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PREFACIO

Este estudo integra a linha de pesquisa de infecgdes bacterianas na
morbimortalidade na infancia, que vem sendo conduzida por pesquisadores do Instituto de
Patologia Tropical e Satde Publica/Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG) com o
objetivo de melhor compreender a colonizacdo nasal por S. aureus e MRSA em uma

populacdo pediatrica vulneravel.

Esta tese estd apresentada no formato tradicional de tese e trata-se de uma
investigacdo sobre a prevaléncia e fatores de risco do portador nasal, além das
caracteristicas moleculares de S. aureus e de MRSA isolados, tanto de criancas atendidas
em Pronto Atendimento, quanto das admitidas em Unidades de Cuidado Intensivo
Neonatal de Goiania (UCINs). A tese ¢ acompanhada por um artigo de revisao sistematica
intitulada Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) carriage in neonatal

intensive care units: a global systematic review (anexo 1).



RESUMO

Indroducio: Portador nasal de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ¢ um
preditor de infec¢do subseqiiente. Portadores de MRSA sdo um reservatdrio oculto,
emergente na comunidade e nos servigos de saude. Os objetivos deste estudo foram avaliar
a prevaléncia e fatores de risco do portador nasal por S. aureus e MRSA em criangas
atendidas em Pronto Atendimento (PA) e admitidas em Unidades de Cuidado Intensivo
Neonatal (UCINs) e descrever as caracteristicas moleculares de tais isolados. Método:
Swabs nasais foram obtidos de criancas menores de 60 meses atendidas em PA e de
neonatos de quatro UCINs do municipio de Goiania, Brasil, em 2007 e 2008. A definigdo
de MRSA seguiu critérios definidos pelo CLSI. Variaveis de exposi¢do para portadores de
S. aureus e MRSA foram obtidas por meio de entrevistas com mades e registros
hospitalares. Regressdo logistica multivariada foram realizadas para identificar fatores de
risco. A tipagem molecular foi feita por meio de staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) typing, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) e seqiienciamento de
multilocus enzimaticos (MLST). Resultados: Um total de 2.735 criangas foi recrutado. No
PA (n=2.034), as prevaléncias de portador nasal para S. aureus e MRSA foram de 20,1%
(n=408) e de 0,2% (n=4), respectivamente. Nas UCINs (n= 701), a prevaléncia de portador
nasal variou de 0,03% a 15,7% para S. aureus (n=64) e, de 0,0% a 2,0% para MRSA
(n=4). No PA, o portador de MRSA foi independentemente associado a frequéncia de
creche nos ultimos 6 meses (OR=10,6; p=0,045) e malformag¢do congénita (OR=26,8;
p=0,002). Todos os portadores nasais de MRSA nas UCINs eram criangas internadas em
hospitais privados e a unica variavel associada ao portador MRSA foi tempo de internagdo
(p=0,023). Das quatro criancas portadores de MRSA no PA, uma portava SCCmec tipo III
e, trés, SCCmec tipo I'V. Nas UCINs, duas criangas eram SCCmec tipo III e duas, SCCmec
tipo IV. Todas as cepas SCCmec tipo III eram multidrogarresistentes (CLSI). Cepas
MRSA relacionadas ao clones pediatrico/USA800 e epidémico brasileiro foram detectados
no PA e nas UCINs. Um cluster MRSA relacionado ao clone Western Australia/WA-1/
USA400 foi encontrado no PA. Conclusao: Criangas atendidas no pronto atendimento,
especialmente aquelas que freqiientaram creche, e neonatos de UCINs apresentam
potencial para disseminagdo de MRSA nos servicos de saude. O estudo sugere transmissao
cruzada de MRSA SCCmec tipo III e tipo IV entre servigos de emergéncia e hospitais.

Palavras chave: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina; portador nasal; crianca;
epidemiologia molecular; unidades de terapia intensiva neonatal; servicos de emergéncia;
fatores de risco; similaridade genética.
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ABSTRACT

Background: Nasal carriage of Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) is
known to be a risk for subsequent infection. The MRSA carriers are an emergent and
hidden reservoir in community and in the health-care environment. The aim of this
investigation were to assess the prevalence and risk factors for MRSA nasal carriage in
children attending emergency departments (ED) and Neonatal Intensive Care Units
(NICU), and to describe the molecular features of such isolates. Methods: Nasal swabs
were obtained from children less than 60 months of age attending ED, and from newborns
of the four NICUs of Goiénia city, central Brazil, in 2007 and 2008. The definition of
MRSA followed the CLSI criteria. Exposure variables to S. aureus and MRSA carriers
were gathered through in-person interviews with mothers and hospital records. Univariate
and multivariate logistic regression were performed to identify risk factors for S. aureus
and MRSA carriage. Molecular typing was evaluated by pulsed field gel electrophoresis,
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) typing, and multilocus sequence type
(MLST). Results: A total of 2,735 children were enrolled. At the ED (n=2.034), the
prevalence respectively of nasal carriages for S. aureus and MRSA were 20% (n=408) and
0.2% (n=4). Among NICU s (total of infants = 701), the prevalence of nasal carriage ranged
from 0.03% to 15.7% for S. aureus and, from 0.0% to 2.0% for MRSA. At the ED, MRSA
carriage was independently associated with child-care attendance in the previous 6 months
(OR=10.6; p=0.045) and congenital malformation (OR=26.8; p=0.002). All nasal carriers
at NICUs were from private hospitals. Only length of hospitalization was associated with
MRSA nasal carriage at NICUs (p=0.023). Among four MRSA nasal carrier at ED, one
harbored SCCmec type III, and three SCCmec type IV. Among four children from at the
NICUs two infants harbored SCCmec type III, and two SCCmec type IV. All MRSA-
SCCmec type III were multidrug-resistants. Strains related to Pediatric/USA800 and
Brazilian MRSA clones were detected in both, ED and NICUs. One MRSA cluster related
to Western Australia/USA400 was detected in ED. Conclusions: Children visiting ED,
especially those reporting day-care attendance, and neonates from NICUs may play a role
in spreading MRSA in healthcare settings. The study suggests cross transmission of MRSA
type III and type IV between ED and hospital environments.

Key words: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus; nasal carriage; children;
molecular epidemiology; neonatal intensive care units; emergency department; risk factors;
genetic similarity.
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1 INTRODUCAO

O acentuado declinio no nimero de mortes de recém-nascidos e criancas no
mundo constitui uma das maiores historias de sucesso da satde publica mundial.
Recentemente, uma andlise sobre mortalidade infantil em 187 paises mostra que o nimero
de mortes em criangas menores de cinco anos caiu de 16 milhdes em 1970 para 7,7
milhdes em 2010 (Rajaratnam et al., 2010). Nas ultimas décadas os rapidos avangos
cientificos no atendimento neonatal, possibilitaram maior sobrevida de prematuros e
recém-nascidos (Mulholland et al., 2008). O risco de mortes para criangas menores de
cinco anos foi projetado para reduzir em quase 25% entre os anos 2005 e 2015 (Mathers e
Loncar, 2006; Lawn et al., 2007). Apesar desses progressos, o mundo ainda ndao tem
condi¢gdes de alcangar o Objetivo de Desenvolvimento do Milénio de reduzir em dois
tercos a taxa de mortalidade infantil até o ano de 2015 (United Nations, 2000; Lawn et al.,
2007), uma vez que nos paises em desenvolvimento, o declinio da mortalidade em criangas
menores de cinco anos ¢ inferior a meta estabelecida (Rajaratnam et al., 2010). Desde a
descoberta dos antibioticos, infecgdes letais transformaram-se em doencas trataveis.
Todavia, as infec¢des bacterianas ainda sdo responsaveis por altos indices de morbidade e

mortalidade infantil (Lawn et al., 2008).

Atualmente, o Staphylococcus aureus destaca-se como o patogeno responsavel
por uma grande variedade de infec¢des, desde as leves até aquelas envolvendo elevada
mortalidade (Biedenbach et al., 2004; Crawford e Daum, 2005; Blomberg et al., 2007).
Durante o século XX, o uso e o abuso de antibidticos, associados a producdo de novos
antimicrobianos, favoreceram o aparecimento de microrganismos resistentes. Essa
resisténcia a antimicrobianos trouxe uma nova preocupacao relacionada ao manejo das
infecgdes. A emergéncia da resisténcia antimicrobiana também ¢é agravada pela capacidade
do S. aureus se disseminar rapidamente no mundo globalizado e dentro de hospitais
(Grundmann et al., 2006). Essa ameaga a saude publica provocou uma fragil reacdo dos
consumidores, gestores e profissionais de saude, que pode ser devida a caréncia de dados

de morbimortalidade atribuivel a resisténcia antimicrobiana (Cars et al., 2008).



1.1 Caracteristicas do Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus, sdao cocos Gram-positivos da familia
Micrococcaceae (Brooks et al., 2000), que é composta por cerca de 40 espécies, das quais
17 subespécies podem ser isoladas de amostras biologicas humanas. Em meios solidos, as
colonias de S. aureus sdo bem definidas, convexas, lisas ¢ com 6 a 8 mm de diametro. O
nome S. aureus foi introduzido por Alexandre Ogston em 1883, para descrever um grupo

de micrococos causadores de inflamagao e supuragdo (Kloss, 1997; Bannerman, 2003).

O S. aureus faz parte da flora humana normal, colonizando a narina anterior,
perineo e pele (Chambers, 2001). Quando em um hospedeiro, o S. aureus pode produzir
manifestagdes clinicas ou pode permanecer assintomatico (portador) e, somente métodos
laboratoriais podem identifica-lo. A maioria das cepas de S. aureus ¢ oportunista e pode
colonizar individuos de todas as faixas etarias, principalmente criancas com idade inferior
a cinco anos, sem sintomatologia, por periodos curtos ou longos (Melish e Campbell,
1998). As infecgdes causadas por S. aureus sdo usualmente cutaneas e subcutineas,
podendo se disseminar por via sangiliinea para sitios distantes e causar infecgdes mais

graves como endocardite, osteomicelite e abscesso (Moran et al., 2006).

Na infancia, a relevancia do S. aureus em satde publica deve-se as altas taxas de
morbidade e mortalidade, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento
(Healy et al., 2004). Na era pré-antibiotica, a mortalidade por S. aureus chegou a 80%
(Skinner e Keefer, 1941). A eficiéncia da disseminacdo de S. aureus se deve, em parte, a
grande versatilidade desse microrganismo em colonizar homem e ambiente e em adaptar-
se rapidamente a diferentes ambientes, muitas vezes hostis devido ao pH, umidade,

deficiéncia de nutrientes (Cepeda et al., 2005).

A importancia do S. aureus também reside na combinac¢do da viruléncia mediada
por suas toxinas, seu carater invasivo e seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos (Le
Loir et al., 2003). Os fatores de viruléncia que incluem as hemolisinas, a leucocidina e um
grupo de superantigenos toxicos pirogénicos. A toxina 1 responsavel pela sindrome do
choque toxico (TSST-1) e as enterotoxinas estafilocdcicas (EEs), que causam a intoxicagao
alimentar estafilococica, formam o grupo de superantigeno (Bannerman, 2003). Até a
década de 80, o S. aureus era considerado a Unica espécie coagulase positiva, sendo o

resultado do teste da coagulase definitivo para a identificacio dessa espécie.



Posteriormente foram isoladas, a partir de infec¢des humanas e animais, as espécies S.
Schleiferi (May et al., 2005), S. hyicus (Wegener et al., 1994) e S. intermedius (Petersen et
al., 2002), que também sao produtoras de coagulase. A confirmagao da espécie se faz por
provas bioquimicas, como a catalase e a coagulase, sendo esta ultima utilizada para
diferenciar os S. aureus dos demais membros do género Staphylococcus, que sdo incapazes

de promover a coagulagao do plasma sanguineo.

1.2 Resisténcia do Staphylococcus aureus aos agentes antimicrobianos

Os estafilococos sdo bactérias que historicamente vém escapando a agdo dos
antimicrobianos, pela capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo em uma diversidade de
ambientes. A introducdo da benzilpenicilina em 1944 foi acompanhada pelo aparecimento
de cepas de estafilococos produtoras de betalactamase (Kirby, 1944). O mecanismo de
acao da penicilina se deve a unido desse farmaco a proteina de ligagdo (PBP- Penicilin
Binding Protein) da bactéria, que tem alta afinidade por antibidticos -lactamicos, e atua
nas etapas finais da formagao da parede celular das bactérias. Cepas de S. aureus sensiveis
a meticilina possuem quatro tipos de PBPs (Lim e Strynadka, 2002) e se tornaram
resistentes aos compostos B-lactamicos pela sintese de uma proteina adicional, PBP2a ou
PBP2’, codificada pelo gene mecA. Essa nova proteina substitui as fun¢des essenciais das
PBPs, permitindo que a célula sobreviva em concentragdes de antibioticos letais em outras
condigdes. Esse mecanismo de resisténcia ¢ denominado “via alternativa para a sintese de

peptideoglicano” (Brumfitt e Hamilton-Miller, 1989; Chambers, 1997).

Posteriormente, na década de 60, penicilinas semi-sintéticas estaveis as
betalactamases, como a meticilina e oxacilina comegaram a ser utilizadas e cepas de S.
aureus resistentes a estas penicilinas surgiram quase imediatamente. Elas foram
denominadas Staphylococcus aureus meticilina-resistentes e identificadas com a sigla
MRSA (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus). As primeiras cepas MRSA surgiram
no Reino Unido, na década de 60 (Jevons, 1961). No Brasil, apesar de ndo se utilizar a
meticilina para tratamento de infeccdo por S. aureus, e sim a oxacilina, a expressao
“meticilina-resistente” ¢ empregada para designar as cepas de S. aureus que nao

respondem ao tratamento com oxacilina.



Atualmente, a determinagdo da sensibilidade bacteriana in vitro a concentrag¢des
conhecidas de antimicrobianos deve ser realizada de acordo com recomendagdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute dos Estados Unidos da América, CLSI (2007),
reconhecido como padrdo internacional. Os antimicrobianos recomendados para o
antibiograma para S. aureus sao: oxacilina, penicilina, azitromicina ou claritromicina ou
eritromicina, cefalosporinas de primeira geragdao, quinolonas, teicoplamina, clindamicina;
daptomicina; linezolida; telitromicina, sulfametoxazol-trimetoprim e vancomicina. O CLSI
estabeleceu como estafilococo sensivel (MSSA) e resistente (MRSA) aqueles cujo

crescimento ¢ inibido por concentragdes de oxacilina < 2 e >4 pg/mL, respectivamente.

Um grupo importante de antimicrobianos utilizados no tratamento das infec¢des
por S. aureus ¢ o complexo MLSg, que inclui macrolideos (eritromicina), licosamidas
(clindamicina) e esteptograminea B (Jorgensen et al., 2004). A clindamicina é o
antimicrobiano de escolha para o tratamento das infecgdes de pele e tecidos moles
causadas por estafilococos, em especial MRSA. E ainda o tratamento alternativo para
criangas alérgicas a penicilina (Drinkovic et al., 2001). A elevada capacidade do S. aureus
de gerar resisténcia aos antimicrobianos pode ser observada pela resisténcia constitutiva e
induzida ao grupo MLSg (Schreckenberger et al., 2004). A resisténcia constitutiva
apresenta resisténcia a todos antibioticos MLSB e a resisténcia induzida expressa
resisténcia aos macrolideos (Azap et al., 2005). A detecc¢do dessa resisténcia pode ser feita
pelo teste D (CLSI, 2007), que consiste na aproximagdo do disco de eritromicina e
clindamicina. Se houver resisténcia induzivel ao grupo MLSg, havera um achatamento da

zona proxima ao disco de clindamicina, em formato de “D” (O'Sullivan et al., 2006).

O uso intensivo e indiscriminado de antimicrobianos sdo algumas das razdes para
impulsionar a pressdo seletiva de cepas resistentes, limitando as opgdes terapéuticas e
favorecendo a disseminagdo dos MRSA associados aos servigos de saude (HA-MRSA) e,

mais recentemente, dos MRSA associados a comunidade (CA-MRSA) (Cars et al., 2008).

1.3 Bases moleculares da resisténcia do Staphylococcus aureus a meticilina

A base molecular da resisténcia a meticilina ¢ determinada pela aquisi¢do do gene

mecA. O gene meCA ¢ um segmento de DNA exogeno, ou seja, ndo nativo nos S. aureus.



Os estudos sugerem que cepas MRSA adquiriram o elemento mec de estafilococos
coagulase-negativo e que se encontra inserido em um bloco de DNA, conhecido como
cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec - staphylococcal cassette chromosome
mec) (Katayama et al., 2000; Petinaki et al., 2001; Hiramatsu et al., 2002; Oliveira e de
Lencastre, 2002). O elemento SCCmec é composto por trés elementos genéticos essenciais:
(i) o complexo génico mec; (ii) o complexo génico ccr (cassette chromosome
recombinase), que codifica recombinases responsaveis pela sua mobilidade e, (iii) a regido

J (Junkyard) que codifica resisténcia para antibioticos nao B-lactamicos e metais pesados.

Atualmente foram descritos oito principais tipos de SCCmec, designados de I a
VIII e variam de acordo com as combinagdes das classes do complexo génico mec e do
alotipo de ccr. A Figura 1 apresenta um esquema da composicao estrutural dos SCCmec

tipos I a VIII identificados em MRSA.
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Figura 1. Esquema representativo da composic¢ao estrutural dos SCCmec tipos I a VIII
identificados em MRSA. Adaptado de Chen et al. (2009).



Os tipos de SCCmec ainda possuem as seguintes caracteristicas:

- SCCmec tipo I = (34,3 kb, classe B do complexo do gene mec ¢ ccrAB1) primeiro
MRSA identificado em 1961, no Reino Unido; ndo contém nenhum gene de
resisténcia, exceto o mecA.

- SCCmec tipo I = (53,0 kb, classe A do complexo do gene mec ¢ ccrAB2) identificado
em 1982, no Japao; carreiam multiplos genes de resisténcia.

- SCCmec tipo III = (66,9 kb, classe A do complexo do gene mec e cCrAB3) descrito
em 1985, na cepa MRSA isolada na Nova Zelandia; carreiam multiplos genes de
resisténcia.

- SCCmec tipo IV = (20,9-24,3 kb, classe B do complexo do gene mec e cCrAB2)
identificado em cepas MRSA isoladas no comeco da década de 90 de infecgdes
comunitarias na Australia; ndo apresenta nenhum gene de resisténcia além do mecA e
possui uma nova combinagdo dos complexos CCr e mec.

