades como fator de risco para colonizacéo

Comorbidades MRSA (+) MRSA (-) p-valor

Depresséo 24 (15.4%) 132 (84.6%) 0.65
IRC 5 (31.2%) 11 (68.8%) 0.05

SD MTB 57 (14.0%) 351 (86.0%) 0.86
Diabetes 10 (10.5%) 85 (89.5%) 0.3
Hepatite B 5 (38.5%) 8 (61.5%) 0.01
Hepatite C 1 (8.3%) 11 (91.7%) 0.5
HA 9 (9.4%) 87 (90.6%) 0.16

HA: Hipertensao arterial; IRC: Insuficiéncia renal crbnica; SD MTD: Sindromes metabdlicas
(Dislipidemia; hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia)

A contagem de CD4 para o grupo de estudo apresentou uma mediana de 273,5
células/mm? (IQR 168 - 397.0 células/mm?; p = 0.3) (Figura 11).

Figura 11: Andlise da contagem de CD4 como fator de risco para colonizac¢éo
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A mediana do log da carga viral (logcv) foi de 0.986 copias/mL (IQR 2.225 -
2.598 copias/mL; p = 0.5) (Figura 12).

Figura 12: Analise da quantificacédo da carga viral (logcv) como fator de risco para colonizagdo
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Pela andlise da contagem de células CD4 e da quantificagdo da carga viral
observados no grupo de estudo, os valores de p obtidos iguais a 0,3 e 0,5,
respectivamente, ndo apresentaram significancia estatistica. Porém, analises feitas
separadamente entre 0s pacientes com colonizacdo hospitalar e comunitaria
demonstraram valores de p iguais a 0,006 (mediana: 86,5; IQR: 49 —37775,5) e 0,005
(mediana: 32702; IQR: 79,5 — 143800,5) respectivamente, para a quantificacdo da
carga viral. Os valores de p para a contagem de CD4 foram 0,3 (mediana: 144; IQR:
62 — 252) para os pacientes com colonizacao hospitalar e, 0,4 (mediana: 229; IQR: 31
— 487) para os pacientes com colonizagdo comunitaria.

As amostras obtidas de sitios de infeccdo foram testadas quanto ao perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos pela técnica de disco-difusdo, bem como a
determinacdo da concentracao inibitéria minima para a vancomicina pelo método da

microdiluicdo em caldo (Tabela 11).
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Tabela 11: Fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos e perfil clonal das amostras identificadas em
sitios de infeccao e hemocultura

MIC/Vanco
Paciente Local Espécime clinico  Spa-type/MLST Fenotipo de resisténcia (ug/mL)
. AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN (l), 1,0
INI-CI110 ENF AT (i) 1037/ST239
LEV (I), OXA, P, RD, SXT
. AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN (l), 0,5
INI-CI610 ENF LBA (i) t037/ST239
LEV, OXA, P, RD, SXT
§ . AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV 1,0
INI-CI510 ENF LBA (i), SO (i) 1037/ST239
(I), OXA, P, RD, SXT
. . AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV, 1,0
INI-CI710B ENF SG (i), PtC (i) 1037/ST239
OXA, P, RD, SXT
.. AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV, 1,0
INI-CI910 ENF SG (iii), PtC (ii) t037/ST239
OXA, P, RD, SXT
. AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV, 1,0
INI-CI511A ENF LBA (i) t037/ST239
OXA, P, RD, SXT
. AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV, 1,0
INI-CI511B ENF SG (i) t037/ST239
OXA, P, RD, SXT
INI-CI511C ENF SF (i) t318/ST30 AMP, AMC, KF, OXA, P 1.0
INI-CI710A AMB SF (i) t318/ST30 AMP, AMC, KF, OXA, P 1.0
. AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV, 1,0
INI-CI611 AMB BP (i) t037/ST239
OXA, P, RD, SXT
INI-I811 ENF AT (i) t002/ST5 CIP, DA, ERI, CN, OXA, P 1.0
. AKEEEMBKMO/N AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV, 1,0
INI-11011 ENF AT (i)
T OXA, P
INI-CI1212 AMB SF (i) t318/ST30 AMP, KF, OXA, P 1.0
INI-CI113 AMB SF (i) t318/ST30 AMP, AMC, KF, ERI, OXA, P, RD 1.0
INI-I213 AMB SA (ii) t318/ST30 AMP, AMC, KF, OXA, P 1.0
INI-CI713 ENF SG (i) t318/ST30 CIP, OXA, P 1.0
INI-CI414A AMB AS (i) t318/ST30 OXA, P 1.0
INI-CI414B AMB SA (i) t318/ST30 OXA, P 1.0
INI-1614 ENF SA (i) t318/ST30 OXA, P 1.0
INI-1215 ENF AT (i) t1094/ST5 CIP, DA, ERI, CN, OXA, P 1.0
INI-I1214B ENF LP (i) GKQKAOMQ/NT ERI, OXA, P, RD 1.0
INI-I1214A ENF AT () GKQKAOMQ/NT ERI, OXA, P, SXT 1.0
INI-CI1214 ENF SG (i) t1094/ST5 CIP, DA, ERI, OXA, P, RD 1.0
INI-CI115 ENF SG (i) t037/ST239 CIP, DA, ERI, CN, OXA, P, RD, SXT, TE 1.0
INI-I115 ENF SG (i) t318/ST30 OXA, P 1.0
INI-I515 AMB SA (i) t1094/ST5 CIP, DA, ERI, OXA, P, RD 1.0
. . AMP, AMC, KF, CIP, DA, ERI, CN, LEV, 1,0
INI-1915 AMB SA (i); SG (i) t037/ST239
OXA, P, RD, SXT
=27 pacientes - 2=35 isolados

AMP (Ampicilina); AMC (Amoxicilina-Clavulanato); AT: Aspirado traqueal; BP: Bidpsia de pele; CIP (Ciprofloxacina); CN
(Gentamicina); DA (Clindamicina); ERI (Eritromicina); KF (Cefalotina); LBA: Lavado broncoalveolar; LEV (Levofloxacina); LP:
Liguido pleural; NT: N&o tipavel; SA: Secrecéo de abscesso; SF: Secre¢do de ferida; SG: Sangue; SO: Secrecéo ocular; OXA
(Oxacilina); P (Penicilina); RD (Rifampicina); SXT (Sulfametoxazol-Trimetoprima); TE (Tetraciclina); (i): isolado Gnico por
espécime clinico; (ii): dois isolados por espécime clinico; (iii): trés isolados por espécime clinico.
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Além dos beta-lactdmicos, os t037/ST239 apresentaram resisténcia a
ciprofloxacina, clindamicina, eritromocina, gentamicina, levofloxacina, rifampicina e
sulfametoxazol-trimetoprima, sendo uma amostra resistente a tetraciclina. Aqueles
caracterizados como t310/ST30 apresentaram basicamente resisténcia a oxacilina e
penicilina, sendo uma amostra resistente a ciprofloxacina e outra resistente a
eritromicina e rifampicina. Os clones t002/ST5 e t1094/ST5 apresentaram resisténcia
a ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina e rifampicina, sendo uma amostra
resistente também a gentamicina. As amostras sem definicdo do tipo de spa e MLST
(GKQKAOMQI/NT) foram resistentes a eritromicina, sendo uma delas resistente a
rifampicina e outra a sulfametoxazol-trimetoprima. A Unica amostra
(AKEEEMBKMO/NT), também sem definicdo do tipo de spa e MLST, apresentou

resisténcia a ciprofloxacina, clindamicina, eritromocina, gentamicina e levofloxacina.

Seguindo as orientagbes do CLSI 2015, todas as amostras de MRSA
(colonizacdo e infeccdo) foram testadas quanto ao perfil de sensibilidade a
vancomicina pela técnica da microdiluicdo em caldo. Os resultados da CIM para
vancomicina estdo dentro do valor de sensibilidade variando de 0,5 a 2,0 pg/mL
(Figura 13).

Figura 13: Concentragéo inibitéria minima para a vancomicina pelo método da microdiluigdo em caldo
e valores obtidos
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A fim de confirmar os resultados obtidos nos testes fenotipicos para a

BN

caracterizacdo da espécie e resisténcia a meticilina, 0os genes Sa442 e mecA,
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respectivamente, foram detectados em todas as amostras. Todas as amostras foram
investigadas quanto a presenca dos genes LukS-PV e LukF-PV responséaveis pela

codificacdo da toxina PVL e os resultados encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12: Resultado dos testes moleculares para os genes Sa442, mecA, IukS-PV e lukF-PV
Linhagem clonal:

N°/amostras Resultados da PCR
MLST(ST)/ spa-type(t)
Sad42 mecA PVL(+),(-)
ST1/t127 (UJFKBPE) 4 + +
ST5/t1094 (JMBMDMGMK) 35 + +
ST5/t002 (TIMBMDMGMK) 1 + +
ST30/t318 (WGKKAKAOMQ) 54 + + +(48)/-(6)
ST239/ 1037 (WGKAOMQ) 67 + + +(9)/-(58)
NT/t2032 (HGFMBQBLO) 6 + + +
NT/t5179 (TJGKBPE) 2 + + +
NT/(GKQKAOMQ) 2 + + +
NT/(AKEEEMBKMO) 1 + +

NT: N&o tipavel; (-): Resultado negativo para a presenca do gene; (+): Resultado positivo para a
presenca do gene.