- SCCmec tipo V > (28 kb, classe C2 do complexo do gene mec e ccrC) descrito em
2004, na cepa comunitaria WIS da Australia;

- SCCmec tipo VI = (20,9 Kb, classe C2 do complexo do gene mec e¢ cCrAB4)
identificado em 2006, em Portugal;

- SCCmec tipo VII = (35,9 kb) descrito em 2008 em Taiwan;

- SCCmec tipo VIII = (32 kb) recentemente descrito no Canada em 2009.

Além da classificacdo dos tipos de SCCmec, foram descritos alguns clones MRSA
altamente epidémicos no mundo com o auxilio de técnicas moleculares (Oliveira et al.,
2001). Essas linhagens clonais de MRSA sao: (i) Ibérico, ST247-1A, relatado pela primeira
vez em 1989 como o clone dominante em um grande surto em um hospital da Espanha
(Dominguez et al., 1994); (ii) Brasileiro/Hungaro, ST239-11I/I11A; (iii) Pediatrico, ST5-
IV/VI; (iv) Nova lorque/Japao, ST5-II, geneticamente relacionado ao clone pediatrico
(Aires de Sousa et al., 2000); (v) EMRSA-15, ST22-1V; (vi) EMRSA-16, ST36-I1; e, (vii)
Berlim, ST45-1V.

Com o objetivo de unificar uma base de dados molecular, pesquisadores do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) compararam amostras de cepas MRSA
coletadas nos Estados Unidos e em outros paises, utilizando padroes de PFGE com mais de
80% de similaridade e os reclassificaram em oito padrdes denominados USA 100 a 800

(McDougal et al., 2003). Os clones mundiais que faziam parte da cole¢do dos isolados



analisados receberam a seguinte nomenclatura: clone USA100 (Nova Iorque/Japao),
USA200 (E-MRSA-16), USA500 (clone ibérico), USA800 (clone pediatrico). O clone

brasileiro ndo foi encontrado nesta cole¢@o, ndo sendo, portanto, reclassificado.

1.4 Métodos moleculares de tipificacdo do MRSA

Para melhor compreensdo da epidemiologia do MRSA, algumas ferramentas de
identificacdo tém sido aplicadas na tipagem desse microrganismo. A identificagdo de

MRSA ¢ realizada por métodos fenotipicos e confirmada por testes moleculares.

A expressdo fenotipica de resisténcia a meticilina ¢ freqiientemente heterogénea,
uma vez que pode ser influenciada pelas condigdes de cultivo, pH, temperatura e
concentragdo de NaCl do meio. Assim, os métodos fenotipicos como antibiograma,
biotipagem e fagotipagem apresentam uma instabilidade maior do que os resultados das
técnicas moleculares, apresentando algumas limitacdes em seu poder discriminatorio

(Tenover et al., 1997).

Os métodos moleculares permitem diferenciar isolados com fenotipos idénticos e
tétm sido empregados como importante ferramenta da epidemiologia molecular para
estabelecer rotas de disseminacao e estabelecer relagdes evolucionarias entre os isolados
(Oliveira e de Lencastre, 2002). Atualmente, os principais métodos moleculares utilizados

para caracterizar as cepas MRSA incluem:

1. PCR (Polymerase Chain Reaction) permite amplificar um segmento de DNA a
partir de uma unica molécula, com formacdo de varios fragmentos visualizados pela
eletroforese em gel de agarose. A deteccdo do gene mecA pela técnica de PCR ¢
considerada o método ideal para a discriminagdo das linhagens de SCCmec (Milheirico et

al., 2007, Stratidis et al., 2007);

2. Eletroforese em Campo Elétrico Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis -
PFGE) proporciona excelente reprodutibilidade. E considerado o padrio ouro para
avaliacdao de similaridade genética pelo elevado poder discriminatorio. PFGE é o método
mais utilizado para estudar a epidemiologia local do S. aureus e em investigagcdes de surtos

(Cookson et al., 2007). Os avangos na padronizacdo da eletroforese e no desenvolvimento



de software para andlise da normalizacdo das bandas permitiram o uso do PFGE em

estudos multicéntricos (Chung et al., 2000; Oliveira et al., 2001; Duck et al., 2003).

3. Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método de tipagem bacteriana que
auxilia na caracterizagdo de um clone em uma populacdo de cepas MRSA e vem sendo
valorizado em estudos epidemiologicos e de evolugao do S. aureus (Enright et al., 2000;
Enright et al., 2002). Amplifica e sequencia uma regidao de cerca de 450 pb de sete genes
essenciais que codificam enzimas conservadas dos S. aureus (housekeeping genes). As
diferentes seqiiéncias de genes sdo assinaladas como alelos distintos e, os isolados sdo
caracterizados pelos alelos de cada uma das sete regides conservadas (perfil alélico ou ST).
Isolados com os sete alelos semelhantes sdo relacionados a um complexo clonal (CC),

destacando-se seis linhagens: CC1 CC8, CC5, CC30, CC45, e CC22 (Enright et al., 2000).

4. Spa-typing ¢ um método proposto para realizar uma seqiiéncia rapida para
caracterizagdo de MRSA. Possui alta portabilidade, discriminacdo e facilidade de
utilizagao (Shopsin et al., 2000). Consiste na analise da seqiiéncia do DNA da regido

polimorfica repetida do gene da proteina A do S. aureus (spa) (Cookson et al., 2007).

O spa typing fornece dados concordantes com o0 MLST e PFGE, mas ndo descarta
a necessidade de uma analise do SCCmec para determinar a designacdo clonal de um
isolado. Enquanto o spa type envolve uma unica regido do cromossomo, sujeita a
recombinagdo entre clones independentes, o PFGE e o MLST investigam varias regides do
cromossomo. Em conjunto, PFGE e MLST representam dois extremos na analise da
diversidade genética: o MLST captura a estrutura populacional em grande escala de uma
espécie, mas € incapaz de discriminar os isolados proximamente relacionados, ao contrario
do PFGE, que ¢ o padrio ouro para essa discriminacdo. O spa typing, representa uma
abordagem intermediaria para analise de micro e macrovariagdes (Shopsin et al., 2000;
Harmsen et al., 2003; Cookson et al., 2007). Resultados de MLST e spa typing podem ser
comparados com dados de bancos de dados internacionais (http://www.mlst.net e
http://www.ridom.de/spaserver). Nesses bancos de dados, as seqiiéncias de DNA podem
ser armazenadas com a informacao clinica correspondente de cada isolado, o que permite
obter o perfil alélico e estabelecer relacdes filogenéticas de ancestralidade dos principais

clones MRSA (Aires-de-Sousa et al., 2006; Cookson et al., 2007).



1.5 Classes de S. aureus resistentes a meticilina

Durante muitos anos as infec¢des causadas por MRSA foram documentadas
apenas em servi¢os de saude (healthcare-associated methicillin-resistant S. aureus - HA-
MRSA), mas nos ultimos anos, emergiram cepas MRSA associadas a comunidade

conhecidas como community-associated methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA).

1.5.1 MRSA associado aos servicos de saiide (HA-MRSA)

As infec¢des por HA-MRSA sdo aquelas que ocorrem apos hospitalizagdo por um
periodo superior a 48 horas, em individuos em terapia intravenosa ambulatorial, ou em
pacientes com recente atendimento hospitalar, hemodialise ou servicos de cuidados
prolongados (Klevens et al., 2006). Outro critério de defini¢do usado ¢ o que discrimina

HA-MRSA por meio de métodos moleculares de tipificagdo (McDougal et al., 2003).

A maioria dos HA-MRSA tem sido associados com os SCCmec tipo I, IT e III
(Oliveira e de Lencastre, 2002) com elevada multi-droga resisténcia (Deresinski, 2005).
Dentre as implica¢des da multirresisténcia estdo o uso de antibidticos menos eficazes e
aumento dos custos do tratamento (de Miranda et al., 2007). Alguns clones HA-MRSA sio
responsaveis pela maioria das infec¢des relacionadas aos servigos de saude (Grundmann et
al., 2006). A tabela 1 mostra a distribuigdo e caracteristicas dos principais clones HA-

MRSA.

O clone Nova Ilorque/Japao, também chamado USA100 e inicialmente
considerado o clone MRSA predominante em hospitais da regido metropolitana de Nova
Iorque, foi posteriormente identificado no Japao (Aires de Sousa et al., 2000). Ainda € o
principal clone de infec¢do por HA-MRSA nos Estados Unidos (McDougal et al., 2003) e
bastante freqiiente em hospitais brasileiros (Melo et al., 2004; de Miranda et al., 2007).

O clone pediatrico ou USA800 ¢ encontrado nos servigos de saude (Aires de
Sousa et al., 2005; Dauwalder et al., 2008). Foi identificado nos hospitais de Portugal na
segunda metade da década de 1990 (Sa-Leao et al., 1999), mas sua origem ainda ndo foi
determinada (Aires de Sousa et al., 2005). Posteriormente este clone foi documentado em

hospitais de outros paises e do Brasil (Melo et al., 2004; de Miranda et al., 2007; Andrade,



2008; Deurenberg e Stobberingh, 2009; Schuenck et al., 2009; Sousa-Junior et al., 2009).
Apesar de o SCCmeclV ser associado predominantemente a0 MRSA comunitario, o clone
pediatrico do MRSA apresenta o SCCmec tipo IV, mas também pode albergar o SCCmec
tipo VI (Oliveira et al., 2006). O clone pediatrico, diferentemente das outras cepas
SCCmec IV, ndo produz o fator PVL (Boyle-Vavra e Daum, 2007).

Tabela 1: Distribuicdo e caracteristicas dos principais clones de HA-MRSA.

HA-MRSA SCCmec® ST MLST® spa type Distribui¢io Geografica®
Arcaico 1 250  3-3-1-1-4-4-16 t008, t009, t194 Aus Can Din Ale Sui Uga UK US
Berlim (USA 600) v 45 10-14-8-6-10-3-2 t004, t015, t026, t031, t038, Arm Ast Aus bel Chn Din Fin Alm Hun Isr Hol

1050, 065, t204, t230, t390 Nor Spa Sui US

Brasileiro/ Hungaro 1 239 2-3-1-1-4-4-3 1030, t037, t234, t387,t388 Alg Arg Ast Aus Bra Can Chi Chn Tch Din Fin Ale
Gre Hun Ind Ids Irl Kor Mon Hol Nor Par Pol Por
AS Sin Slo Esp Sri Sui Tai Tha UK Uru US Vie

Ibérico I 247 3-3-1-12-4-4-16 t008, t051, t052, t054, 200 Aus Bel Cro Tch Din Fin Fra Ale Hun Isr Ita Hol
Nor Pol Slo Esp Sue Sui UK US
Irlandés I 8 3-3-1-1-4-4-3 008, t024, t064, t190, 206, Ast Can Irl UK US
2211
Nova lorque/ Japao 11 5 1-4-1-4-12-1-10 t001, t002, t003, t010, t045, Ast Bel Can Chn Din Fin Fra Ale Hun Ire Isr Jap
(USA 100) t053, t062, t105, t178, t179, Kor Mex Nor Por AS Sin Sue Sui Tai Uru UKA US
t187, 1214,
t311, t319, t389, t443
Pediatrico v 5 1-4-1-4-12-1-10 t001, t002, t003, t010, t045, Alg Arg Aus Bra Col Cor Din Fin Fra Nor Pol Por
(USA 800) t053, t062, t105, t178, t179, Spa Sue Uru UK US
t187, 1214,
t311, 319, t389, t443
Alemio 1 5 1-4-1-4-12-24-29 t001, t023, t041, t188, t201 Aus Bel Din Fin Ale Hun Ita Slo Esp Sui.
UK EMRSA-21-6 1 8  1-4-1-4-12-1-10 t008, t024, t064, t190, t206, Ast Aus Bel Can Din Fin Fra Ale Hun Irl Isr Hol
(USA 500) 211 Nor Tai UK US
UK EMRSA-3 1 5  1-4-1-4-12-1-10 t001, t002, t003, t010, t045, Arg Din Nor Par Slo Tai UK
t053, t062, t105, t178, t179,
t187, t214,
t311,t319, t389, t443
UK EMRSA-15 v 22 7-6-1-5-8-8-6 1005, t022, t032,t223, t309, Ast Aus Bel Can Chn Tch Din Fin Ale Hun Irl Kuw
t310,t417, t420 NZ Nor Por Sin Esp SueUK
UK EMRSA-16 I 36 2-2-2-2-3-3-2  t018, t253, 1418, t419 Ast Aus Bel Can Din Fin Gre Irl Mex Nor Por Sue
(USA 200) Sui UK US

Adaptado de Deurenberg & Stobbering, 2009.

#SCCmec, Staphylococcal Cassette Chromosome mec

®ST, sequence type.

°MLST, Multilocus Sequence Typing.

4 Ale: Alemanha; Alg: Algéria; Arg: Argentina; Arm: Arménia; AS: Arabia Saudita; Ast: Australia;Aus: Austria; Bel: Bélgica; Bra: Brasil; Can: Canada;
Chi: Chile; Chn: China; Cor: Coreia; Col: Colombia; Cro: Croacia; Din: Dinamarca; Esp: Espanha; US: Estados Unidos; Fin: Finlandia; Fra: Franga; Gre:
Grécia; Hol: Holanda; Hun: Hungria; Ind: india; Ids: Indonésia; Irl: Irlanda; Isr: Israel; Ita: Italia; Jap: Japao; Kuw: Kuwait; Mex: México; Mon: Mongolia;
NZ: Nova Zelandia; Nor: Noruega: Par: Paraguai; Pol: Polonia; Por: Portugal; Sin: Singapura; Slo: Slovénia; Sri: Sri Lanka; Sue: Suécia; Sui: Suiga; Tai:
Taiwan; Tha: Tailandia; Uga: Uganda; UK: Reino Unido; Uru: Uruguai; Vie: Vietnam.

No Brasil foi descrito, em 1992, o clone epidémico brasileiro (Sader et al., 1994).
Encontrado de Norte a Sul, ¢ o responsavel pela maioria das infecgdes nos servigos de
saude (Teixeira et al., 1995; Santos et al., 1999; Oliveira et al., 2001; Guilarde et al., 2006;
Andrade, 2008; Sousa-Junior et al., 2009; Vidal et al., 2009). Este clone encontra-se
disseminado por varias regides do mundo, incluindo paises da América Latina e Europa

(Aires De Sousa et al., 2001; Gomes et al., 2001; Deurenberg e Stobberingh, 2009).
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1.5.2 MRSA associado a comunidade (CA-MRSA)

Infecgdes por cepas CA-MRSA emergiram em adultos e criangas saudaveis, sem
fatores de risco predisponentes (Herold et al., 1998; Fergie e Purcell, 2001; Deurenberg ¢
Stobberingh, 2009; Ozaki et al., 2009). Os primeiros relatos de MRSA comunitario
ocorreram em aborigenes da Australia (Udo et al., 1993), mas uma preocupagdo global

surgiu em 1999, com quatro casos fatais de criangas norte-americanas (CDC, 1999).

Nao ha um critério claro para a definicdo de CA-MRSA (Salgado et al., 2003;
Deurenberg e Stobberingh, 2009). Isto se deve ao fato de a defini¢do obedecer a critérios
epidemiologicos, baseados em fatores de risco, informagdes clinicas ou em caracteristicas
laboratoriais (Kluytmans-Vandenbergh e Kluytmans, 2006). A defini¢do baseada apenas
na presenca de fatores de risco pode subestimar o peso de CA-MRSA (Song, 2009).

CA-MRSA ¢ definido pelo CDC (2003) como aquele isolado em até 48 horas
apo6s a hospitalizacao e sem historia de infeccao ou colonizagdo por MRSA, internagdo ou
procedimento cirtrgico no ultimo ano, admissdo em casas de saude, didlise ou ainda
dispositivos intravenosos. O CA-MRSA também ¢ definido por marcadores genéticos,
como o gene SCCmec (tipos IV e V) (Ma et al., 2002; Ito et al., 2004), ou a toxina de
Panton-Valentine leucocidina (Panton-Valentine Leukocidin - PVL) - toxina S. aureus
especifica com potencial para lise de leucécitos (Naimi et al., 2003; Tristan et al., 2007).
Entretanto, existe controvérsia quanto a se utilizar a toxina PVL como marcador genético
para CA-MRSA (Deurenberg ¢ Stobberingh, 2009), desde que alguns estudos encontraram
baixa prevaléncia de PVL entre os casos de CA-MRSA (Boyle-Vavra e Daum, 2007; Park
et al., 2007). Atualmente, tém sido identificados diversos clones CA-MRSA (tabela 2).

No final do século passado, observou-se uma mudanga epidemioldgica importante
de CA-MRSA: a prevaléncia de infec¢des em criangas saudaveis aumentou drasticamente
(Herold et al., 1998; Hussain et al., 2000). Embora a prevaléncia mundial de CA-MRSA
ainda seja baixa, estudos recentes indicam que as taxas estdo aumentando (Chambers,

2001; Salgado et al., 2003).

No Brasil, foram relatados os primeiros casos de infec¢cdes por CA-MRSA em

pacientes com bacteremia em hospitais do Rio Grande do Sul, pertencentes ao clone
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australiano, conhecido como OSPC (Ribeiro et al., 2005). Desde entdo, outros estudos
identificaram CA-MRSA carreadores de SCCmec tipo IV disseminados em outras
institui¢des brasileiras (Ribeiro et al., 2007; Schuenck et al., 2009). Recentemente, foi
documentada a primeira descricdo de pneumonia necrotizante, devido ao CA-MRSA no
Brasil (Scribel et al., 2009). A presenga de outros clones CA-MRSA identificados no
Brasil, foram relacionados geneticamente as linhagens USA300 e ao WA-MRSA (do
inglés: Western Australia MRSA ou WA-1), também denominado USA400 (Ribeiro et al.,
2007; Schuenck et al., 2009). O clone WA-1 relatado primeiramente na Australia em 1993
(Udo et al., 1993), apresenta SCCmec IV, ST-1 e ndo carreia os genes que codificam PVL.

Tabela 2. Distribui¢ao dos principais clones de CA-MRSA.