Os resultados para pesquisa dos genes da PVL foram positivos para os clones
ST30 (89%), ST239 (13,5%), t2032 (100%), t5179 (100%) e NT/NT (GKQKAOMQ)
(100%). As nove amostras de ST239 PVL positivo foram identificadas em sete
pacientes, sendo que cinco deles apresentaram somente colonizacdo, um com
colonizacdo e infeccdo (hemocultura) e outro apenas com processo infeccioso
(secrecdo de abscesso e hemocultura). Apos sequenciamento do gene da proteina A
(Spa-typing), as sequéncias (t) obtidas foram confirmadas com os padrdes de
sequéncias (ST) definidas pela metodologia MLST. Foram encontradas as seguintes
correlagfes: t127 (ST1), t1094 (ST5), t002(ST5), t318 (ST30), t037 (ST239), t2032
(sem correlacdo ST), t5179 (sem correlacdo ST). Duas amostras com a sequéncia
“GKQKAOMQ” e uma com a sequéncia “AKEEEMBKMOQO” obtida na analise inicial por

spa-typing ndo apresentaram padréo de leitura pelo MLST (Tabela 13).
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Tabela 13: Resultados dos sequenciamentos obtidos pela técnica spa-typing e MLST

spa-typing Sequéncias (24pb) MLST N°amostras N°/pacientes

t127 UJFKBPE ST1 4 (2.3%) 4 (3.7%)
11094 JMBMDMGMK ST5 35 (20.3 %) 24 (22.3%)
1002 TIMBMDMGMK ST5 1 (0.6) 1 (0.9%)
t318 WGKKAKAOMQ ST30 54 (31.3%) 39 (36.2%)
t037 WGKAOMQ ST239 67 (39%) 30 (27.8%)
2032 HGFMBQBLO NT 6 (3.5%) 5 (4.6%)
5179 TJGKBPE NT 2 (1.2%) 2 (1.8%)

NT GKQKAOMQ NT 2 (1.2%) 2 (1.8%)

NT AKEEEMBKMO NT 1 (0.6%) 1 (0.9%)

- - - =172 =108 [103 + 5(*)]

pb: Pares de bases; NT: N&o tipavel.
Nota7: (*) trés clones distintos foram isolados em um Unico paciente; em trés pacientes foram isolados dois clones

distintos, totalizando cinco MRSA a mais na soma total de isolados (103 pacientes + 5 isolados de 4 pacientes com
mais de um clone).

Entre os pacientes que apresentaram apenas colonizagéo nasal, em 73 (96%)
deles foi isolado somente um clone (Tabela 14). Em outros trés pacientes (4%) foram

isolados mais de um clone (Tabela 17).

Tabela 14: Perfil clonal das amostras nasais identificados de pacientes com um Unico tipo clonal

spa-type/MLST N°/amostras N°/pacientes
t127/ST1 3 (2.9%) 3 (4.1%)
t1094/ST5 26 (25.9%) 17 (23.3%)
t318/ST30 32 (31.7%) 26 (35.6%)
t037/ST239 33 (32.8%) 21 (28.8%)
t2032/NT 6 (5.9%) 5 (6.8%)
t5179/NT 1 (0.9%) 1 (1.4%)
- > =101 (100%) 2 =73 (96%)

NT: Nao tipavel

O perfil clonal de todas as amostras identificadas em processo de colonizacao
associada a comunidade e aos cuidados em saude, além dos respectivos percentuais,

estdo expostos nas figuras 14 e 15, respectivamente.



Figura 14: Percentual dos perfis clonais das amostras de colonizacdo comunitaria por paciente
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Perfil clonal das amostras adquiridos na comunidade

56%

t318/ST30
t194/ST5 2032/NT

t037/ST239

t5179/NT

NT: N&o tipavel por MLST

Figura 15: Percentual dos perfis clonais das amostras de colonizagcdo hospitalar por paciente

Perfil clonal dos isolados adquiridos no ambiente hospitalar

52%

18% 22%
8%
— 7
t037/ST239 t318/ST30 t1094/ST5 t127/ST1

Foi observado em 16 pacientes (94%) colonizados e infectados que, as

linhagens identificadas causando processo infeccioso, foram as mesmas identificadas

na coleta de swab nasal (Tabela 15). Somente em um paciente (6%), a cepa

identificada no processo de colonizacéo foi diferente daquela que causou infeccao

(Tabela 17).
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Tabela 15: Perfil clonal dos MRSA identificados em pacientes colonizados e infectados por um Unico
clone e espécime clinico