CA-MRSA SCCmec* ST MLST® spa type Distribui¢io Geografica®

Europeu v 80 1-3-1-14-11-51-10  t044,t131, t376, t416, t436, Alg Aus Ale Bel Bul Cro Din Esp Fin
t455,t1109 Fra Gre Hol Irl Lib Nor Rom Sin Slo

Swe Swi UK Yug

Sudoeste do v 30 2-2-2-2-6-3-2 t012, 1018, t019, 1021, t038,  Ast Ale Aus Bel Bra Chn Din Esp Egy

Pacifico (USA 1268, 1276, t318, t338, t391 US Fin Hol Irl Jap Let Nor NZ Rus Sin

1100) Sue Sui UK Uru

USA 400 (Western v 1 1-1-1-1-1-1-1 t127, t128, t174, t176, t386, Ast Can US Fin Fra Sin Sui Uru

Australia / WA-1) t558

USA 300 v 8 3-3-1-1-4-4-3 t008, 1024, t064, t190,t206, Ast Ale Aus Bel Bul. Can Chn Din Esp
211 US Fra Gre Hol Irl Kor Nor Sui UK

USA 1000 IVouVIl 59 19-23-15-2-19-20-15 t199, 1216, t444 Ale Ast Chn US Fra Hol Nor Sin Tai

Adaptado de Deurenberg & Stobbering, 2009.

*SCCmec, Staphylococcal Cassette Chromosome mec

°ST, sequence type.

‘MLST, Multilocus Sequence Typing.

dAlg: Algeria, Ale: Alemanha, Aus: Austria, Ast Austrélia, Bel: Bélgica, Bra: Brasil, Bul: Bulgaria, Can: Canada, Cor: Coreia, Chn: China, Cro: Croacia,
Din: Dinamarca, Esp: Espanha, Egy: Egito, US: Estados Unidos, Fin: Finlandia, Fra: Franga, Gre: Grécia, Hol: Holanda, Irl: Irlanda, Jap: Japdo, Let:
Letonia, Lib: Libia, Nor: Noruega, NZ: Nova Zelandia, UK: Reino Unido, Rom: Roménia, Rus: Russia: Sin: Singapura, Sue: Suécia, Sui: Sui¢a, Tai:
Taiwan, Uru: Uruguai, Yug: Tugoslavia.

1.5.3 HA-MRSA vs. CA-MRSA

A tabela 3 mostra as diferengas entre as classes de¢ MRSA (CA-MRSA e HA-

MRSA) com suas caracteristicas clinicas e moleculares.

Em contraste com as cepas HA-MRSA, as cepas CA-MRSA sdo sensiveis a
maioria de classes de antimicrobianos, exceto aos B-lactamicos. CA-MRSA sdo mais
comparaveis a S. aureus meticilina-sensivel (MSSA) do que HA-MRSA (Fergie e Purcell,
2001), mas podem ser mais virulentos que os HA-MRSA devido a freqliente produgdo de

PVL (Wannet et al., 2004; Wannet et al., 2005).
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Tabela 3. Principais caracteristicas clinicas e moleculares das duas classes de S. aureus
meticilina-resistente (HA-MRSA/CA-MRSA).

Caracteristicas HA-MRSA CA-MRSA
Resisténcia a antimicrobianos multi-droga resistente resistente aos [-lactdmicos
Exposicdo a cuidados de saude mais freqiiente menos freqiiente
Marcadores moleculares SCCmec I-11T SCCmec VI, V
<5%PVL + >95% PVL +
Populagio atingida idosos, pré-termos, jovens saudaveis, atletas, usuarios
imunocomprometidos de drogas, detentos, militares
Clinica invasivo, infeccao ciriirgica infecgdo de pele e tecidos moles,
raramente invasivo, recorrente
Fatores de risco dispositivos invasivos, contato fisico, higiene precaria,
hospitaliza¢do prolongada, uso lesdo de pele

prolongado de antimicrobiano

Adaptado de Millar et al. (2007) e Matouskova e Janout (2008).

1.6 Epidemiologia, controle e prevencdo de MRSA

Um forte interesse sobre MRSA, tanto cientifico quanto publico, ocorreu apds
publicacdo de uma estimativa de 18.650 mortes de pessoas infectadas em 2005 nos Estados
Unidos (Klevens et al., 2007). As infecg¢des causadas pelo MRSA foram entdo rotuladas
pela midia como “the hospital superbug”, devido a sua associagdo com alta mortalidade e
aumento nos custos de hospitalizagdo (CDC, 1999; Whitby et al., 2001; Bannerman, 2003;
Shorr, 2007; Beeston et al., 2009; Resch et al., 2009). As bacteremias causadas por MRSA
prolongam o tempo de hospitalizacdo em 40% e aumentam o custo do tratamento em pelo

menos 32% quando comparadas a bacteremias causadas por MSSA (Kopp et al., 2004).

A prevaléncia das infec¢des por MRSA varia de acordo com a regido, o hospital,
o sitio da infec¢do e a origem (servicos de saude ou comunitaria). Nos Estados Unidos, por
exemplo, as prevaléncias de MRSA entre os isolados hospitalares de S. aureus nos Estados
Unidos variam de 33 a 55% (Appelbaum, 2006), mas representam mais de 50% das
infecgdes por S. aureus em Unidades de Cuidados Intensivos (NNIS, 2004). Na Europa, a
mesma taxa ¢ de aproximadamente 20%, sendo que em Portugal e no Reino Unido essas
taxas sdo proximas a 50% (Appelbaum, 2006). Nos paises asiaticos, a situagdo ¢ dramatica,
com cerca de 70% de MRSA dentre isolados de S. aureus provenientes de amostras

hospitalares (Boyce et al., 2005). A resisténcia dos S. aureus também ¢ um importante
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problema na América Latina: na Colombia, dados de dez Unidades de Cuidados Intensivos

revelaram que 65,4% dos isolados de S. aureus eram MRSA (Moreno et al., 2006).

No Brasil, o S. aureus ¢ o microrganismo mais freqlientemente isolado em
infec¢des nosocomiais (Sader et al., 2001; Guilarde et al., 2007) e a propor¢do de MRSA
entre os isolados de hemoculturas é de aproximadamente 30% (Sader et al., 2002). No
Hospital de Clinicas da Universidade de Sao Paulo, MRSA sdo 40 a 70% dos isolados (de
et al., 2005) e aproximadamente 50% no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (Sadoyama e Gontijo Filho, 2000). Em Goiania, um estudo no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias verificou que 55% das bacteremias por S.

aureus foram atribuidas ao MRSA (Guilarde et al., 2006).

Criangas e neonatos sdo particularmente vulnerdveis a infec¢des por MRSA
(Siegel et al., 2006). Além da baixa idade, geralmente sdo fatores de risco para a aquisi¢do
de infecgdes por MRSA: colonizagdo prévia por MRSA, uso prévio de antibidtico e maior
tempo de internagdo (de Almeida Silva et al., 2003; Davis et al., 2004; Lu et al., 2005;
Vidal et al., 2009).

Estratégias de controle e prevencdo de MRSA freqlientemente incluem uma ou
mais das seguintes medidas: busca ativa de pacientes infectados e/ou colonizados por meio
de culturas de vigilancia; isolamento de pacientes infectados e/ou colonizados (Loveday et
al., 2006); profissionais de satde exclusivos para o cuidado aos pacientes colonizados ou
infectados (staff cohorting ou nurse cohort); adequada proporg¢do enfermeiros e pacientes
(Farrington et al., 2000); higiene das maos (WHO, 2009); descolonizag¢do; educagdo
continuada; uso racional de antimicrobianos; precaucdes de contato; medidas ambientais e

administrativas (Siegel et al., 2006; Siegel et al., 2007).

Evidéncias mostram que culturas de triagem combinada com precaucdes de
contato sdo benéficas e custo-efetivas (Muto et al., 2003; Lucet et al., 2005). Todavia, cada
servico de saude, ao enfrentar um surto por MRSA, usualmente define um grupo de
estratégias de controle que serdo utilizadas. Isso ocorre provavelmente porque a aplicagao
de todas as medidas de controle apresenta custo elevado, exige treinamento dos técnicos de
laboratorio e também porque algumas medidas t€ém baixa aderéncia dos profissionais da
saude. Além disso, as evidéncias cientificas de alta qualidade sdo insuficientes para apoiar
um grupo especifico das medidas de controle, bem como ha que se considerar diferencas

na epidemiologia local do MRSA, tipos de intervengdes testadas, tempo de seguimento,
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critérios de vigilancia, dentre outros (Pfaller, 2001; Karchmer et al., 2002; Muto et al.,
2003; Wertheim e Vos, 2005; Coia et al., 2006; Loveday et al., 2006; McGinigle et al.,
2008; Nulens et al., 2008; Al Reyami et al., 2009; Fitzpatrick et al., 2009; van Rijen e
Kluytmans, 2009; Larson et al., 2010). Contudo, reconhece-se como bem sucedida
estratégia “search-&-destroy” para a erradicacdo de MRSA, adotada em alguns paises da
Europa e que inclui sistematico isolamento e rastreio de pacientes de risco e isolamento e
tratamento dos portadores e infectados. O sucesso dessa estratégia pode ser observado na
Holanda que apresenta uma prevaléncia de MRSA entre isolados clinicos de S. aureus
inferior a 1% (Wertheim et al., 2004). Esse resultado provavelmente é também fruto de
uma forte politica restritiva de prescricdo de antibioticos, o que limita a sele¢do de

microrganismos resistentes.

1.7 O portador nasal de MRSA

O trato respiratorio superior € um nicho ecoldgico para varias bactérias e a narina
anterior ¢ considerada um local de colonizagdo primaria de S. aureus e MRSA para adultos
e criangas (Kluytmans et al., 1997; Davis et al., 2004; Wertheim et al., 2005). Infecgdes e
o uso de antimicrobianos sdo fatores importantes na alteracdo desse reservatorio. O
portador é a pessoa que estd colonizada por um microrganismo ¢ nao mostra nenhuma
evidéncia da doenga (Irving et al., 2005). Dependendo da interagdao microrganismo-
hospedeiro, a infeccdo pode ser silenciosa (inaparente, assintomatica, subclinica) ou se

manifestar causando uma doenca (Wertheim et al., 2005).

Trés padrdes de portadores de S. aureus sdo descritos na literatura: i) persistentes -
aproximadamente 20% da populacdo, mais criancas que adultos; ii) intermitentes ou
transitorios - 20 a 75% da populagdo ¢ colonizada por diferentes cepas com freqiiéncia
variavel e iii) ndo portadores - a minoria da populagdo (VandenBergh et al., 1999). Embora
ainda ndo esteja claro porque certos individuos sdo portadores persistentes, sabe-se que ele
apresenta maior risco para infec¢des sistémicas (Wertheim et al., 2005; van Belkum et al.,
2009), enquanto o portador intermitente tem risco de infec¢do semelhante aos ndo
portadores (Nouwen et al., 2005). Além disso, sabe-se que a média de sobrevida de S.
aureus nas narinas ¢ de quatro dias para ndo portadores, 14 dias para os intermitentes e

mais de 154 dias para os persistentes. Por esta razdo, ha autores que sugerem apenas dois
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tipos de portador nasal: persistente e outros (van Belkum et al., 2009).

Embora exista um grupo populacional de portadores intermitentes de S. aureus,
varios estudos mostram diferencas nas prevaléncias de portador nasal de acordo com a
populacdo estudada, variando de 20-40%. Estas prevaléncias sdo maiores em criangas,
idosos, homens, uso prévio de antibidticos, contato com trabalhadores da saude, pacientes
hospitalizados e co-morbidades (diabetes, HIV, asma) (Nakamura et al., 2002; McDonald
et al., 2003; Creech et al., 2005; Lu et al., 2005; Graham et al., 2006; Klevens et al., 2007;
Fritz et al., 2008; Gorwitz et al., 2008; Lebon et al., 2008; Lo et al., 2008).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de coloniza¢do nasal por MRSA ¢ de 0,84%
entre individuos com idade maior ou igual a um ano (Graham et al., 2006) ¢ de 0,8% em
menores de 21 anos atendidos em ambulatorios de Nashville, TN (Nakamura et al., 2002).
No Japao, identificou-se a prevaléncia de portadoras nasais de MRSA de 4,3% em criangas
saudaveis (Boyce et al., 2005) e, em Taiwan, foi encontrada uma alarmante prevaléncia de
CA-MRSA de 13,2% em criangas da pré-escola (Lo et al., 2007). Criangas tendem a
apresentar taxas elevadas de colonizacdo, provavelmente devido a maior freqiiéncia de

infecgdes respiratorias.

No Brasil, ha dez anos, encontrou-se uma prevaléncia de portador nasal de MRSA
de 47,8% em recém-nascidos internados em duas Unidades de Cuidados Neonatais da
cidade do Rio de Janeiro (Loureiro et al., 2000). Um estudo recente mostrou 13,5% e
1,02% de colonizacdo por S. aureus e MRSA SCCmec tipo IIIA, respectivamente, em
criangas com infec¢des respiratorias e meningite, admitidas em hospitais de Goidnia
(Lamaro-Cardoso et al., 2007). Posteriormente, outro estudo identificou uma prevaléncia
de portadores de MRSA de 1,2% em criangas freqiientadoras de creches em Goidnia,
incluindo cepas SCCmec tipo IIIA (clone epidémico brasileiro), IV (clone pediatrico) e V,
evidenciando uma disseminacdo de CA-MRSA e¢ HA-MRSA na comunidade (Lamaro-
Cardoso et al., 2009).

Evidéncias genéticas mostram a relagdo causal entre portador nasal e doenca
invasiva (von Eiff et al., 2001; Bertin et al., 2006; Huang et al., 2006). O estado de
portador de HA-MRSA ¢ considerado preditor de infeccdo, mas essa associagdo com o
portador de CA-MRSA nao ¢é bem estabelecida (Grundmann et al., 2006). Parece
preocupante que, além disso, pouco se conhece sobre as mudangas nos padrdes de

colonizac¢do do CA-MRSA (Lee et al., 2009).
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Na cadeia de transmissao de MRSA no ambiente hospitalar (transmissao cruzada),
trabalhadores da satude portadores desempenham importante papel como fonte de surtos de
infeccdo (Hitomi et al., 2000). Todavia, a triagem para MRSA ndo ¢ recomendada como
rotina para a equipe de saude, mas estd indicada em situagdes especiais, como a
persisténcia de surto. Dentre os motivos da ndo recomendacdo da triagem de trabalhadores
de saude, estd a possibilidade de estigmatizar o profissional, mesmo quando se trata de
portador transitorio. Outras questdes referem-se ao consentimento do profissional para a

investigagdo, a confidencialidade dos resultados ¢ a descolonizagio (Coia et al., 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

Desde o século passado, o problema da resisténcia antimicrobiana tem sido uma
importante preocupacao para a saude publica com sérias implicagdes econdmicas € sociais.
Em 2000, a Organizagdo Mundial da Saade (WHO, 2001) conclamou os paises membros
para tragar uma estratégia global para conter a “catastrofe” da resisténcia aos
antimicrobianos. A falta de lideranga, esfor¢os humanos e financeiros inviabilizaram tal
proposta resultando, em 2005, em um novo esfor¢o para conter o avango dos
microrganismos resistentes. No entanto, pouco de tal recomendag¢do foi implementada

(Cars et al., 2008).

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina disseminou nos hospitais e agora
¢ endémico em muitos paises, incluindo o Brasil. Infec¢cdes por MRSA tem-se tornado uma
das principais causas de epidemias em ber¢drio ou em unidade de cuidados intensivos
neonatais (UCINs) (Saiman et al., 2003; Bertin et al., 2006). Atualmente, o principal
desafio ¢ a disseminacdo do MRSA na comunidade e nos servi¢os de satide (Harbarth et

al., 2001; Muto et al., 2003; Siegel et al., 2006; Siegel et al., 2007).

A colonizacdo nasal freqiientemente precede a infec¢do (Kluytmans et al., 1997,
Davis et al., 2004; Wertheim et al., 2005; Sakaki et al., 2009). Considerando que neonatos
podem ser portadores de S. aureus e MRSA, a permanéncia por meses numa UCIN os
torna potenciais reservatério e fonte de infeccdo cruzada. Além da populagcdo neonatal,
criangas que freqiientam servicos de saude podem ser colonizadas, assim como, criangas ja
colonizadas podem disseminar cepas nesses ambientes. Entretanto, a maioria dos servigos
de satde ndo realiza culturas de vigilancia de MRSA por meio de métodos moleculares,
que apresentam maior poder discriminatorio. Estudos que utilizam esses métodos com
portadores nasais sdo escassos, mas sao importantes porque apresentam a vantagem de
monitorar as cepas circulantes regionais. Uma vez que criangas portadoras de S. aureus
desempenham papel central na epidemiologia e disseminacdo do microrganismo
(Chambers, 2001; Sdougkos et al., 2008; Ozaki et al., 2009), a detecgdo do portador nasal
de S. aureus e de MRSA ¢ importante para se compreender a epidemiologia da infecgdo e

da colonizagdo. Do mesmo modo, o conhecimento da potencial viruléncia e perfil de
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resisténcia antimicrobiana, bem como o monitoramento da disseminagao de cepas MRSA ¢
imperativo. Mensurar a prevaléncia da coloniza¢ao nasal por MRSA, com identificacao
molecular das cepas circulantes e dos potenciais fatores de risco na populagdo infantil pode

contribuir para a vigilancia a saude, subsidiar agdes de vigilancia e a conduta clinica.
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OBJETIVOS

Avaliar a prevaléncia e fatores de risco de portador nasal por MRSA associados a
comunidade e aos servi¢os de saide em criangas atendidas em Pronto Atendimento de
um hospital publico e as admitidas em Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal do

municipio de Goidnia.

Analisar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e o fenotipo de resisténcia dos

estafilococos isolados.

Analisar a epidemiologia molecular das cepas MRSA detectadas e comparar a

similaridade genética das mesmas.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Delineamento do estudo

O presente estudo foi conduzido no maior servigo de pronto atendimento (PA) do
principal hospital publico de referéncia em pediatria do municipio de Goiania, Goids, e em
quatro Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal (UCINs) do mesmo municipio (1.244.645
habitantes). Dentre as oito UCINs do municipio, foram selecionadas duas unidades
publicas e duas da rede privada/conveniada para participarem do estudo, que contavam
com maior numero de leitos. No PA foi feito um estudo de corte transversal e, nas UCINS,
foi conduzida uma coorte aberta prospectiva de todos os recém-nascidos admitidos no

periodo do estudo (tabela 4).

4.2 Populagdes do estudo

Duas populagdes de criangas participaram do estudo. A primeira constituiu-se de
criangas menores de 60 meses de idade, atendidas no PA durante o periodo de
sazonalidade de infeccao do trato respiratdrio (maio-outubro) nos anos de 2007 e 2008. No
primeiro ano foram elegiveis criancas que compareceram ao PA independente do motivo
da consulta e, no segundo ano, foram elegiveis criangas com sintomatologia respiratoria. A
segunda populacdo foi composta por todos os recém-nascidos admitidos nas UCINs

(tabela 4).



Tabela 4. Caracteristicas das criancas estudadas. Goiania, Goias.

POPULACAO DO ESTUDO CARACTERISTICAS LEITOS  PERIODO

Criancas de 0-5 anos

Pronto atendimento de hospital referéncia pediatrico

Todos os motivos de atendimento Publico, Hospital Escola NA? jul/2007-set/2007
Sintomaticos respiratorios Pablico, Hospital Escola NA?  mai/2008-jul/2008
Recém-nascidos
Hospital Materno-Infantil Publico, Hospital Escola 14 jun/2007-jan/2008
Hospital das Clinicas Publico, Hospital Universitario 9 jan/2008-nov/2008
Hospital da Crianca Privado, convénios e SUS 26 jul/2007-mai/2008
Hospital Santa Barbara Privado, convénios e SUS 11 out/2007-mai/2008

*NA = Nao se aplica

4.3 Amostragem e tamanho da amostra

O tamanho da amostra para as criangas atendidas no PA foi calculado,
considerando uma prevaléncia de 1,2% de portador nasal por MRSA, encontrada em
creches de Goiania (Lamaro-Cardoso et al., 2007), precisdo de 0,6, efeito do desenho de
1,6, erro alfa de 5% e 5% de recusa. O numero de criangas recrutadas ao dia no PA
considerou a capacidade do laboratdrio para processamento das amostras de swab nasal.
Nas UCINs, uma vigilancia de portadores nasais de S. aureus e MRSA foi realizada com
todas as criancas admitidas. Criangas foram consideradas ndo elegiveis se os pais ou

responsaveis legais ndo concordassem em participar do estudo.

4.4 Coleta de dados e de swab nasal

No PA, auxiliares de pesquisa treinados utilizaram um formulério estruturado para
entrevistar pais ou responsaveis (anexo 2). Foram coletados dados relativos a crianca e de
condi¢des da familia. O instrumento de coleta de dados incluiu as seguintes varidveis
relativas a crianga: nome, idade (em meses), sexo, raca, malformagao congénita, histéria de
internagdo nos ultimos seis meses, uso de antimicrobianos nos ultimos trés meses e,
historia de afecgdes dermatologicas, otite, pneumonia e amidalite nos Gltimos 12 meses. As
variaveis relativas a familia foram: nome da mae, escolaridade da mae da crianga, renda

mensal familiar, crianga da familia que freqiientou creche nos ultimos seis meses, membro
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da familia tabagista, membro da familia trabalhador da saude e nimero de pessoas

residentes no domicilio.

Nas UCINSs, a coleta de dados foi realizada pelos pediatras responsaveis pela
admissao do recém-nascido. O instrumento estruturado de coleta de dados (anexo 3)
continha as seguintes variaveis relativas a crianca: sexo, idade na internacao, ma formagao
congénita, baixo peso, prematuridade, uso de Pressdao Positiva Continua nas Vias Aéreas
(Continuous Positive Airway Pressure - CPAP), intubagao, uso de sonda nasogastrica, tipo
de hospital da internacdo. As varidveis maternas foram: escolaridade, numero de consultas

no pré-natal, tipo de parto, gestacdo multipla, amniorrexe prematura.

Tanto no PA quanto nas UCINSs, foram coletadas amostras bioldgicas utilizando-
se swabs nasais. Os swabs foram coletados por médicos e enfermeiras treinadas,
introduzindo nas duas narinas da crianga. No PA foi coletada uma unica amostra nas duas
narinas de cada crianca e, nas UCINs, foram coletadas duas amostras: uma na admissao ¢
outra na alta ou Obito dos neonatos. Apos a coleta, os swabs foram acondicionados em
meio liquido (ESwab, Copan Diagnostics, Inc., Murrieta, CA, EUA) e encaminhados ao
Laboratorio de Microbiologia Aplicada do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica

da UFG para processamento imediato.

4.5 Procedimentos microbiol6gicos

Todos os testes para isolamento e identificagdo do S. aureus, assim como os testes
de suscetibilidade e moleculares foram realizados no Departamento de Microbiologia do

Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias.

Foram considerados S. aureus meticilina-resistentes os isolados Gram positivos
que apresentaram coagulase positiva, teste de disco de difusdo para oxacilina < 10mm e

cefoxitina < 21mm, Etest para oxacilina com resultado de MIC > 4ug e gene mecA.

4.5.1 Isolamento e identificacdo do S. aureus

O isolamento foi realizado pela semeadura das amostras em placas contendo agar
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manitol salgado (Difco®), triagem para MRSA em placas contendo agar TSA (Tripticase
Soy Agar) e caldo TSB (Tripticase Soy Broth) suplementados com 6 pg/mL de oxacilina e
4% de NaCl, com posterior incubagdo por 24-48 horas a 37°C (figura 2). Todas as
colonias com morfologia sugestiva de estafilococos que cresceram nos meios mencionados

foram submetidas as provas de identificacao.

| SWAB NASAL |» ————— > congelamento a -800C
%

| TSB screening | | TSA screening | | agar Manitol (M)

| Gram |

V%

se Gram cocos +

\
| Catalase Coagulase DNAse |

v

se S.aureus + ------ > congelamento a -800C

antibiograma
(disco de difusio)

%

se oxa/cefox resistente

Figura 2. Procedimento operacional padrao de isolamento e identificacdo do S. aureus.

A identificagdo do S. aureus foi realizada segundo metodologia padronizada por
Brown et al. (2005), que incluiu coloragdo de Gram, teste da catalase, produgdo de
coagulase em tubo e desoxirribonuclease (DNAse). Todos os isolados coagulase e DNAse
positivos identificados como S. aureus foram armazenados a — 80°C em caldo TSB

acrescido com 20% de glicerol para provas adicionais.
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4.5.2 Testes de suscetibilidade

4.5.2.1 Disco de Difusio

Todos os isolados identificados como S. aureus foram submetidos ao teste de
disco de difusdo conforme estabelecido pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2007). Um in6culo padrado de 1,5 x 10® ufc/mL (metade da turbidez da escala 1,0 de
MacFarland) foi utilizado para semeadura das placas contendo Agar Miieller-Hinton. Os
discos de antimicrobianos (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, England) utilizados foram:
cefoxitina (30png), oxacilina (I1pg), penicilina (10u), vancomicina (30ug), teicoplanina
(30png), eritromicina (15pug), clindamicina (2pg), dalfopristinaquinuspristina (15ug),
rifampicina (30pg), ciprofloxacina (5pug), sulfametoxazoltrimetoprim (25ug), tetraciclina
(30pg), linezolida (30pg). Para o controle de qualidade foram utilizadas as cepas ATCC de
S. aureus 25923 e 29213.

4.5.2.2 Etest®

Os isolados de S. aureus que se mostraram resistentes a oxacilina e cefoxitina pelo
método de disco difusdo, foram submetidos a técnica do Etest® para determinagdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Apds subcultivos em agar sangue por 24 horas a
37°C, um indculo padrio foi preparado em salina 0,85% para obtengdo de uma
concentracdo de 1,5 x 10°® ufc/mL e inoculado em 4dgar Mueller-Hinton. Tiras de Etest®
(contendo concentracdo seriada de oxacilina) foram depositadas nas placas inoculadas e
incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura da CIM foi realizada de acordo com as instru¢des

do fabricante e os resultados interpretados conforme o CLSI (2007).

4.5.2.3 Deteccao de resisténcia induzida a clindamicina (D-teste)

Quando os estafilococos apresentam fendtipo MLS de resisténcia induzivel pode-
se observar, in Vitro, resisténcia a eritromicina e sensibilidade a clindamicina. Para detectar
este fendtipo, o teste de indugdo foi realizado conjuntamente com o método de disco

difusdo. Apds preparagdo da cultura e inoculagdo das placas de Miieller-Hinton conforme
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descrito no item 4.5.2.1, um disco de eritromicina (15ug) foi posicionado 15 mm centro a
centro de um disco de clindamicina (2ug). Apds incubagdo a 37°C por 24 horas, foram
avaliados a forma e o tamanho do halo de sensibilidade a clindamicina. Os microrganismos
que ndo apresentaram achatamento do halo foram considerados sensiveis a clindamicina e
aqueles que apresentaram achatamento do halo (forma da letra D) na regido adjacente ao
disco de eritromicina foram considerados resistentes a clindamicina e D-teste positivo

(CLSI, 2007).

4.5.3 Tipagem molecular

4.5.3.1 PCR para deteccio do gene mecA

Os isolados sugestivos de MRSA detectados pela triagem e pelos testes de
suscetibilidade foram submetidos a deteccdo do gene mecA, usado como marcador
molecular para identificagdio de MRSA. A extragdo do DNA genomico foi realizada
segundo protocolo sugerido por van Soolingen et al. (1994) com modificagdes. Os
microrganismos testes foram inoculados em caldo TSB e incubados por 24 horas a 37°C.
Uma aliquota de 1 mL da suspensdo bacteriana foi transferida para um microtubo de 1,5
mL e centrifugada a 5000x g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspenso em 400uL de tampao Tris-EDTA (Tris 10mM, pH 7,5 e EDTA 1mM, pH 8,0)
acrescido de 6uL de lisozima (20 mg/mL — Sigma, St Louis, MO, EUA). Em seguida a
suspensdo foi incubada a 37°C por 1 hora. Apos esse periodo, 70uL. de SDS 10% (dodecil
sulfato de sodio) e 12uL de proteinase K (20mg/mL — Invitrogen®) foram acrescentados a
suspensdo celular e novamente incubada a 56°C por 10 minutos. Em seguida, 10uL de
NaCl 5,0M e 80uL de solugdo CTAB/NaCl (10% Brometo de cetiltrimetilaménio, 0,73M
NaCl) foram adicionados a suspensdo a qual foi agitada lentamente até a obten¢do de um
aspecto leitoso. Esta solucdo foi incubada por 10 minutos a 65°C. Apos esta etapa foram
acrescentados 650 uL de clorofil (cloroférmio alcool isoamilico 24:1, v/v), a suspensao
homogeneizada por 30 segundos e centrifugada a 12.000x g por 5 minutos. Apos a
centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 1,5 mL, adicionado
400uL de isopropanol gelado e incubado a — 20°C por 24 horas. O sistema foi centrifugado
a 18.000x g a 4°C por 20 minutos e posteriormente lavado com 1mL de alcool etilico a

70%, gelado. Os tubos foram invertidos para que houvesse a evaporagao do alcool. O DNA
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foi ressuspenso em 50ul de agua miliQ esterilizada ¢ utilizado como DNA template para

as reagoes que utilizam PCR.

Os primers utilizados para a amplificagdo do gene mecA foram desenhados

baseado na sequéncia depositada no GenBank sob nimero AB063481 (Geha et al., 1994):

MECAL: 5°- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGGC -3’
MECA2: 5°- CTG CAG TAC CGG ATT TGC - 3°

A mistura de reagdo foi preparada em um volume final de 30uL contendo tampao
de reacdo (20mM Tris-HCI, pH 8,4; 50mM KCI; 1,5mM MgCl,); 80uM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (ANTP) (ABgene®); 0,25uM de cada primer; 1U de GoTaq
Green Master Mix (Promega®, e 20ng do DNA template). A reagdo de amplificagdo foi
realizada no termociclador MJ96G Biocycler (Biosystems®) seguindo o programa: 3
minutos 94°C, 35 ciclos de 50 segundos a 92°C, 1 minuto a 50°C, 1 minuto a 72°C e uma
extensao adicional de 5 minutos a 72°C. Os tubos de PCR foram mantidos a 4°C até a sua

analise por eletroforese.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5% (Invitrogen®); acrescido de 0,5 pg/mL de brometo de etidio em tampao Tris-Borato-
EDTA 1x por 30 minutos a 80V. O marcador de 1 kb (Invitrogen®) foi utilizado como
padrao de peso molecular, o DNA da cepa BRZ28 como controle positivo e dgua miliQ
esterilizada como controle negativo. O produto da amplificagdo foi visualizado e

fotografado sob transiluminacao ultravioleta.

4.5.3.2 PCR para detecciao do gene femB

Todos os isolados identificados como MRSA foram submetidos a confirmagao da
identificagdo da espécie conforme protocolo sugerido por Jonas et al. (1999). A seqiiéncia

dos primers utilizados para a obten¢do de um produto de 651 bp foi:
FemB1 (Fos): 5° - TTA CAG AGT TAACTGTTACC -3’
FemB2 (Fy7): 5°- ATA CAA ATC CAG CACGCT CT -3’

A extracdo do DNA gendmico foi realizada seguindo metodologia descrita no
item 4.5.3.1. A mistura de reacdo foi preparada em um volume final de 30uL contendo

tampao de reacdo (20mM Tris-HCI, pH 8,4; 50mM KCI; 1,5mM MgCl,); 80uM de cada
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dNTP (ABgene®); 0,25uM de cada primer; 1U de GoTaq Green Master Mix (Promega®)
e 20ng do DNA template. A reagdo de amplificacdo foi realizada no termociclador MJ96G
Biocycler (Biosystems®) seguindo o programa: 3 minutos 94°C, 35 ciclos de 50 segundos
a 92°C, 1 minuto a 50°C, 1 minuto a 72°C e uma extensao adicional de 5 minutos a 72°C.

Os tubos de PCR foram mantidos a 4°C até a sua analise por eletroforese.

A eletroforese dos produtos de amplificagdo foi realizada em gel de agarose a
1,5% (Invitrogen®), suplementado com 0,05 pg/mL de brometo de etidio em tampao Tris-
Borato-EDTA 1x por 90 minutos a 90V. Como padrao de peso molecular foi utilizado um
marcador de 1 Kb (Invitrogen®). Os fragmentos de DNA produzidos foram visualizados e

fotografados sob transiluminagao ultravioleta.

4.5.3.3 PCR Multiplex para a Determinacio do Tipo de SCCmec
A determinagdo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se o método de PCR

multiplex, conforme protocolo sugerido por Milheirigo et al. (2007), no qual é possivel
identificar os seis tipos de SCCmec. Foram utilizados 10 loci selecionados com base nas
seqiiéncias do elemento SCCmec. Para o SCCmec tipo I foi utilizado o locus A, localizado
na regido posterior do gene pls; para o SCCmec tipo II foi utilizado o locus B que ¢ um
fragmento interno do operon kdp; para o SCCmec tipo II e III foi utilizado o locus C que é
um fragmento interno do gene mecl; para os SCCmec tipo I, IT ¢ IV foi utilizado o locus D,
fragmento interno da regido dcs; para o SCCmec tipo III foram utilizados o locus E que
fica na regido entre o plasmideo PI 258 e o transposon Tn554 e o locus F localizado na
regido entre o Tn554 ¢ a jung@o cromossdmica direita (0rfX); para distinguir as variantes
estruturais IA e IIIA foram utilizados os loci G e H que correspondem a jungdo esquerda
entre a sequéncia de insercao IS431 e o plasmideo pUB110 (IA) e a jungdo esquerda entre
a sequéncia de insercao IS431 e o plasmideo pT181 (IIIA), respectivamente. Foram usados
ainda, oito novos primers para detectar o ccrB alotipo 2 (especifico para tipos II e 1V),
ccrC e a regido J1 do tipo V (especificos para tipo V), e a regido J1 do SCCmec III. A
deteccao dos plasmideos pUB110 e pT181 foi abandonada uma vez que nao eram criticas
para a classificagdo do tipo de SCCmec. As respectivas seqiiéncias de primers utilizadas

para identificar cada tipo de SCCmec deste protocolo estdo descritos no tabela S.

A extragdo do DNA gendmico foi realizada seguindo metodologia descrita no

item 4.5.3.1. Para a reagcdo de PCR foi utilizado tampao de reagdo (20mM Tris-HCI, pH
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8,4; 50mM KCI; 1,5mM MgCl,); 40uM de cada ANTP (MARCA), 200nM dos primers
kdp F1, kdp R1, 400nM dos primers CIF2 F2, CIF2 R2, RIF5 F10, RIF5 F13, SCCmec III
JIF, SCCmec IIT JIR, SCCmec V J1F, SCCmec V J1R; 800nM dos primers mecl P2, mecl
P3, dcs F2, des R1, mecA P4, mecA P7, ccrB2 F2, ccrB2 R2, ccrC F2, ccrC R2; 1,25U de
GoTaq Green Master Mix (Promega®) ¢ 5ng de DNA template. Todas as amplificagdes
por PCR foram realizadas com o termociclador MJ96G Biocycler (Biosystems®)
utilizando o seguinte programa: 4 minutos a 94°C, seguido por 30 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 53°C, 1 minuto a 72°C e uma extensdo adicional de 4 minutos a 72°C.

Os tubos tubos foram mantidos a 4°C até o momento da eletroforese.

Tabela 5. Seqiiéncia dos inicializadores utilizados para PCR multiplex para a determinagéo
dos tipos de SCCmec.

Tamanho do

Primers Seqiiéncia de oligonucleotideos amplicon (pb) Especificidade

CIF2 F2 CIF2 R2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 SCCmec tipo I
ATTTACCACAAGGACTACCAGC

kdp F1 kdp R1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 284 SCCmec tipo IT
CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

RIFS5 F10 RIF5 R13 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 SCCmec tipo I
GTCACAGTAATTCCATCAATGC

SCCmecIlIJ1IF SCCmeclIllIJ1 R CATTTGTGAAACACAGTACG 243 SCCmec tipo IIL, J1
GTTATTGAGACTCCTAAAGC

mecl P2 mecl P3 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 SCCmec tipos I e I1I
GCGGTTTCAATTCACTTGTC

des F2 des R1 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 SCCmec tipos I, IT e
CTAAATCATAGCCATGACCG v

ccrB2 F2 ccrB2 R2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG 311 SCCmec tipos [T e IV
CCGATATAGAAWGGGTTAGC

cerC F2 ccrC R2 GTACTCGTTACAATGTTTGG 449 SCCmec tipo V
ATAATGGCTTCATGCTTACC

SCCmec VIJI F SCCmec VJIR  TTCTCCATTCTTGTTCATCC 377 SCCmec tipo V
AGAGACTACTGACTTAAGTGG

mecA P4 mecA P7 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 mecA (controle
CCACTTCATATCTTGTAACG interno)

Fonte: Milheirigo et al. (2007), adaptado por Inoue (2008).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%
(Invitrogen®), suplementado com 0,05pg/mL de brometo de etidio em tampao Tris-
Borato-EDTA 0,5x por 2,5 horas a 4V, visualizados ¢ fotografados sob transiluminacao
ultravioleta. O marcador 1 Kb (Invitrogen®) foi utilizado como padrao de peso molecular
e as cepas COL (SCCmec tipo I), N315 (SCCmec tipo II), ANS46 (SCCmec tipo III) e
MW?2 (SCCmec tipo 1V) foram utilizadas como controle positivo para os diferentes tipos
de SCCmec.