N/amostras por

spa-type, MLST N/amostras N/Pacientes N/amostras nasais . o
espécime clinico
t1094/ST5 2(4,3%) 1(6,3%) 1 SG(1)
t318/ST30 12(25,5%) 6(37,5%) 6 SA(2)/SF(4)
AT(1)/BP(1)/LBA(3)
t037/ST239 34(72,2%) 9(56,2%) 18
SG(6)/SO(1)/PtC(3)
- Y= 47 amostras >= 16 pacientes Y= 25 amostras >= 22 amostras

AT: Aspirado traqueal; BP: Bidpsia de pele; LBA: Lavado broncoalveolar; PtC: Ponta de cateter; SA:
Secrecao de abscesso; SF: Secrecao de ferida; SG: Sangue, SO: Secrecdo ocular.

Assim como na maioria dos pacientes colonizados e infectados, a mesma
situacdo foi observada entre 0s pacientes que apresentaram somente processo
infeccioso, em que apenas um tipo clonal foi identificado dos sitios de infeccao e

hemocultura (Tabela 16).

Tabela 16: Perfil clonal dos MRSA identificados em pacientes apenas com processo infeccioso
causado por um Unico clone e espécime clinico

spa-type, MLST N°amostras N°pacientes Espécime clinico
t002/ST5 1(8,4%) 1(10%) AT
t1094/ST5 2(16,6%) 2(20%) AT, SA
t318/ST30 4(33,3%) 3(30%) SA(ii), SG
t037/ST239 2(16,6%) 1(10%) SA, SG
GKQKAOMQ/INT 2(16,6%) 2(20%) AT, LP
AKEEEMBKMOI/NT 1(8,4%) 1(10%) AT
2= 12 isolados 2=10 pacientes

AT: Aspirado traqueal; LP: Liquido pleural; SA: Secrecao de abscesso; SG: Sangue.
(iii): trés isolados por espécime clinico.

Em quatro pacientes, foram identificados mais de um clone de MRSA, sendo
trés pacientes com duas amostras nasais distintas e em um paciente com trés

amostras distintas (duas de colonizagao e uma de infeccao) (Tabela 17).
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Tabela 17: Pefrfil clonal dos MRSA isolados de pacientes colonizados e/ou infectados por mais de um
clone, N/amostras, N/pacientes e espécime clinico

spa-type, MLST N°/amostras N°/pacientes Espécime clinico
t1094/ST5; t318/ST30 1/1 1 SN (ii)
t5179/NT; t1094/ST5 1/1 1 SN (ii)
t1094/ST5; t318/ST30 11 1 SN (ii)
t127/ST1; t1094/ST5; t318/ST30 1/1/1 1 SN (ii), SG (i)
- 2= 9 amostras 2= 6 pacientes -

NT: N&o tipavel; SG: Sangue; SN: Swab nasal.
(i): isolado Unico.
(ii): isolados distintos.

Os principais clones de MRSA identificados em processos infecciosos foram o
t037/ST239 (47,2%) e t318/ST30 (30,5%). Observou-se uma diferenca entre os tipos
de infeccbes causadas por estas amostras (Figuras 16). Os demais MRSA isolados
(ST5/t1094, ST5/t002, GKQKAOMQ e AKEEEMBKMO) foram responsaveis por
22,3% das infeccdes (Figura 17).

Figura 16: Infeccdes causadas pelos clones de MRSA ST239 X ST30 e espécimes clinicos

HST239 M ST30

AT LBA PPM PtC SG SO

AT: Aspirado traqueal; LBA: Lavado broncoalveolar; PPM: Pele e partes moles; PtC: Ponta de cateter;
SG: Sangue; SO: Secrecao ocular.
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Figura 17: Infeccdes causadas pelos demais clones de MRSA e espécimes clinicos

InfeccBes pelos demais clones e espécime clinico

1 11 1 1 1 1 HAT
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AT: Aspirado traqueal; LP: Liquido pleural; NT: Nao tipavel; PPM: Pele e partes moles; SG: Sangue

Os clones de MRSA identificados nos processos infecciosos relacionados as
causas de o6bitos foram os t037/ST239, t318/ST30, t1095/ST5 e GKQKAOMQ/NT
(Figura 18). Seis entre 0s nove pacientes que apresentaram processo infeccioso
também tiveram resultado positivo para colonizacdo nasal, sendo os mesmos clones

identificados nos sitios de infeccdo e hemocultura.

Figura 18: Perfil clonal dos MRSA identificados de pacientes colonizados e/ou infectados que foram a
Obito e N/amostras

GKQKAOMQ/NT
1(11%)
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12 DISCUSSAO

Poucos estudos sobre a prevaléncia de colonizag¢ao por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) em pessoas com HIV foram realizados no Brasil e
América Latina (Reinato et al., 2013). O presente estudo analisou 172 amostras de
MRSA obtidas por cultura de “swab” nasal de vigilancia epidemiolégica e espécimes
clinicos com suspeita de processo infeccioso, coletados de 764 pacientes HIV
positivos internados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI —
Fiocruz, localizado na cidade do Rio de Janeiro, no periodo entre janeiro de 2010 e
dezembro de 2015.

A colonizacéo por MRSA tem sido associada a infec¢cées em muitas populacdes
de alto risco. InfeccBes por este patdgeno se apresentam como importante problema
de saude publica, tanto em ambientes de saude como na comunidade. Individuos
infectados pelo HIV que sdo colonizados, estdo sob risco 6 a 18 vezes maior em
desenvolver infeccbes por MRSA comparados a populacdo geral, acarretando
significativas taxas de morbidade e mortalidade (Zervou et al., 2014).

Nossos resultados demonstraram uma prevaléncia de colonizagédo nasal por
MRSA associada a comunidade de 5,8% (IC 95%: 4,1 — 7,4). O coeficiente de
incidéncia de colonizacdo associada aos cuidados em salde apresentou uma taxa de
6,6 % (IC 95%: 4,8 — 8,3). A prevaléncia global de colonizacéo foi de 12,2% (IC 95%:
9,8 — 14,5). Okado e colaboradores relataram uma taxa de prevaléncia global de 4,8%
de colonizacéo associada a comunidade em pacientes HIV positivos em um hospital
na area metropolitana da Sdo Paulo (Okado et al.,, 2016). De acordo com uma
metanalise realizada por Zervou e colaboradores, a prevaléncia de coloniza¢cao entre
individuos HIV positivos € de 6,9%, correspondendo com a taxa de 8,8% encontrada
nos estudos norte-americanos (Zervou et al., 2014). A prevaléncia de 5,8% de
colonizacédo por MRSA associada a comunidade observada em nosso estudo condiz
com os dados obtidos por Santos e colaboradores e Braga e colaboradores, em que
5,9% dos pacientes HIV negativos admitidos na emergéncia e unidade de terapia
intensiva em um hospital na cidade de Porto Alegre (Santos et al., 2010) e 6,2% das
criangas de uma creche da cidade de Niter6i foram identificados como colonizados
por MRSA (Braga et al., 2014), respectivamente.

A incidéncia de colonizacdo hospitalar de 6,6%, ligeiramente superior a

prevaléncia de colonizacdo associada a comunidade, reforca a importancia da



71

vigilancia constante desses individuos demonstrada pelo Programa de Busca ativa,
identificando 54% do total de colonizados e fornecendo informagfes quanto ao
manuseio desses pacientes, devendo 0s mesmos permanecerem em isolamento de
contato, conforme protocolos de contencdo de disseminacdo de micro-organismos
multirresistentes no ambiente hospitalar.

Identificamos, em 2011, um aumento na prevaléncia de colonizagéo global,
associada a comunidade e aos cuidados com a saude. Tal fato se deve ao provavel
surto pelo clone ST239 na enfermaria e/ou alteracdo na sazonalidade das cepas
MRSA na comunidade.

A prevaléncia global de infeccédo por MRSA apresentou uma taxa de 3,5% (IC
95%: 2,2 — 4.8), com um coeficiente de incidéncia de infec¢cdo nosocomial de 1,3% (IC
95%: 0,7 — 1,9). Analisando somente os pacientes colonizados, a taxa de infeccéo
aumentou para 18,3% (IC 95%: 10,3 — 26,3), corroborando o fato de que o status de
colonizado é por si s6 importante fator de risco para o desenvolvimento de processo
infeccioso, condicao esta amplamente descrita na literatura (Lowy, 2013).

De acordo com a analise comparativa entre pacientes que adquiriram
colonizacéo e foram acometidos por processo infeccioso, foi demonsrado que, entre
0s que adquiriram colonizacdo comunitaria, o tempo médio de internacao foi de 37,5
dias, ao passo que os colonizados no ambiente hospitalar permaneceram internados
65 dias em média, representando um acréscimo de 42% no periodo de permanéncia
no hospital, contribuindo de forma significativa para a morbidade desses individuos.
O mesmo cenario foi observado entre os pacientes que nao foram identificados com
colonizacdo, mas desenvolveram infeccdo por MRSA. Isso reforca ainda mais a
importancia de identificar os pacientes colonizados, 0s quais atuam como
disseminadores e estdo sob maior risco de infeccao.