29



4.5.3.4 Eletroforese em Gel em Campo Elétrico Pulsado (PFGE)

Todas as cepas MRSA foram submetidas a determinacdo do perfil de
macrorestricdo do DNA cromossomico pelo método da eletroforese em gel em campo
pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE) apds digestdo do cromossomo
bacteriano com a enzima de restrigdo Smal, realizada segundo protocolo estabelecido por

Chung et al. (2000) com modificacdes.

Uma coldnia do isolado teste foi semeado em uma placa de TSA e incubado a
37°C durante 24 horas. Posteriormente, uma colonia foi inoculada em 5mL de TSB e
incubada a 37°C por 18-24 horas, sob agitacdo vigorosa. Um volume de 500uL da
suspensdo de células foi transferido para um microtubo de 1,5mL, centrifugado a 14.000x
g por 2 minutos e o sobrenadante cuidadosamente aspirado. O centrifugado foi ressuspenso
em 500pL da solucdo tampao Tris-NaCl (Tris 10mM, pH 8,0, NaCl 1M) e novamente
centrifugado a 14.000x g por 2 minutos. Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em
200uL de solug¢ao tampao Tris-NaCl e a concentragdo celular ajustada com a mesma
solucao tampao pelo calculo da ODgonm (Volaga (L) = ODx40x210 — 210). Uma aliquota
de 100pnL da suspensdo celular ajustada foi homogeneizada com 100uL de gel de agarose

LPM 1,5% (Invitrogen®) para formacao de pequenos blocos de agarose (plugs).

Os plugs contendo as bactérias foram incubados por um periodo de 5 horas a 37°C
em solucao de lise EC (Tris 6mM, pH 8,0; NaCl 1M; EDTA 0,1M, pH 8,0; desoxicolato de
sodio 0,2% e soédio laurylsarcosina 0,5%) acrescida de RNAse (50pg/mL, Invitrogen®),
lisozima (100 pg/mL, Sigma®) e lisostafina (50 pg/mL, Sigma®). A seguir, a solu¢do EC-
lise foi desprezada e os blocos de gel novamente incubados em solugdo ES (EDTA 0,5M,
pH 9,0 e sodio laurylsarcosina 1%) com Proteinase K (1 mg/mL, Invitrogen®); por um
periodo minimo de 17 horas a uma temperatura de 50°C. Apo6s a incubagao, os plugs foram
lavados (5 lavagens com incubacgdes de 30 minutos cada) com a solugdo tampao Tris-
EDTA (Tris 10mM, pH 7,5 e EDTA 1mM, pH 8,0) e armazenados nesta solucdo a 4°C até

serem submetidos a digestdo enzimatica e eletroforese.

Para cada isolado MRSA, o DNA contido no bloco de gel foi digerido com 20U
da enzima Smal (Invitrogen®), em 40uL do tampao de restrigdo 1x e incubado a 25°C por
uma noite. A eletroforese em campo pulsado foi realizada em gel de agarose a 1%

(Invitrogen®), em solugdo tampdo Tris-Borato-EDTA 0,5x (Tris 90mM, &cido borico
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90mM e EDTA 2mM) no sistema CHEF DRII (Bio-Rad®). Para a resolugdo dos
fragmetos de restri¢ao foi utilizado corrente alternando com intervalos de pulso de 5 a 35
segundos a 6 V/cm e temperatura de 12°C por 23 horas. Os géis foram corados em 300ml
de solucdo aquosa contendo 0,5uL/mL de Gel Red (Uniscience®) durante 20 minutos,
descorados em agua destilada por mais uma hora, fotografados sob transiluminagdo com
luz ultravioleta e capturados com o sistema Molecular Imager GelDoc XR (Bio-Rad®). As
fotos foram digitalizadas e armazenadas para analise posterior. Como padrdo de peso
molecular, foi utilizado o Lambda DNA ladder PFGE (New England Biolabs®)
posicionado na primeira e ultima coluna de cada gel. Além do peso molecular, foram
incluidas trés copias da cepa de referéncia S. aureus NCTC 8325 (numero de acesso
GenBank CP000253) posicionadas a cada seis isolados MRSA. Para finalidade de
comparag¢do, também foram incluidos nos experimentos, representantes dos clones MRSA

internacionais listados na tabela 6.

Tabela 6. Clones internacionais de MRSA utilizados para comparagao dos isolados MRSA
por PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis).

Referéncia Clone SCCmec MLST spa type
HU25 Clone Epidémico Brasileiro IIA ST239 t138
BK2464 Clone Nova lorque/Japao I STS t002
HDE288 Clone Pediatrico v STS t002
HAR24 EMRSA-15 v ST22 t022
USA 300 USA 300 v STS8 t008
USA1100 Oceania South Pacific Clone v ST30 t012

A andlise do perfil dos fragmentos de macrorrestri¢do resultantes foi conferida
visualmente segundo os critérios sistematizados por Tenover et al. (1995): (i) cepas
geneticamente indistinguiveis, quando as cepas apresentaram perfil de restrigdo com o
mesmo nimero de bandas e correspondéncia de tamanho entre elas; (ii) cepas estritamente
relacionadas, quando as cepas diferiram em duas a trés bandas nos perfis de restri¢ao; (iii)
cepas possivelmente relacionadas, quando as cepas diferiram em 4 a 6 bandas nos perfis de
restri¢ao e (iv) cepas nao relacionadas, quando as cepas diferiram em sete ou mais bandas

nos perfis de restri¢ao.
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Adicionalmente, os géis de PFGE foram utilizados como imagens preto e branco
invertidas de 8 bits e processados pelo software BioNumerics v.5.0. O processo de
normalizacdo intra e inter géis foi padronizado com a cepa de referéncia S. aureus NCTC
8325, que apds digestdo com a enzima de restricdo Smal produz bandas visiveis entre 674
kb e 9 kb. Todas as bandas dos isolados MRSA situadas acima da maior banda (674 kb) e
abaixo da menor banda (9 kb) da NCTC 8325 foram excluidas da analise. A construgdo do
dendrograma, para avaliar a relagdo genética entre as cepas foi realizada utilizando-se o
coeficiente de similaridade de Dice (1945), baseado na posi¢do e presenca das bandas e no
algoritmo de analise filogenética UPGMA (Unweighted Pair-Groups Method) por meio de
agrupamentos por médias nao ponderadas (Seath e Sokal, 1973). Os parametros de
otimizagdo e tolerancia foram utilizados com os respectivos valores, 1,0 e 1,5%. Cada
cluster de isolados foi definido como um grupamento de perfis (n > 2) apresentando um

coeficiente de similaridade acima de 80% (Carrico et al., 2005).

4.5.3.5 Multilocus Sequence Typing (MLST)

A técnica de MLST baseia-se no sequenciamento de fragmentos internos
(~450bp) altamente conservados de sete genes constitutivos especificos para a espécie
Staphylococcus sp. O método foi utilizado para caracterizar todas as cepas MRSA
seguindo protocolo de Enright et al. (2000). As sequéncias dos pares de primers utilizados

para a amplificagdo dos sete genes estdo descritos na tabela 7.

A extragdo do DNA gendmico foi realizada conforme metodologia descrita no
item 4.5.3.1. A rea¢do de PCR foi preparada em um volume final de 50uL contendo
tampao de reacao (20mM Tris-HCI, pH 8,4; S0mM KCI; 1,5mM MgCl,); 80uM de cada
dNTP (ABgene®); 0,25uM de cada primer; 1U de GoTaq Green Master Mix (Promega®)
e 20ng do DNA template. A reacdo de amplificagdo foi realizada no termociclador MJ96G
Biocycler (Biosystems®) seguindo o programa: 4 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C e uma extensao adicional de 10

minutos a 72°C. Os tubos de PCR foram mantidos a 4°C at¢ a sua analise por eletroforese.

A eletroforese dos produtos de amplificagdo foi realizada em gel de agarose a 1%
(Invitrogen®) com 0,05 pg/mL de brometo de etidio em tampao Tris-Borato-EDTA 1x por
30 minutos a 120V. Foi utilizado como padrdo de peso molecular o marcador 1 Kb

(Invitrogen®) e os fragmentos de DNA resultantes, visualizados e fotografados sob
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transiluminagao ultravioleta.

Tabela 7. Sequéncia dos primers utilizados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Gene Primer Sequéncia (5°-3°)
Carbamato quinase (arcC) arc-f CCTTTATTTGATTCACCAGCG
arc-r AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
Shikimato desidrogenase (aroE) aro-f ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
aro-r GGTGTTGTATTAATAACGATATC
Glicerol quinase (glpF) glp-f CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
glp-r TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
Guanilato quinase (gmk) gmk-f ATCGTTTTATCGGGACCATC
gmk-r TCATTAACTACAACGTAATCGTA
Fosfato acetiltransferase (pta) pta-f GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
pta-r GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
Triosefosfato isomerase (tpi) tpi-f TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
tpi-r TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
Acetil coenzima A acetiltransferase (yqilL) yqi-f CAGCATACAGGACACCTATTGGC
yqi-r CAGCATACAGGACACCTATTGGC

Ap0s a eletroforese, os amplicons positivos para cada gene foram purificados com
o kit BigDye® X Terminator™ Purification (Biosystems®). As sequéncias de DNA
obtidas foram analisadas com o auxilio do software Lasergene® v.8.0 (DNASTAR, Inc).
As sequéncias consensos resultantes foram submetidas ao servidor MLST

(http://www.mlst.net) atribuindo para cada locus, um numero de alelo distinto. Um perfil

alélico foi gerado para cada um dos sete genes ¢ o ST.

4.5.3.6 Spatyping

O gene da proteina A (spa) possui em sua constituigdo uma regido polimorfica X
a qual apresenta pequenas seqiiéncias de repeticdo de numero variavel. Esta regido foi
utilizada para determinar o spa type de todas as cepas MRSA baseado em protocolos
previamente sugeridos (Koreen et al., 2004; Hanssen e Ericson Sollid, 2006). A sequéncia

do par de primers utilizada para a amplificag¢do da regido X foram:

spa 113F: 5°- TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C-3’
spa 1514R: 5°- CAG CAG TAG TGC CGT TTG CTT -3’

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado o método descrito no item 4.5.3.1.

A mistura de reagdo foi preparada em um volume de 50uL contendo tampao de reagdo
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(20mM Tris-HCI, pH 8.,4; 50mM KCI; 1,5mM MgCl,); 80uM de cada ANTP (ABgene®);
0,25uM de cada primer; 1U de GoTaq Green Master Mix (Promega®) ¢ 20ng do DNA
template. O termociclador MJ96G Biocycler (Biosystems®) foi programado com os
seguintes parametros: 5 minutos a 80°C, 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a
60°C, 90 segundos a 72°C e uma extensdo adicional de 10 minutos a 72°C. Os tubos de
PCR foram mantidos a 4°C até a sua andlise por eletroforese. A eletroforese foi realizada
em gel de agarose a 0,8% (Invitrogen®) acrescentado de 0,5 pg/mL de brometo de etidio

(10 mg/L) em tampao Tris-Borato-EDTA 1X por 1 hora a 90V.

Os produtos de PCR que amplificaram a regido X foram purificados e
sequenciados como descrito no item 4.5.3.1. A analise das sequéncias obtidas foi realizada
com o software Ridom Staphtype v.1.5.13. Os repeats que compdem a regido polimorfica
X e que definem um spa type podem apresentar 21, 24 ou 27 bp. Cada repeat difere um do
outro por pelo menos um evento de mutagdo pontual. Baseado no valor qualitativo de cada
base na curva espectral da sequéncia, o software constr6i uma sequéncia consenso
resultante de ambas as dire¢des, detecta automaticamente os Spa repeats e atribui um spa

type (numérico).

4.6 Analise de Dados

Os dados foram digitados e analisados usando o software SPSS versdo 15.0. Foi
realizada andlise descritiva e calculada as prevaléncias de portador de S. aureus e de
MRSA com intervalos de 95% de confianca (IC95%). Para os neonatos admitidos nas
UCINs calculou-se também a incidéncia de MRSA como o percentual de criangas com
swab positivo para MRSA no momento da alta em relagdo ao total de criangas com swab
negativo para MRSA na admissao. Isolados com resisténcia a representantes de trés classes
de antimicrobianos (clindamicina, ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim), em
adicdo aos P-lactamicos, foram definidos como MRSA multirresistentes. Graficos-caixa
foram produzidos para avaliar a dispersdo de varidveis continuas e presenca de valores
discrepantes em relagdo ao conjunto de dados remanescente (outliers e extreme outliers).
Para comparar o tempo de internagdo entre os neonatos portadores de MRSA e os ndo

portadores de MRSA, os valores outliers e extreme outliers foram excluidos.
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A analise univariada foi realizada para avaliar potenciais fatores associados ao
portador de S. aureus e de MRSA, usando o teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher
quando apropriado. Diferencas de médias foram obtidas para variaveis continuas usando
ANOVA. Assim, todas as varidveis com p < 0,10 na analise univariada foram incluidas no
modelo final de regressdo logistica (stepwise backward). O método passo a passo foi
empregado para manter nos modelos de regressdo apenas as variaveis independentes com

p< 0,05. O modelo final foi avaliado pelo teste de Hosmer e Lemeshow (2000).

4.7 Aspectos éticos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos ¢ Animais do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias
(processo n° 008/2007) (anexo 4). Todos os pais ou responsaveis legais assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o Acesso aos Dados Médicos (ADM) para

participagdo do estudo.
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5 RESULTADOS

Um total de 2.735 criangas participou do estudo, com coleta de swab nasal. No
PA (n=2.034) a média de idade foi de 21,6 meses (sd=16,04 meses), sendo que 61,5%
eram menores de 24 meses. Quanto ao género, 54,5% eram do sexo masculino, 24,7%
tinham pelo menos uma crianga na familia que freqiientou creche nos ultimos 6 meses,
28,9% das criangas internaram nos ultimos 6 meses, 3,4% apresentavam malformagao
congénita e 25,1% tinham renda familiar de um salario minimo ou menos. Nas UCINs
foram coletadas amostras de 701 (98,7%) dos 710 neonatos admitidos (figura 3), sendo
que 74,0% dos RN recrutados foram internados nas primeiras 24 horas de vida, 66,7%
nasceram no proprio hospital, 32,3% vieram transferidos de outros hospitais e 0,9% vieram
do domicilio. A maioria dos recém-nascidos era do sexo masculino (57,7%), 56,5%
nasceram com baixo peso, 65,9% pré-termos, 16,9% apresentavam malformacao
congénita, 40,3% usaram CPAP (Continuous Positive Airway Pressure), 75,3% internaram

em hospitais privados e 38,3% das maes tinham escolaridade até o ensino fundamental.

ATENDIMENTOS ADMISSOES
PA =2.034 UCINs =710
| |
2.034 swabs nasais 701 swabs nasais
v v v v
| 1.626 S. aureus (-) | | 408 S. aureus (+) |20,1% 9,1%| 64 S.aureus (+) | | 637 S. aureus (-) |
| |
Oxacilina Oxacilina
(disco, MIC) (disco, MIC)
* A 4 \ 4 *
| 404 MSSA | | 4 MRSA |0,2% 0,6% 4 MRSA | | 60 MSSA |

Testes moleculares
mecA
SCCmec
PFGE
spa
MLST

Figura 3. Fluxograma do estudo.



5.1 Prevaléncia de portador de Staphylococcus aureus e MRSA

Pronto Atendimento - Dos 2.034 participantes, 408 (20,1%) eram portadores de S.
aureus e quatro (0,2%) foram MRSA, positivos para o gene mecA. As prevaléncias de
portador de S. aureus e de MRSA nao diferiram, estatisticamente, nos dois grupos de
criangas avaliadas: aquelas atendidas por todos os motivos e aquelas com sintomas
respiratdrios, respectivamente 22,5% e 18,4% para S. aureus e 0,1% e 0,2% para MRSA
(tabela 8).

Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal - As prevaléncias de S. aureus variaram
de 0,03% a 15,7% e, as prevaléncias de MRSA, de 0,0% a 2,0% por UCIN (tabela 2).

Tabela 8. Prevaléncia de portador de Staphylococcus aureus e de MRSA de acordo com os
grupos populacionais.

PREVALENCIA
POPULACOES ESTUDADAS N S. aureus MRSA
n % (1C95%) n % (I1C95%)

Pronto Atendimento

todos os motivos de atendimento 816 184  22,5(19,8-25,6) 1 0,1 (0,0-0,8)

sintomaticos respiratorios 1218 224 18,4 (16,3-20,7) 3 0,2 (0,1-0,8)

Subtotal 2034 408  20,1(18, 4-21,9) 4 0,2 (0,1-0,5)
UCIN

Hospital Materno-Infantil 93 5 5,4 (1,2-12,7) 0 0,00

Hospital das Clinicas 426 41 9,6 (7,1-12,9) 2 0,5 (0,1-1,9)

Hospital da Crianga 102 16 15,7 (9,5-24,5) 2 2,0 (0,3-7,6)

Hospital Santa Barbara 80 2 0,03 (0,4-9,6) 0 0,00

Subtotal 701 64 9,1 (7,2-11,6) 4 0,6 (0,28-1,6)
Total 2735 472 17,3 (15,9-18,7) 8 0,3 (0,1-0,6)

5.2 Potenciais fatores associados ao portador de S. aureus e MRSA

Pronto Atendimento - Em andlise univariada (tabela 9), os fatores
estatisticamente significantes associados a colonizagdo nasal por S. aureus foram: idade >

23 meses, sexo masculino, raca nao-branca e sem uso de antibidticos nos ultimos trés
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meses. Para colonizacdo nasal por MRSA foram estatisticamente significantes renda

mensal < a um saldrio minimo e freqiientar creche nos ultimos seis meses.

Tabela 9. Potenciais fatores associados a colonizagdo nasal de Staphylococcus aureus e
MRSA? em criangas atendidas no servigo de Pronto Atendimento.