Analisando os dados clinicos e epidemiolégicos como possiveis fatores de risco
para adquirir colonizagdo nasal por MRSA, foi observado que a internagéo prévia (OR
=5;IQR 1.5-17.8; p = 0,005) foi um fator de risco importante. Resultado semelhante
foi encontrado em estudos anteriores (Sowash & Uhlemann, 2014; Farley et al., 2015;
Okado et al., 2016). Entre as comorbidades, o Unico valor de p com significancia
estatistica foi observados na hepatite B (p=0,01).

A analise por regressao logistica demonstrou que pacientes acometidos por
processo infeccioso foram 35,5 vezes mais propensos em ir a 6bito (OR=35,5; IC95%:

15,3 — 85,5) comparados aos individuos sem infeccdo. Em relacdo aos individuos
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colonizados, foi demonstrado que a chance de ir a 6bito foi de 65,5 vezes maior (OR
= 65,5; IC95%: 29,6 — 166,6) em comparacao aos nao colonizados.

A contagem geral de CD4 (p=0,3) e a quantificacdo da carga viral (p=0,5) nédo
demonstraram significancia estatistica quando comparadas aos nao colonizados.
Analisando separadamente os pacientes com colonizagdo comunitéria e hospitalar,
os valores de p para a contagem de CD4 e quantificagéo da carga viral foram p=0,3
(mediana: 144; IQR: 62 — 252) e p=0,006 (mediana: 86,5; IQR: 49 — 37775,5); p=0,4
(mediana: 229; IQR: 31 — 487) e p=0,005 (mediana: 32702; IQR: 79,5 — 143800,5),
respectivamente. Resultados semelhantes foram observados por Vieira e
colaboradores em um estudo caso-controle com adultos jovens HIV positivos (Vieira
et al., 2016).

Foi constatado que sete pacientes foram a Obito por causas diretamente
relacionadas as infec¢c6es por MRSA. Um paciente por choque cardiogénico, um por
pneumonia e outro por tromboembolismo venoso tiveram MRSA identificados no
sangue e ponta de cateter, aspirado traqueal e sangue, respectivamente, no mesmo
periodo relacionado as causas de 6bito, trés dias em média entre a identificacdo do
processo infeccioso e a data de 6bito. Em quatro pacientes, as infeccées por MRSA
foram identificadas em média 15 dias antes em relacao a data do 6bito.

O método da caracterizacao fenotipica da espécie pelo teste da coagulase em
tubo e da resisténcia a meticilina usando disco de cefoxitina de 30 ug foram ratificados
pela técnica de PCR em todas as amostras por meio da identificacdo dos genes Sa442
e mecA, respectivamente, se igualando aos resultados obtidos por Matos e
colaboradores em um estudo realizado em hospitais localizados na cidade do Rio de
Janeiro (Matos et al., 2010).

A determinacao do perfil clonal pela metodologia spa-typing (t) € MLST (ST)
identificou os seguintes clones de MRSA: t127/ST1, t1094/ST5, t002/ST5, t318/ST30,
t037/ST239, t2032/sem correlacdo ST, t5179/sem correlacdo ST. Duas amostras com
a sequéncia “GKQKAOMQ” e uma com a sequéncia “AKEEEMBKMOQO” obtida na
analise inicial por spa-typing ndo apresentaram padrdo de leitura pelo spa e nem
mesmo pelo MLST.

O Clone Epidémico Brasileiro ST239 (BEC - Brazilian Epidemic Clone)
predominou durante toda a década de 1990 como a linhagem prevalente entre os
MRSA encontrados nos hospitais brasileiros (Oliveira et al., 2001) e na América do

Sul (Sola et al.,, 2012). Este fato foi confirmado pela caracterizagdo molecular do
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primeiro surto de MRSA causado exclusivamente pelo BEC no INI, anteriormente
denominado Hospital Evandro Chagas (Teixeira, Lourenco e Figueiredo, 1996). Essa
cepa se caracteriza por carrear o SCCmec tipo IlIA, ser multirresistente e ndo possuir
0s genes que codificam a PVL (leucocidina de Panton-Valentine) (Brust et al., 2013).