Staphylococcus aureus MRSA*?
CARACTERISTICAS sim® nio” total” sim nio”
n % n % n % P n % n % P
CRIANCA
Sexo
masculino 247 60,5 861 53,0 1108 54,5 0,006 2 50,0 1106 54,5 1,000
feminino 161 39,5 765 47,0 926 45,5 2 50,0 924 455
Faixa etaria
> 23 meses 217 532 567 34,9 784 38,5 0,000 1 25,0 783 38,6 1,000
<23 meses 191 46,8 1059 65,1 1250 61,5 3 75,0 1247 61,4
Raca
outra 265 65,0 963 59,3 1228 60,5 0,038 1 25,0 1227 60,5 0,307
branca 143 35,0 660 40,7 803 39,5 3 75,0 800 39,5
Malformagédo congénita
sim 11 2,7 58 3,6 69 3,4 0,382 2 50,0 67 33 0,007
néo 397 97,3 1565 96,4 1962 96,6 2 50,0 1960 96,7
Afecgdes dermatologicas
sim 107 26,2 463 28,5 570 28,0 0,362 0 0,0 570 28,1 0,582
nao 301 73,8 1162 71,5 1463 72,0 4 100,0 1459 71,9
Otite nos ultimos 12 m
sim 144 353 608 37,3 752 37,0 0,432 1 25,0 751 37,0 1,000
nao 264 64,7 1018 62,6 1282 63,0 3 75,0 1279 63,0
Pneumonia nos ultimos 12 m
sim 133 32,7 490 30,1 623 30,6 0,320 3 75,0 620 30,6 0,088
nao 274 673 1136 69,9 1410 69,4 1 25,0 1409 69,4
Amidalite nos ultimos 12 m
sim 233 57,1 907 55,9 1140 56,1 0,638 1 25,0 1139 56,1 0,326
nao 175 42,9 718 442 893 43,9 3 75,0 890 43,9
Internagdo nos Gltimos 6 m
sim 115 28,2 471 29,0 586 28,9 0,740 3 75,0 583 28,8 0,075
nao 293 71,8 1152 71,0 1445 71,1 1 25,0 1444 71,2
Antibidtico nos ultimos 3 m
nao 190 52,5 683 46,8 873 47,9 0,053 3 75,0 870 47,9 0,355
sim 172 47,5 776 53,2 948 52,1 1 25,0 947 52,1
FAMILIA
Escolaridade da mae
<8 anos 188 46,1 705 43,5 893 55,1 0,352 2 50,0 891 44,0 1,000
> 8 anos 220 539 915 56,5 1135 44,9 2 50,0 1133 56,0
Tabagista em casa
Sim 126 30,9 569 35,0 695 34,2 0,116 2 50,0 693 34,2 0,610
Niao 282 69,1 1056 65,0 1338 65,8 2 50,0 1336 65,8
Renda mensal
<1SM° 107 26,8 392 24,6 499 25,1 0,369 3 75,0 496 25,0 0,051
>1SM 292 732 1199 754 1491 74,9 1 25,0 1490 75,0
Creche nos tltimos 6 m
Sim 100 24,6 401 24,8 501 24,7 0,934 3 75,0 498 24,6 0,049
Niao 307 754 1218 75,2 1525 75,3 1 25,0 1524 754
Trabalhador da saude na
familia
Sim 27 6,6 82 5,0 109 5,4 0,207 0 0,0 109 5,4 1,000
Nao 381 93,4 1544 95,0 1925 94,6 4 100,0 1921 94,0
N° de pessoas na familia
>4 134 32,8 542 334 676 33,3 0,833 1 25,0 675 33,3 1,000
<4 274 67,2 1081 66,6 1355 66,7 3 75,0 1352 66,7

* MRSA = Staphylococcus aureus meticilina resistente.
® 0 niimero total ndo é o mesmo para todas as variaveis porque os valores sem informagao foram excluidos da anélise.
¢SM= Salario minimo
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As variaveis com valor de p < 0,10 na andlise univariada foram incluidas no
modelo final de regressao logistica multivariada. Fatores independentes associados a
colonizacdo por S. aureus no PA foram (tabela 10): idade > 24 meses (OR=2,2; p=0,000),
sexo masculino (OR=1,5; p=0,002) e uso de antibidtico nos ultimos trés meses (OR=0,78
p=0,040). Para MRSA, permaneceram independentemente associados a colonizacao:
malformagdo congénita (OR=26,8; p=0,002) e crianca ou algum membro da familia que

freqlientou creche nos tltimos seis meses (OR=10,6; p=0,045).

Tabela 10. Andalise multivariada dos fatores de risco para colonizagdo nasal de
Staphylococcus aureus e MRSA® em criangas atendidas no servigo de Pronto Atendimento.

Fatores ORjus’ IC 95% p
S. aureus®
idade > 24 m 2,2 1,74-2,79 0,000
sexo masculino 1,5 1,15-1,85 0,002
uso de antibiotico nos Gltimos 3 meses 0,8 0,62-0,99 0,040
MRSA¢
malformagdo congénita 26,8 3,48-205,75 0,002
frequentou creche nos ultimos 6 meses 10,6 1,05-106,96 0,045
renda <1 SM 9,2 0,91-92,03 0,060

* MRSA = Staphylococcus aureus meticilina resistente.

® OR,jus = Odds Ratio ajustado.

¢ ajustado por: raga.

d ajustado por: sexo, idade, pneumonia nos tltimos 12 meses, internagdo nos ultimos 6 meses.

Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal — Os fatores associados ao S. aureus e
ao MRSA em andlise univariada sdo mostrados na tabela 11. Todos os casos de MRSA
eram de hospitais privados e nasceram por parto cesdreo. Ter sido admitido em hospital
privado e interna¢do menor que 24 horas apds o nascimento permaneceram associados a
colonizacgao nasal para S. aureus em analise multivariada (tabela 12). A figura 4 mostra a
dispersdo do tempo de internagdo dos neonatos em relacdo a colonizagdo por MRSA.
Observa-se que a mediana do tempo de internagdo em dias entre as criangas colonizadas
por MRSA foi maior do que a das ndo colonizadas por MRSA (p=0,023). A tabela 13
mostra as caracteristicas clinicas e microbioldgicas das criangas portadoras de MRSA

hospitalizadas nas UCINSs.
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Tabela 11. Potenciais fatores associados a colonizagdo nasal de Staphylococcus aureus e
MRSA? em neonatos admitidos em Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal.

. S. aureus MRSA
Potenciais fatores de ) = 5 . ~b
risco sim nao total p sim nao p
n % n % n % n % n %
Sexo
masculino 43 67,2 361 56,8 404 57,7 0,108 2 50,0 402 57,8 1,000
feminino 21 32,8 275 432 296 42,3 2 50,0 294 42,2
Idade da internagao
> 24 horas 23 359 159 25,0 182 26,0 0,056 1 250 181 26,0
< 24 horas 41 64,1 478 75,0 519 74,0 3 75,0 516 74,0 1,000
Tipo de hospital
privado 57 89,1 471 73,9 528 75,3 0,007 4100,0 173 24,8 -
publico 7 10,9 166 26,1 173 24,7 0 0,0 524 75,2
Escolaridade da mae
< 8 anos 26 41,9 231 37,9 257 38,3 0,537 0 00 257 38,5 -
> 8 anos 36 58,1 378 62,1 414 61,7 4100,0 410 61,5
Ma formagdo
sim 6 94 110 17,5 116 16,9 0,099 1 250 115 16,7 0,520
nao 58 90,6 510 82,5 568 83,1 3 75,0 575 83,3
N° de consultas pré-natal
<7 32525 378 63,7 410 62,7 0,083 2 50,0 408 62,8 0,632
>7 29 47,5 215 36,3 244 373 2 50,0 242 37,2
Tipo de parto
cesarea 43 67,2 390 61,8 433 62,3 0,397 4100,0 429 62,1 -
vaginal 21 32,8 241 38,2 262 37,7 0 00 262 37,9
Baixo peso
sim 34 53,1 359 56,9 393 56,5 0,562 2 50,0 391 56,6 1,000
ndo 30 46,9 272 43,1 392 435 2 50,0 300 43,4
Pré-termo
sim 36 58,1 411 66,7 447 65,9 0,170 3 750 444 65,9 1,000
ndo 26 41,9 205 33,3 231 34,1 1 250 230 34,1
Gestagdo multipla
sim 9 14,1 49 7.8 58 84 0,084 0 0,0 58 84 1,000
nao 55 85,9 580 92,2 635 91,6 4100,0 631 91,6
Amniorrexe prematura
sim 4 10,8 94 19,1 98 18,5 0,274 1 250 97 18,4 0,560
nao 33 89,2 399 80,9 432 81,5 3 75,0 429 81,6
CPAP®
sim 16 26,7 258 41,7 274 40,3 0,024 2 50,0 272 40,3 1,000
ndo 44 73,3 361 58,3 405 59,7 2 50,0 403 59,7
Intubagio
sim 31 50,8 335 54,0 366 53,7 0,631 3 750 363 53,6 0,628
ndo 30 49,2 285 46,0 315 46,3 1 250 314 46,4
Sonda nasogastrica
sim 22 36,7 230 37,2 252 37,1 0,940 2 50,0 250 37,0 0,630
ndo 38 63,3 389 62,8 427 62,9 2 50,0 425 63,0

* MRSA = Staphylococcus aureus meticilina resistente.
® 0 ntimero total nio é 0 mesmo para todas as varidveis porque os valores em branco foram excluidos da analise.
¢ Presséo Positiva Continua nas Vias Aéreas (Continuous Positive Airway Pressure).

Tabela 12. Analise multivariada dos fatores de risco para coloniza¢do nasal de S. aureus
em criangas admitidas nas UCINs" de Goiania.

Fatores OR,just’ IC 95% p

Hospital privado 2,68 1,12-6,46 0,028
Internag@o > 24 horas do nascimento 1,81 1,03-3,22 0,040
Uso de CPAP® 1,69 0,90-3,12 0,098

# UCINs = Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal.
b OR,;,t = Odds Ratio ajustado por: malformagdo, nimero de consultas de pré-natal e gestagdo multipla.
¢ Pressdo Positiva Continua nas Vias Aéreas (Continuous Positive Airway Pressure).
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Figura 4. Graficos-caixa do tempo de internacdo para casos incidentes de portador nasal de Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA). A linha inferior da caixa indica o percentil 25° a linha superior da
caixa indica o percentil 75° e a linha que atravessa a caixa indica a mediana. Os circulos sdo valores
"outliers" do tempo de internacdo, que variam de 1,5 a 3,0 vezes o intervalo entre os percentis 25° ¢ 75°. Os
asteriscos sdo valores "extreme outliers" do tempo de internagdo, que sdo maiores que 3,0 vezes o intervalo
entre os percentis 25° e 75°.

Tabela 13. Caracteristicas clinicas e microbiologicas dos portadores nasais de MRSA internados nas

Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal.

CARACTERISTICAS cepa 811 cepa 902 cepa 415 cepa 682

Sexo fem masc fem masc

SCCmec v 1T 11 v

Hospital Privado A Privado A Privado B Privado B

Dias de hospitalizagdo 88 20 20 4

Tipo de parto cesareo cesareo cesareo cesareo

Peso ao nascer (g) 1010 2500 2250 3190

Idade na admissao 9 3 3 25

(horas)

Idade na coleta do swab 25 6 22 26

da admissao (horas)

MRSA positivo nas nao nao nao sim

primeiras 48 horas de

internagao

Apgar do 1° minuto 1 3 3 7

Hemocultura (primeiras negativo negativo negativo negativo

48 horas de internagao)

Diagnostico na prematuridade prematuridade prematuridade insuficiéncia respiratoria

admissao membrana hialina insuficiéncia respiratoria membrana hialina aguda
pneumonia aguda insuficiéncia respiratoria

Diagnostico final

hemorragia digestiva

prematuridade

distarbio de coagulagéo

hemorragia intra-peri-
ventricular

sepse clinica

prematuridade

insuficiéncia respiratoria
aguda

pneumonia

sepse clinica

aguda
prematuridade
membrana hialina
insuficiéncia respiratoria
aguda
comunicagao
interventricular
sepse clinica

insuficiéncia respiratoria
aguda

cardiopatia congénita

sepse clinica
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Incidéncia de S. aureus e MRSA nas UCINs - a incidéncia de portador de S.
aureus foi 5,14%. A incidéncia de MRSA foi 0,50%, variando de 0,26% a 2,44%, mas
todos os casos foram detectados apenas nas UCINs de hospitais privados/conveniados
(tabela 14). Houve uma diferenga estatisticamente significante do tempo de internagao
entre os neonatos que adquiriram MRSA e os que ndo adquiriram (p=0,023). Observou-se
uma associacdo direta entre tempo de internacdo em dias e incidéncia de portador de
MRSA. A cada dia de internagao aumenta 0,03% (variacao de 0,01% a 0,06%) o risco de
um neonato vir a ser portador de MRSA (RR=0,97; p=0,04).

Tabela 14. Incidéncia de portador de Staphylococcus aureus e MRSA® nas diferentes
Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal (UCINs).

INCIDENCIA

UCINs S. aureus MRSA

n/total % IC 95% n/total % IC 95%
Hospital Materno Infantil 1/62 1,61 0,08-9,83 0/62 0,00 -
Hospital das Clinicas 2/67 2,99 0,52-11,32 0/67 0,00 -
Hospital da Crianga 25/392 6,38 4,25-9,39 1/392 0,26 0,01-1,64
Hospital Santa Barbara 3/82 3,66 0,95-11,06 2/82 2,44 0,42-9,35
TOTAL 31/603 5,14 3,58-7,30 3/603 0,50 0,13-1,57

* MRSA = Staphylococcus aureus meticilina resistente.

5.3 Perfil de resisténcia antimicrobiana

Os resultados da CIM para oxacilina mostraram que 16 (3,4%) dos 472 isolados
de S. aureus foram resistentes a oxacilina, sendo sete do PA e nove de UCIN, totalizando
oito criancas (tabela 15). Todos os MRSA foram resistentes a oxacilina e cefoxitina e
suscetiveis a vancomicina. Resisténcia a eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina e
sulfametoxazol-trimetoprim foram detectados em 68,8%, 56,3%, 37,6% e 43,8% dos
isolados, respectivamente. Todas as cepas SCCmec tipo III apresentaram perfil MDR e
maiores niveis de resisténcia a oxacilina (MIC > 256 pg/mL) em comparagdo aos

SCCmeclV. Todos os isolados foram obtidos pela técnica TSA, exceto a cepa da crianga
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identificada pelo numero 902 (técnica TSB).

Tabela 15. Caracteristicas fenotipicas e genotipicas das cepas MRSA.

N¢isolados  Técnica do Resisténcia a

ID Centro participante N=16 isolamento® SCCmec MDR®  MIC antimicrobianos®

936 HMI PAY 2 M+, TSA 111 sim >256 Oxa Eri Cli Cef Cip SMT
Pen

1419 HMI PA 1 TSA v nao 24 Oxa Eri Cli Cef QD Pen

2044 HMI PA 2 M+, TSA v nao 8 Oxa Eri Cli Cef QD Pen

457 HMI PA 2 M+, TSA v nao 24 Oxa Eri Cef SMT Pen

682 HCr UCIN® admissao 3 M+, M-, TSA v nao 6 Oxa Cef Tei Pen

UCIN alta 2 TSA, TSB v nao 6 Oxa Cef Tei Pen

811 SB UCIN alta 1 TSA v nao 4 Oxa Eri Cli Cef Cip Pen

415 HCr UCIN alta 2 M+, TSA 1 sim >256 Oxa Eri Cli Cef Cip SMT
Pen

902 SB UCIN alta 1 TSB 1 sim >256 Oxa Eri Cli Cef Cip SMT
Pen

4 M-+ = manitol positivo; M- = manitol negativo; TSA = Tripticase Soy Agar; TSB = Tripticase Soy Broth

" MDR = Multidrogarresistente.

° Antimicrobianos: Oxacilina (Oxa), Eritromicina (Eri), Cefoxitina (Cef), Clindamicina (Clin), Ciprofloxaciina (Cip), Teicoplamina
(Tei), Sulfametoxazol-Trimetoprim (SMT, Quinuspristina-Dalfopristina (QD) Penicilina (Pen)

¢ Pronto Atendimento

¢ Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal

De todos onze isolados MRSA SCCmec tipo IV, seis apresentaram resisténcia a
eritromicina, quatro a clindamicina e dois ao sulfametoxazol-trimetoprim. Dentre os seis
MRSA SCCmec tipo IV isolados nas UCINs, um foi resistente a ciprofloxacina e

clindamicina e nenhum foi resistente a sulfametoxazol.

O fendtipo MLSg (macrolideos, lincosaminas e estreptogaminas) pelo D-teste foi
detectado em 22,9% (108/472) dos S. aureus, sendo 2,8% (13/472) provenientes das
UCINs. Trés isolados MRSA SCCmec tipo IV (ID: 1419 e 2044) apresentaram resisténcia

induzida a clindamicina.

5.4 Epidemiologia molecular das cepas MRSA

A andlise do perfil de DNA cromossomico de todas as cepas MRSA mostrou trés
pulsotipos (A, B e C), dois tipos de SCCmec (III e IV) e dois clusters (A e B) com mais de
80% de similaridade genética pelo coeficiente de Dice (figura 5a). Os dois clusters com

tipos de SCCmec diferentes apresentaram tanto cepas provenientes de UCINs, quanto
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provenientes do PA. Todas as cepas pertencentes ao cluster A portavam SCCmec tipo III e
compartilhavam >80% de similaridade genética com a cepa controle HU25, representante
do clone epidémico brasileiro. Dessas, duas cepas eram provenientes de UCINs e uma do
PA, todas apresentando um perfil de multiresisténcia (figura Sa). Entre as 3 cepas do
pulsotipo B, duas foram idénticas entre si, embora provenientes de UCINs diferentes. Estas
cepas apresentavam SCCmec tipo IV e estavam correlacionadas em mais de 80% com a
cepa controle HDE288, representante do clone pediatrico. Nenhuma cepa SCCmec tipo IV
apresentou perfil de multiresisténcia. As duas cepas pertencentes ao pulsotipo C eram
geneticamente idénticas entre si, eram provenientes do PA, apresentavam SCCmec tipo IV
e nao possuiam perfil de multiresisténcia.

Em relacdo as cepas MRSA recuperadas do PA (figura 5b), foram observados
dois pulsotipos de cepas SCCmec tipo IV e um pulsotipo com SCCmec tipo III. Entre as
cepas SCCmec tipo IV, uma compartilhava 84% de similaridade com o clone pediatrico. A
unica cepa classificada como SCCmec tipo III, e compartilhava 86% de similaridade

genética com o clone epidémico brasileiro.

Em relagdo as cepas MRSA provenientes das UCINs (figura 5c¢), dois pulsotipos
foram encontrados. O pulsotipo B constituiu-se de trés cepas geneticamente idénticas,
apesar de serem provenientes de duas UCINs diferentes. Esse pulsotipo apresentou 84% de
similaridade genética com o clone pediatrico e portavam SCCmec IV. Um recém-nascido
(ID 682) colonizado na admissao com SCCmeclV, apresentou o mesmo organismo na alta.
Outro neonato (ID 811) foi colonizado durante a internagdo. O pulsotipo A foi associado
ao clone brasileiro (88,6% de similaridade), portava SCCmec III, pertencia a neonatos de

duas UCINs diferentes e as cepas foram adquiridas durante a internacao.

Nenhuma dos isolados que apresentaram SCCmec tipo IV tinha o gene

codificador de PVL.
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Figura 5. Similaridade genética de cepas MRSA de criancas de Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal (UCIN) e Pronto Atendimento (PA). Caracteristicas

D Centro  ppGE  SCCmec  MIC MDR  Sexo  Idade
participante
936 HMI PA Al il >256 sim F 10 m
902 SB  UCIN A2 il >256 sim 0d
415 HCr UCIN A3 I >256 sim F 0d
HU25* NA NA A I NA NA NA
1419 HMI PA C v 24 nao M I m
2044 HMI PA C v 8 ndo M 13m
682 HCr UCIN Bl v 16 ndo M 1d
811 SB  UCIN Bl v 16 ndo F 0d
HDE288** NA NA B v NA NA NA
457 HMI PA B2 v 24 nao F 35m
D PFGE SCCmec ('ercche 108 \ ot okt Traball}ador da Ar}tll?lotlco nos In}erpac;ao nos
wltimos 6m saude ultimos 3m ultimos 6m
HU25* A il NA NA NA NA NA
936 M+ Al I sim nao nao nao sim
1419TSA C v nao nao nao nao sim
2044 M+ C v sim sim ndo nao sim
HDE288** B v NA NA NA NA NA
457 Bl v sim sim nao sim sim
Centro Idade Tempo de Peso ao
1D articipante PFGE SCCmec admissdo  internagdo Malformagdo Pré-termo nascer
P P (horas) (dias) (gramas)
682 HCr adm Bl v 25 4 sim ndo 3190
682 HCr alta Bl v 25 4 sim nao 3190
811 SB alta Bl v 9 88 nao sim 1010
HDE288** NA NA B v NA*#* NA NA NA NA
902 SB alta Al I 3 20 ndo sim 2500
415 HCr alta A2 I 3 20 ndo sim 2250
HU25* NA NA A 111 NA NA NA NA NA

epidemioldgicas, fenotipicas e genotipicas de criangas de UCIN e PA (a); Caracteristicas genotipicas e fatores de risco para MRSA de criangas atendidas em PA (b) e em
UCIN (c). *representante do clone epidémico brasileiro; ** representante do clone pediatrico; ***NA= ndo se aplica
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Dentre os isolados MRSA avaliados pelo MLST e pelo spa type, encontrou-se ST770,
ST585 e um ST nao registrado no servidor do MLST, todos com spa type t037 e relacionados
com o clone epidémico brasileiro (tabela 16). Quatro cepas spa types foram encontradas, sendo
duas representantes do clone pedidtrico, uma representante do clone brasileiro e uma

representante do clone Western Australia.

Tabela 16. Parentesco genético entre cepas de portador nasal de MRSA isoladas de neonatos de UCINs e
de criangas atendidas em servigos de pronto atendimento de Goiania.

Similaridad N do alelo do MLST" . .
ID  SCCmec ~mrant :1 ® Local umero do axe’o €o _ _ ST® Spatype Clones relacionados*
PFGE arcc aroe glpf gmk pta tpi ygil

415 111 UCIN® 1 3 1 1 4 4 3 770 t037 single locus variante do clone brasileiro
902 111 87,6%  UCIN 2 1 1 1 4 4 3 585 t037 single locus variante do clone brasileiro
936 11 PA" 2 3 1 88 1 3 novo® t037 double locus variante do clone brasileiro
457 v UCIN 1 4 1 4 12 1 10 5 t002 clone pediatrico
682 v 80,3%  UCIN 1 4 1 4 12 1 10 5 t045 clone pediatrico
811 v PA I 31 1 4 12 1 10 641 - single locus variante do clone pediatrico
141 v PA 1 1 1 1 1 1 1 1 12 1 A ilia"

9 100,0% t128 clone Western Australia
2044 v PA 1 1 1 1 1 1 3 1 - clone Western Australia

* PFGE=Pulsed Field Gel Electrophoresis

® MLST=Multi Locus Sequence Type

¢ ST=Sequence type

4 cepas relacionadas ao ST encontrados e que constam na base de dados do servidor MLST net
¢ Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal

" Pronto atendimento

¢ submetido ao servidor do MLST net para ser alocado um novo ST

" WA-Australia - Western Australia MRSA

- seqiienciamento em revisao
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6 DISCUSSAO

Este estudo evidenciou a presenca de portadores nasais MRSA em Pronto
Atendimento ¢ em Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal de Goiania, identificou fatores
associados ao portador nasal de S. aureus e MRSA e descreveu a epidemiologia molecular

dos 1solados MRSA.

As prevaléncias de portador nasal de MRSA no PA e nas UCINs foram inferiores
as observadas em criangas asiaticas (Huang et al., 2007; Kim et al., 2007; Rijal et al.,
2008) e similares as norte-americanas (Hussain et al., 2001; Gregory et al., 2009; Lee et
al., 2009).

No PA, pode-se verificar que criancas com malformag¢do e as que possuiam
alguém da familia que freqiientaram creche apresentaram mais chance de colonizacao
nasal por MRSA. Uma explicacdo plausivel para creche ter sido identificada como um
potencial fator de risco para portador de MRSA ¢ que ambientes aglomerados podem
favorecer a disseminagdo de bactérias em criancas colonizadas, como j& descrito para o S.
pneumoniae (Franco et al., 2010). Nossos resultados corroboram com os da investigagdo
conduzida em creches de Goiania (Lamaro-Cardoso et al., 2009) em que se detectou
prevaléncia de MRSA significantemente maior (1,2%) do que a prevaléncia detectada
neste estudo no PA (0,2%). Malformagdo como fator associado ao portador de MRSA

pode indicar maior consumo de antimicrobianos com sele¢ao de cepas resistentes.

Nas UCINs nao encontramos fatores de risco sabidamente associados a MRSA,
tais como baixo peso, idade gestacional, uso de antimicrobianos, uso de cateter ou uso de
ventilador (Khoury et al., 2005; Huang et al., 2006). Em nosso estudo, o risco de
colonizagdao por MRSA foi maior nos hospitais privados e para neonatos com maior tempo
de internacdo. Todavia, os hospitais publicos apresentaram maior tempo de internacao dos
recém-nascidos (dados ndo mostrados). Este achado aparentemente paradoxal aponta para
uma possivel diferenca na qualidade da assisténcia neonatal entre os hospitais publicos e
privados de Goiania. Neste municipio, os hospitais publicos apresentam propor¢des mais

adequadas enfermeiro:paciente e dispdem de Comissdes de Controle de Infecgdo



Hospitalar mais bem estruturadas, com equipe multidisciplinar com atuag¢do ativa e
continua. A vigilancia em satde representa uma parte importante do monitoramento da
qualidade da assisténcia a saide em seu sentido amplo, ndo apenas assistencial. Nesse
sentido, a incorporagdo de critérios epidemiologicos pelos servigos de satde, bem como a
implementagdo de protocolos em UCINs de Goiania, ainda constituem um desafio para o

controle e prevencao de microrganismos multirresistentes.

Neste estudo ndo se detectou nenhum clone dominante. A tipagem molecular dos
isolados MRSA revelaram trés clones internacionais, dos quais dois eram HA-MRSA, mas
encontrados no PA e nas UCINs: um relacionado geneticamente ao clone brasileiro e outro
ao clone pediatrico. O terceiro clone internacional encontrado somente no PA foi o CA-

MRSA Western Australia -1/USA400.

O CA-MRSA pertencente ao clone australiano Western Australia (WA-
1/USA400; ST1-1V) foi detectado pela primeira vez na Regido Centro-Oeste brasileira.
Clones dessa linhagem foram encontrados predominantemente na Australia, causando
surto em pacientes internados (O'Brien et al., 1999). Nos Estados Unidos foram detectadas
infec¢des graves, algumas delas fatais (CDC, 1999; McDougal et al., 2003). No Brasil,
foram identificadas cepas desse clone em pacientes das cidades de Porto Alegre e Rio de
Janeiro (Ribeiro et al., 2007) e em recém-nascidos de unidade neonatal em Sdo Paulo
(Inoue, 2008). Assim, ¢ plausivel supor que o clone australiano WA-1 possa estar
disseminado em outras regides do pais. Embora incomum, as duas cepas WA-1 deste
estudo ndo apresentaram PVL, similarmente a outros relatos na literatura (O'Brien et al.,
2004; Nimmo et al., 2006). Cepas CA-MRSA identificadas em portadores pediatricos de
Goiania foram relacionadas ao clone WA-1, no PA no presente estudo, e ao clone Oceania
Southwest Pacific, OSPC (MRSA SCCmecIV-ST30), em creches (Lamaro-Cardoso et al.,
2009). Casos graves de infecgdes por CA-MRSA relacionados a linhagem OSPC foram

descritos recentemente em Porto Alegre (Rozenbaum et al., 2009; Scribel et al., 2009).

Em outras trés criangas (duas de unidades neonatais ¢ uma do PA) foram isoladas
cepas MRSA pertencentes ao clone pedidtrico/USA800 (ST5-1IV). O clone pediatrico
encontrado em UCINs foi detectado na admissdo de um neonato e no decorrer da
internagdo de outra crianca. Atualmente, esse clone ¢ responsavel por infecgdes
relacionadas ao ambiente hospitalar em vérios paises (Andrade, 2008; Deurenberg e

Stobberingh, 2009), incluindo o Brasil (Melo et al., 2004; de et al., 2005; de Miranda et

48



al., 2007; Scribel et al., 2009; Sousa-Junior et al., 2009). O clone pediatrico é encontrado
principalmente em populagdes jovens e de menor idade (Sa-Leao et al., 1999; Andrade,
2008). Segundo investigadores portugueses, esse fato se explicaria pela politica mais
rigorosa no uso de antimicrobianos em unidades de cuidados intensivos pedidtricos e
neonatais, com baixa rotatividade de pacientes, o que permitiria a manutencdo do clone
pediatrico nesses ambientes (Sa-Leao et al., 1999). Recentemente, outros estudos
descreveram infecgdes pelo clone pediatrico em adultos debilitados e idosos do Recife, Rio
de Janeiro ¢ Natal (Rozenbaum et al., 2006; de Miranda et al., 2007; Sousa-Junior et al.,
2009) e em trabalhadores da satide do Rio Janeiro (Melo et al., 2004). Ao se estabelecer no
ambiente hospitalar, o tipo IV adquire potencial para concorrer com outros clones
endémicos de HA-MRSA, devido a maior mobilidade, viruléncia e transmissibilidade,
colocando-o em vantagem na disseminacao ¢ expansao de reservatorios (Grundmann et al.,
2006). Outra caracteristica, que coloca o clone pediatrico como um importante patdgeno
hospitalar internacional ¢ o fendtipo nao multirresistente. A relacao entre padroes genéticos
e amplo espectro de susceptibilidade antimicrobiana aumenta a capacidade de crescimento

do clone pediatrico (Laurent et al., 2001; Okuma et al., 2002; Vandenesch et al., 2003).

Chama a atengdo, a cepa MRSA SCCmeclV relacionada ao clone pediatrico,
1solada de uma crianca atendida no Pronto Atendimento, similarmente ao encontrado em
Acores (Conceicao et al., 2010). O fato dessa crianga apresentar fatores de riscos classicos
associados aos servicos de saude (pneumonia e hospitalizacdo nos ultimos seis meses,
malformagdo e uso de antibidtico), pode indicar aquisi¢ao do clone pediatrico no ambiente
hospitalar, posterior introducao na comunidade e com possibilidade de se disseminar em

nivel local.

O terceiro clone internacional identificado entre as cepas MRSA isoladas no PA e
nas UCINs foi o clone epidémico brasileiro (SCCmeclII-A). Estudos anteriores realizados
em Goidnia ja mostravam criancas em creches e as admitidas em hospitais portando
SCCmeclII-A (Lamaro-Cardoso et al., 2007; Lamaro-Cardoso et al., 2009). Todavia, este é
o primeiro estudo que identificou o clone epidémico brasileiro em UCINs de Goiania. Uma
crianga do PA apresentava fatores de risco sabidamente associados ao ambiente hospitalar,
como historia de internagdo (Lu et al., 2005), uso de antibiotico nos ultimos seis meses
(Lee et al., 2009), baixo nivel socioeconomico (Fritz et al., 2008), freqiiéncia a creche e ter

tido alguém da familia internado nos ultimos seis meses. Nos hospitais de outros paises, o
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clone epidémico brasileiro vem sendo substituido por outras linhagens clonais, com perfis
fenotipicos mais sensiveis (Sola et al., 2006; Amorim et al., 2007). Nossos achados
confirmam que este clone ainda persiste nos ambientes de satde brasileiros (Amaral et al.,
2005; Vivoni et al., 2006; Andrade, 2008) e na comunidade (Lamaro-Cardoso et al., 2007).
A persisténcia desse clone em hospitais deve-se a sua capacidade para produgdo de
biofilme e invasdo de células epiteliais das vias aéreas (de Miranda et al., 2007).
Similarmente a outros estudos (Teixeira et al., 1995; Vivoni et al., 2006; Lamaro-Cardoso
et al., 2007), todos os isolados MRSA SCCmecllII identificados no presente trabalho foram

multi-droga resistentes.

Por meio de ferramentas moleculares foi possivel identificar que duas cepas HA-
MRSA SCCmec tipo IV das UCINs apresentavam 100% de similaridade entre si, eram de
criancas hospitalizadas em dois hospitais privados, e apresentavam mais de 80% de

similaridade com uma cepa SCCmec tipo IV isolada no PA de um hospital publico.

As duas cepas MRSA com genétipo SCCmec tipo III foram isoladas de dois
outros neonatos hospitalizados nos mesmos hospitais privados, tinham mais de 90% de

similaridade entre si e com uma cepa SCCmec tipo III isolada no PA.

Este estudo sugere a ocorréncia de transmissdo cruzada entre os diferentes
servicos, uma vez que identificou portadores de MRSA SCCmec tipos III e IV, similares
geneticamente aos clones brasileiro e pediatrico, respectivamente, tanto em criancas
hospitalizadas quanto em criangas atendidas em PA. A transmissdo cruzada de MRSA nas
UCINs pode ter ocorrido por meio dos profissionais de satde (Creech et al., 2005; Regev-
Yochay et al., 2005; Bertin et al., 2006), uma vez que, durante a coleta de dados,
observamos profissionais de satide que trabalhavam em mais de uma UCIN participante do
estudo, inclusive nos dois hospitais privados. Assim, seria interessante a promocao das
boas praticas, na prevengdo da transmissdo cruzada, para os profissionais da saude. Outras
rotas de transmissdo identificadas por outros investigadores podem existir como a de

neonatos transferidos de outros hospitais (Saiman et al., 2003).

Virias estratégias tém sido propostas para vigilancia, controle e prevengdo da
infec¢do e colonizacdo por MRSA nas instituicdes de satde. No entanto, cada hospital
segue uma orientagao, pois ha diferentes opinides sobre a melhor abordagem e, além disso,
as estratégias de contengdo do MRSA sdo tipicamente baseadas em experiéncias de surtos,

em vez da preven¢do ou minimizagao da sua disseminagdo endémica (Muto et al., 2003;

50



Coia et al., 2006; Loveday et al., 2006; Larson et al., 2010). Neste estudo, apds a
identificacdo de neonatos colonizados nas UCINs, esses servigos instituiram o uso de

antimicrobianos de maneira mais criteriosa e reforgaram a aderéncia a higiene das maos.

Um dos pontos fortes do estudo foi o Procedimento Operacional Padrdo utilizado
para o isolamento do MRSA, que contou com trés testes para triagem (4dgar manitol, agar
TSA e caldo TSB). Esta estratégia metodologica minimizou subestimativas da prevaléncia
de MRSA. O incremento da sensibilidade das técnicas para isolamento de MRSA ¢ de
fundamental importancia para a deteccdo de individuos ou grupos de alto risco e
particularmente 1til para o monitoramento do portador de MRSA (Lee et al., 2007). Dentre
as limitagdes do presente estudo, deve-se mencionar que o pequeno numero de isolados
MRSA pode ter limitado a identificacio de potenciais fatores de risco. E importante
salientar que a prevaléncia e fatores de risco variam regionalmente e que os clinicos devem

considerar o cenario local para a tomada de decisdes.

A epidemiologia do MRSA apresenta um processo dinamico e, atualmente,
discute-se a imprecisdo de limites entre a comunidade e o ambiente hospitalar. Cepas de
MRSA associadas aos servigos de saude tém sido identificadas na comunidade (Charlebois
et al., 2002; Lamaro-Cardoso et al., 2007; Ozaki et al., 2009) e nossos resultados
corroboram essa tendéncia. Clones tipicamente comunitarios também estdo envolvidos em
surtos hospitalares (David et al., 2006; Otter e French, 2006). Assim, tanto o HA-MRSA
pode ter um “reservatorio oculto” na comunidade, como o CA-MRSA em servigos de
saude, aumentando a necessidade de monitorar a tendéncia epidemiologica do MRSA

usando ferramentas moleculares.
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7 CONCLUSOES

Este estudo permitiu identificar a prevaléncia e os fatores de risco de criangas e
neonatos portadores nasais de S. aureus e MRSA, analisar o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos e, identificar trés diferentes linhagens de clones internacionais no Pronto
Atendimento pediatrico e nas Unidades de Cuidado Intensivo Neonatal. O estudo

adicionou as seguintes evidéncias:

v A prevaléncia de S. aureus e MRSA foi, respectivamente, de 20,1% e 0,2% no PA e de
9,1% ¢ 0,6% nas UCINS.

v Freqiientar creche e malformagdo congénita foram independentemente associadas ao

portador nasal para MRSA em Pronto Atendimento pediatrico.

v' A colonizagdo nasal por MRSA foi encontrada apenas em hospitais privados e foi
diretamente associada ao tempo de internago, apesar da média do tempo de internacio

ter sido maior nas UCINs dos hospitais ptblicos.

v' Trés linhagens genotipicas predominantes foram detectadas: (i) clone epidémico
brasileiro (HA-MRSA, SCCmec tipo IIT) nas UCINs e no PA; (ii) clone pediatrico
(HA-MRSA, SCCmec tipo IV) nas UCINs e no PA; (iii) clone Western Australia /
USA 400 (CA-MRSA, SCCmec IV) no PA.

v" Foi identificada pela primeira vez na regido Centro-Oeste a presenga de cepas CA-
MRSA no PA geneticamente relacionadas ao clone Western Australia, todas resistentes

a eritromicina e clindamicina.

v" O clone pediatrico encontrado em UCINSs foi detectado na admissdo de um neonato e
no decorrer da internacdo em outra crianca. Também foi identificado uma cepa

relacionada ao clone pediatrico no PA.

v Tanto no PA quanto nas UCINs foram encontradas cepas MRSA relacionadas ao clone

epidémico brasileiro, todas multi-droga resistentes.
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MRSA carriage in neonatal intensive care units: a global systematic review
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Abstract

Nasal colonization by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strongly
predicts MRSA infection. This systematic review assessed the prevalence of MRSA nasal
carriage in neonatal intensive care units (NICUs). We searched for relevant articles from
Medline, Lilacs, IBECS, BDENF, MedCarib, SciELO, REPIDISCA, from 1975 to 2009. A
total of 27 original articles were included in this review. We found a great diversity on
prevalence of MRSA nasal carriage in NICUs worldwide, ranging from zero to 90.9%.
Overall, low prevalences of MRSA nasal carriage were found in North America, whereas
higher prevalences were obtained in the Asia continent. Recent changes in the
epidemiological and molecular characteristics of MRSA nasal carriage could be identified

with CA-MRSA infiltration into the NICUs environment.