Estudos realizados nos ultimos dez anos vém demonstrando uma mudanca no
perfil molecular de cepas MRSA encontradas em hospitais brasileiros (Cavalcante et
al., 2015; Vieira et al., 2016), com a disseminacédo crescente de duas linhagens: ST5
e ST30. A linhagem ST5 (de Miranda et al., 2007; Pereira et al., 2014), conhecida
como “USA800” ou “Clone Pediatrico” esta relacionada as infecgdes hospitalares,
possui SCCmec tipo IV, ndo possui PVL e apresenta elevado percentual de resisténcia
a eritromicina (Monecke et al., 2011). Ja a linhagem ST30, denominada “Clone do
Sudoeste do Pacifico” (Clone South West Pacific — SWP) ou “USA100”, classicamente
associada as infecc6es comunitarias (Diep et al., 2006; Mediavilla et al., 2012), possui
estreita associacdo com os genes da PVL, sensibilidade aos antimicrobianos néao
beta-lactamicos e carreia o SCCmec tipo IV (Diep et al., 2006). Tais clones também
se tornaram as linhagens mais comuns em hospitais argentinos (Sola et al., 2012).

No presente estudo, os resultados de tipificacédo clonal estdo de acordo com o0s
dados supracitados. Do total de pacientes com coloniza¢do associada aos cuidados
em saude, 26 (52%) estavam colonizados por ST239 (BEC), 11 (22%) por ST5 (Clone
Pediatrico), nove (18%) por ST30 (SWP) e quatro (8%) por ST1 (WA-1, USA400).
Analisando os pacientes com colonizacdo associada a comunidade, 24 (56%) se
apresentaram colonizados por ST30, 10 (23%) por ST5, 5 (12%) por t2032, (2) 4,5%
por ST239 e (2) 4,5% por t5179. Do percentual total de cada cepa isolada por paciente,
33 (35,5%) corresponde a ST30, 28 (30,1%) a ST239, 21 (22,6%) a ST5, 5 (5,3%) a
t2032, 4 (4,3%) ao clone ST1 e 2 (2,2%) a t5179. Esses resultados realcam a
importante participacdo da linhagem ST30 e, em menor grau, da linhagem ST1,
ambas originalmente associadas a comunidade, nos processos de colonizagcao
relacionada aos cuidados em saude, bem como a identificacdo do ST5 com o segundo
percentual mais elevado entre as cepas associadas aos cuidados em saulde,
demonstrando a substituicdo do ST239 (BEC) como o clone prevalente nos hospitais
do pais até o final da década de 1990.

Consenso entre os pesquisadores, o motivo relacionado ao aumento dos
relatos de cepas carreadoras de SCCmec tipo IV e V se deve ao cassete

cromossOomico de menor tamanho comparado aos SCCmec |, Il e Ill, conferindo
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vantagem evolutiva por obterem melhores taxas de crescimento, facilitada pela
melhor mobilidade e transferéncia desses elementos entre as cepas estafilocécicas
(Sowash & Uhlemann, 2014).

A pesquisa dos genes da PVL demonstrou positividade em 89% das amostras
da linhagem ST30, 13,5% das amostras do clone ST239 e em 100% das estirpes
t2032, t5179 e (GKQKAOMQ). Tais achados estdo de acordo com os dados obtidos
por Brust e colaboradores, em que o clone ST30 apresentou elevado percentual de
positividade para o gene da PVL. Foram identificadas amostras do ST239 PVL-
positivas, que classicamente ndo apresentam tal gene (Brust et al., 2013; Souza et al.,
2009). O aumento da prevaléncia de cepas do ST30 PVL-positivas circulantes nos
hospitais brasileiros é, de fato, preocupante. A possibilidade do agravamento do
quadro infeccioso impacta diretamente nos gastos com a salude e na
morbimortalidade, principalmente das pessoas vivendo com o HIV. Soma-se o fato
dos ST239 PVL-positivos que, além da multirresisténcia, agora possuem a capacidade
de gerar o agravamento do quadro infeccioso devido a producédo da toxina, tornando-
se extremante virulento.

Foi observado que, em 16 (94%) dos 17 pacientes colonizados e que
desenvolveram infeccéo, o clone identificado colonizando as narinas anteriores foi o
mesmo identificado causando infeccéo, fato que € amplamente descrito na literatura.
Desses pacientes, nove (56,2%) tiveram infec¢do por ST239, seis (37,5%) por ST30
e um (6,3%) por ST5. Quanto aos pacientes com resultado negativo de cultura de
“swab” nasal, as cepas identificadas nos sitios de infecgdo e hemocultura foram ST5
em trés (30%) pacientes, ST30 em trés (30%) pacientes, ST239 em um (10%)
paciente, GKQKAOMQ em dois (20%) pacientes e AKEEEMBKMO em um (10%)
paciente.

Foi observada uma diferenca entre os espécimes clinicos com cultura positiva
para MRSA entre os clones ST239 e ST30, identificados em 47,2% e 30,5% dos
materiais, respectivamente. ST239 foi identificado em aspirado de secrecéo traqueal
(5,9%), lavado broncoalveolar (17,6%), ponta de cateter (17,6%), hemocultura
(41,2%), pele e partes moles (11,8%) e secrecao ocular (5,9%). O ST30 foi identificado
causando infeccdo em pele e partes moles (91,7%) e em hemocultura (8,2%). Os
clones de MRSA identificados nos processos infecciosos relacionados as causas de
Obitos foram os ST239 (56%), ST30 (22%), ST5 (11%) e GKQKAOMQ (11%).
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Um dado extremamente importante foi que o teste de sensibilidade a
vancomicina feito por microdiluigdo em caldo n&o identificou MRSA resistente a esse
antimicrobiano, sendo todos os valores das CIM correspondendo ao fendétipo sensivel
conforme estabelecido pelo CLSI. Dessa forma, esse farmaco continua sendo uma

opcao terapéutica para tratamento dessas cepas.
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13 LIMITACOES

Os “swabs” de vigilancia coletados em nossa instituicao avaliaram somente a
colonizacdo nasal. Estudos demonstraram que os dados de prevaléncia obtidos
podem estar subestimados em até um terco, comparados aos casos em que as
coletas de “swabs” de vigilancia foram estendidas para outros sitos de colonizagao
como axilas, garganta, virilhas, perineo e reto (Farley et al., 2015). Em uma
metanalise, foi demonstrado que a triagem extra-nasal aumentou a deteccdo de
colonizagéo por MRSA em pelo menos 31,6% (IC 95%, 15,8-50,0). O percentual de
rendimento do rastreio na virilha foi de 19,3% (IC 95%, 11,5-28,5), perirretal 18,5% (IC
95%, 7,4-33,2) e das culturas de garganta 17,5% (IC 95%, 12,0-24) (Zervou et al.,
2014).

A utilizacdo do agar manitol salgado para realizacdo da cultura dos “swabs”
coletados € uma das técnicas utilizadas para identificacdo presuntiva da espécie
Staphylococcus aureus, sendo a mesma utilizada em nosso estudo e rotina
laboratorial para triagem inicial das colénias manitol-positivas e posterior confirmacao
pelo teste da coagulase em tubo. Santos e colaboradores demonstraram que 15% das
amostras de MRSA nao apresentaram fermentacdo do manitol (Santos et al., 2015).
Logo, uma porcentagem das amostras de S. aureus e possiveis MRSA podem ter sido

descartadas, subestimando nossos dados de prevaléncia e incidéncia de colonizacao.
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14 CONCLUSAO

No presente estudo, a prevaléncia de colonizacdo nasal por MRSA nos
pacientes HIV positivos, no momento da internacdo (associada a comunidade), no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas-INI-Fiocruz foi de 5,8% (IC 95%:
4,1 — 7,4). A prevaléncia global de colonizagédo por MRSA em pessoas vivendo com
HIV internadas no INI apresentou uma taxa 12,2% (IC 95%: 9,8 — 14,5). Por sua vez,
a incidéncia de colonizacdo nasal por MRSA durante a internacdo (associada aos
cuidados em saude) demonstrou um coeficiente de 6,6 % (IC 95%: 4,8 — 8,3). O
coeficiente de incidéncia de infeccdo por MRSA durante o periodo de internacao foi
de 1,3% (IC 95%: 0,7 — 1,9), com prevaléncia global de infeccdo de 3,5% (IC 95%: 2,2
—4.8).

A caracterizacdo fenotipica da espécie pelos testes da catalase e coagulase
em tubo, bem como a resisténcia a meticilina pela técnica de disco-difusdo com o
disco de cefoxitina-30ug foram concordantes com os métodos genotipicos, pois todas
as amostras de MRSA apresentaram 0s genes Sad42 e mecA, respectivamente.
Nenhuma amostra foi resistente a vancomicina no teste de microdiluicdo

Os fatores de risco associados a colonizagdo foram internacdo prévia nos
altimos 12 meses (OR=5; IQR 1.5-17.8; p =0.005) e ser portador do virus da hepatite
B (p=0,01).

O status de colonizado elevou a prevaléncia de infec¢cdo para 18,3% (IC 95%:
10,3 - 26,3), quando comparada a prevaléncia global de 3,5% (IC 95%: 2,2 — 4.8).
Pacientes colonizados apresentaram chance de ir a ébito 65,5 vezes maior (OR =
65,5; IC95%: 29,6 — 166,6). A identificacdo de processo infeccioso aumentou em 35,5
vezes a chance de ir a 6bito (OR=35,5; 1C95%: 15,3 — 85,5).

Os perfis clonais identificados colonizando e/ou infectando essa populacao
foram ST239 (Clone Endémico Brasileiro), ST30 (Clone do Sudoeste do Pacifico), ST5
(Clone Pediatrico), ST1 (USA400).
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