Key words: methicillin-resistant S. aureus, MRSA, newborns, nasal carriage, neonatal

intensive care units
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Introduction

Neonates in intensive care settings are particularly at risk of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) infections." 2 Despite the current amount of knowledge,
MRSA, which is often multidrug-resistant, has become endemic in healthcare settings and
cause frequent outbreaks in neonatal intensive care units (NICUs).*”> The main source of S.
aureus in hospitals comes from colonized patients. The anterior nares have been reported
to be the most consistent site and potential determinant of colonization for S. aureus
carriage.” 7 MRSA nasal colonization has been strongly associated to subsequent
infection.®

Studies on MRSA carriage may improve the understanding of the pathogenesis, the
routes of transmission, the nosocomial epidemiology, as well the strategies for preventive
measures against this major resistant microorganism. However, epidemiological data on
MRSA nasal carriage in NICUs are scarce and need to be more deeply explored. Global
information on the prevalence of MRSA nasal carriage in NICUs is essential for evidence-
based assessment on the best controlling and preventing strategies. This systematic review
was performed to estimate the extent of MRSA nasal carriage in NICUs; we also gathered
information on the molecular epidemiology of the MRSA strains colonizing the neonates

among the studies of prevalence of MRSA carriage.

Methods

Search strategy

We searched articles using the following online databases: Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (Medline), Spanish Bibliographic Index of the
Health Sciences (IBECS), Scientific Electronic Library (SciELO), Caribbean Health
Sciences Literature (MedCarib), Nursing Database (BDENF), and the Latin American and
Caribbean Health Sciences Database (Lilacs). The databases were searched for published
literature available until December 2009. The search algorithm was defined to improve the
publication capture using free text terms as showed in Table I. A high sensitivity of search
strategy was applied to all databases but Medline to allow capturing as much as possible
the MRSA nasal carriage in NICUs. There were no controlled trials available on the

subject.

74



Selection

The articles were selected from titles and abstracts by two independent reviewers in
a parallel fashion, following the inclusion and exclusion criteria listed in Table II. Full-text
articles were considered for analysis based on the agreement of the two independent
reviewers. Differences in opinions of reviewers regarding article inclusion were solved
through a senior investigator. Figure 1 displays the steps to select the articles included in

this review

Analysis

We calculated the prevalence of MRSA carriage for each study. Prevalence rates
and respective 95% confidence intervals were calculated considering the number of MRSA
carriage (numerator), divided by the total number of newborns with swabs collected
(denominator). Percentiles of prevalence rates were calculated to indicate the dissimilarity
of the values. Information on year of publication, study design, study area, molecular tests
(if any), potential sources of MRSA, and interventions to control and prevent MRSA were

included.

Results

The literature search identified 361 articles (Figure 1). After screening titles and
abstracts of the articles, 123 full-texts were retrieved and 27 of them met the inclusion
criteria.”™ ¥?! Among the 361 articles initially screened, 334 were excluded due to the
following reasons: duplicated publication among databases (n=22), clearly unrelated
articles (applying of inclusion criteria) (n=216), not nasal/nasopharyngeal specimens
(n=62), non neonatal population (n=14), non neonatal intensive care setting (n=3), lack of
denominator to ascertain the prevalence rate (n=17). Most of the 27 evaluated articles were
published after 1999 (77.8%), and 15 out of them (55.6%) were performed in response to
MRSA outbreaks. The studies were conducted in 12 countries especially in United States
(40.7%) and Japan (18.5%). Table I1I shows that the prevalence of MRSA nasal carriage in
NICUs ranged from zero to 90.9%.

Low rates of MRSA nasal carriage were observed in USA in contrast to higher

prevalence in other regions (Figure 2). The highest rates in the USA were mostly related to
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outbreak. It is noteworthy, however, that the majority of studies conducted in other regions
of the world were reported as non-outbreak. Only articles from Asia and Latin America
reached prevalence higher than the 50" percentile for non-outbreak nasal MRSA'!- 13 16:1%:
2%.26.29-31 Jeaded by Japan and Taiwan.'® "

Table IV shows the interventions applied for MRSA control and prevention for
infection and colonization. Not all studies described the control measures applied, making
difficult to identify such interventions for every study. The majority of the studies (24/27)
reported at least one intervention. Apart from the newborn screening, the most common
attempts to control and prevent MRSA were hand hygiene, isolation of the newborns,
decolonization, personnel education, contact precautions, and screening of nasal specimen

in healthcare staff. Only three investigations from North America reported active routine

surveillance for MRSA carriage.

Discussion

This publication assessed the prevalence of MRSA nasal carriage in NICUs by
systematic review. There are great variations in MRSA prevalence across Regions of the
world. Overall, our results point out low rates of MRSA nasal carriage in NICUs in USA in
contrast to high prevalence in other countries. This observation is not so strong for Europe,
Middle East, and Latin America, since we found few studies in such regions. However, the
absence of studies in the available literature does not mean low prevalence of MRSA
carriage or nonexistence of outbreaks.

In USA, we found lower prevalence of MRSA carriage compared with Asia,* >
%% where MRSA infection appears to be endemic'® *2. One of the main reasons for the low
prevalence in the USA seems to be the active surveillance system, which adopts intensified
control measures when the incidence of MRSA infection in NICU is not decreasing, or
when the first case/outbreak is identified. The control efforts include the monitoring of

colonization rate,z’ 33

which help the identification of the source of infection within the
NICUs. In fact, most of studies from USA performed laboratory active surveillance and
identified the potential source of MRSA by molecular tools.* ' *** 2" Of note is that no
study on MRSA nasal carriage was reported in NICUs in the Nordic countries where the
search-and-destroy policy has been implemented.***® Persistent high rates of MRSA

colonization were observed in countries of Asia suggesting an endemic situation at an
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unsustainable level. The perspective of the scenario in NICUs in Asian is certainly a matter
of great concern. Of course, the primary aim of infection control is to control the spread of
infection, however MRSA carriage is a useful indicator of cross-contamination and its
spread. Also, high rates of MRSA carriage can suggest that part of healthcare workers are
unaware of the attributable morbidity due to MRSA carriage and can also suggest
weaknesses in prevention and control strategies of MRSA transmission.

In the last ten years, significant advances have been achieved in molecular biology,
providing new possibilities to MRSA outbreak investigations. Therefore, most of the
studies in NICUs that performed molecular tests identified the probable sources of
infection/colonization. The increased efficiency and discriminatory power of the molecular
tests in epidemiological investigation, surely contributed to control the spread of MRSA
carriage clones in neonates.* > 10-13-19:2124.30.31 Giyen the small number of MRSA clones
by region, surveillance of these clones may be feasible and encouraged.

Currently, the main concern about MRSA is the spread of both, community-
associated (CA-MRSA) and healthcare-associated (HA-MRSA) infections worldwide. So
far, HA-MRSA is known to be a serious threat especially to hospitalized patients, but the
studies pointed out the current CA-MRSA infiltration into the NICUs environment. The
dissemination of CA-MRSA may be signing a new perspective in the epidemiological
changes in CA-MRSA in NICUs, enhancing the risk to newborns.””** Another concern is
the identification of CA-MRSA PVL-positive in NICUs, a presumed virulence factor for
MRSA infection.™ * 2%

Several strategies have been proposed for control and prevention of MRSA
infection and colonization in NICUs. Usually, each hospital follows a protocol because
there are different opinions on the optimal approach to control MRSA infection and
carriage. The Centers for Disease Control and Prevention recommends intensifying control
measures with one or more strategies, as personnel education, judicious antimicrobial use,
active surveillance cultures, contact precautions, hand hygiene, environmental measures,
and nasal decolonization.’

We found different actions adopted for controlling MRSA carriage in NICUs. Even
though, all studies reported total or partial success in controlling MRSA transmission
regardless of the endemic or epidemic level. The majority of the studies reported staff hand
hygiene®™: 8 10-15 17, 18.20:26.28:30 . 4 jeolation of newborn® 810 12/ 1418.2026.28 Thic £ d4ing

suggests that researchers and healthcare workers recognize these measures as the most
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important interventions in the control and prevention of MRSA transmission, although
some investigators have mentioned low adherence of the staff team to hand hygiene. This
observation open an opportunity to reinforce the new guidelines on hand hygiene using

alcohol hand-rub procedures***

that achieve better compliance than handwashing with
soup and water only.* On the other hand, newborn isolation requires administrative
resources and highly qualified staff which are scarce especially in less developed regions.*’
In summary, reinforcement of hand hygiene seems to be a key point for the success of
controlling MRSA transmission in NICUs whereas other interventions should be based on
the local assessment, taking into account the local epidemiology, prevalence and
feasibilities.”

Some limitations of this review have to be considered. We did not contact
investigators to access data not published. All articles included in this review were
observational studies. In spite of several guidelines including checklist to report
observational studies, few quality assessment tools for the systematic reviews of

. . . 46, 47
observational studies are available.”™

In this review two authors independently assessed
the quality of each study, taking into account two parameters: accuracy of MRSA
identification and availability of data to ascertain the prevalence of MRSA prevalence.
Epidemiological and methodological differences in study design make international
comparisons difficult. Also, it was not possible to estimate a pooled prevalence of MRSA
nasal carriage because of the heterogeneity of the studies. The reasons for not estimating
an overall prevalence of nasal MRSA were as: outbreak/non outbreak studies,
characteristics of the NICUs, follow-up time of the outbreak, and study design.

In conclusion, this review provided an up-to-date of the epidemiology of MRSA
nasal carriage in NICUs allowing us to take home some important messages. First, MRSA
is spread in NICUs worldwide. Second, the prevalence of MRSA carriage is heterogeneous
around the world. The third lesson is that CA-MRSA strains overrun NICUs, intensifying

the risk to neonates, since neonatal carriage acts as a latent reservoir, and can be an

important source of transmission in healthcare settings.
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Table 1. Algorithm for MRSA carriage search by database.

Database Algorithm

Medline ((carrier OR outbreak OR carriage OR colonization OR colonized OR colonisation OR
colonised) AND (meticillin-resistant OR Staphylococcus aureus OR MRSA OR methicillin-
resistant OR methicilin-resistant) AND (Intensive Care unit OR neonatal Intensive Care Units
OR Neonatal intensive care OR neonatal intensive care unit OR critical care OR intensive care
OR critically ill OR intensive unit OR neonatal unit OR intensive therapy) AND (neonate OR
neonatal OR newborn))

Lilacs aureus [Words] and (neonatal OR newborn) [Words]
IBECS aureus [Words] and (neonatal OR newborn) [Words]
SciELO aureus [Words] and (neonatal OR newborn) [Words]
MedCarib aureus [Words] and (neonatal OR newborn) [Words]
BDENF aureus [Words] and (neonatal OR newborn) [Words]
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Table II. Inclusion and exclusion criteria for selection of articles.

Inclusion criteria

In vivo studies, in humans, newborns

Original articles

Studies related to carrier of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
Studies collecting nasal or nasopharyngeal swabs

Studies conducted in Neonatal Intensive Care Units

Cross-sectional, cohort, surveillance or descriptive studies

A ol e

English, Spanish and Portuguese articles
Exclusion criteria
1. Studies focusing only on methicillin-sensible Staphylococcus aureus (MSSA) carriage

2. Lack of data on numerator (number of neonates MRSA carriage) or denominator (number of
neonates with swabs collected)
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156
162
13
21
8

1

361 =

POTENTIAL CITATIONS

Medline
Lilacs
IBECS
Scielo
MedCaribe
BDENF
TOTAL

Y

339 titles and abstracts
independently screened by two

investigators

Y

123 articles retrieved in full-text |

Y

27 articles included

in the review

Figure 1. Flowchart for article selection.

» Excluded: 22 duplicated publications

» Excluded: 216 clearly unrelated articles

Excluded: 96 studies without meeting
the inclusion criteria
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Table III. Studies on MRSA” carriag

Regions and

Authors, year

Study design

MRSA

Prevalence

e in newborns admitted to Neonatal Intensive Care Units by Regions.
MRSA/newborns

SCCmec’

Molecular tests

Potential source of MRSA

Countries
North America (n=11)

Outbreak

% (95%CI)

United States Dunkle et al. 1981 Cohort yes 34/137 24.8(17.8-32.9) not done not done Not identified
Jernigan et al. 1996 Cohort yes 12/331 3.6(1.9-6.2) not done not done Neonate with conjunctivitis and nurses
Karchmer et al. 2002 Cohort yes 18/597 3.0(1.8-4.7) not done not done Not identified
Morel et al. 2002 Cohort yes 4/40 10.0(2.8-23.7) not done PFGE* Mother-to-newborn transmission
Singh et al. 2003 Cohort yes 32/558 5.7(3.9-8.0) not done PFGE Neonate with endotracheal tube infected
and with bloodstream infection
Behari et al. 2004 Cohort yes 33/498 6.6(4.6-9.2) not done PFGE Contaminated breast milk
McDonald et al. 2007 Cohort yes 14/460 3.0(1.7-5.0) not done PFGE Neonate with conjunctivitis
McAdams et al. 2008 Cohort yes 2/676 0.3(0.03-1.1) IVa; PVLS (+) PFGE Neonate transferred from other hospital
Seybold et al. 2008 Cohort no 12/996 1.2(0.6-2.1) II, IV; PVL(+), V PFGE Not identified
Gregory et al. 2009 Cohort no 87/7997 1.1(0.9-1.3) not done not done Neonate with bloodstream infection
Sarda et al. 2009 Cohort yes 21/435 4.8(3.0-7.3) not done Real-time PCR™  Neonate transferred from other hospital
Europe (n=2)
Italy Villari et al. 1998 Cohort yes 48/343 14.0(10.5-18.1) not done PFGE, Southern blot Neonate colonized with MRSA
Switzerland Sax et al. 2006 Cohort yes 7/32 21.9(9.3-40.0) I, IV; PVL(+) PFGE, MLST'" A nurse who was mother of the index case
Asia (n=9)
Singapore Tan et al. 1994 Cohort yes 13/137 9.5(5.1-15.7) not done not done Not identified
Japan Yasunaka et al. 1999 Prevalence no 5/25 20.0(6.8-40.7) not done PFGE Adult hospitalized at the same hospital
Hitomi et al. 2000 Cohort yes 30/33 90.9(75.7-98.1) not done PFGE Medical staff
Uehara et al. 2001 Cohort no 88/415 21.2(17.4-25.5) not done not done Not identified
Kikuchi et al. 2003 Cohort no 30/61 49.2(361-62.3) 11 PFGE Not identified
Sakaki et al. 2009 Cohort no 180/923 19.5(17.0-22.2) not done not done Not identified
Taiwan Huang et al. 2006 Cohort no 323/783 41.2(37.8-44.8) not done PFGE, MLST Neonate transferred from other hospital
and/or Mother-to-newborn transmission
Korea Kim et al. 2007 Cohort no 152/1456 10.4(8.9-12.1) not done not done Not identified
Philippines Gill et al. 2009 Before-After no 416/2903 14.3(13.1-15.6) not done not done Not identified
Middle East (n=2)
Israel Regev-Yochay et al. 2005 Prevalence yes 7/30 23.3(9.9-42.3) IV; PVL(-) PFGE Parent of the index patient or a MRSA
carrier nurse
Saudi Arabia Al Reyami et al. 2009 Prevalence no 0/239 0.0 - not done not done Not identified
Latin America (n=3)
Brazil Loureiro et al. 2000 Cohort yes 43/90 47.8(37.1-58.6) not done PFGE Neonate with bloodstream infection
de Almeida Silva et al. 2003 Prevalence no 30/143 20.1(14.6-28.6) not done not done Not identified
Chile Oto-Larios et al. 1992 Prevalence no 48/299 16.0(12.1-20.7) not done not done Not identified

¥ PVL: Panton-Valentine leukocidin
** Real-time PCR: Real-time polymerase chain reaction
MLST: multi-locus sequence typing

" MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
fscCmec: staphylococcal cassette chromosome
{PFGE: pulsed field gel electrophoresis
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Table I'V. Strategies used to control and prevent MRSA carriage in Neonatal Intensive Care Units.

DESCRIPTION INTERVENTIONS TO CONTROL AND PREVENT MRSA
REGION, FIRST oF MRSA
AUTHOR’ YEAR OUTBREAK SCREENING OF SPECIMEN SUBJECTS NASAL MUPIROCIN HAND HYGIENE
N B CHLOR- CONTACT PERSONNEL
site staff  cnviron- isolated nurse newborn  staff soapt alcohol oo prEcAUTI ONSt  EDUCATION OTHER
ment  newborn cohort water  based

NORTH AMERICA
Dunkle et al. 1981 yes nasal, umbilicus aF - aF aF - - + - - 4F aF Adequate nurse-newborn ratio; judicious use of antibiotic; decolonization
Jernigan et al. 1996 yes nasal, axilla, groin + - + - + + + - + + + Mask
Karchmer et al. 2002 yes nasal, axilla, groin, 4F - 4F 1k - - 9P - - 9P 1k Triple dye to umbilical; mask; adequate nurse-newborn ratio

umbilicus
Morel et al. 2002 yes nasal - - + - + - + - + + Hexachlorophene baths to neonate
Singh et al. 2003 yes nasal, axilla, rectal, = = - - - -

umbilicus
Behari et al. 2004 yes nasal, throat, umbilicus + + + - - - + + - + -
McDonald et al. 2007 yes nasal, umbilicus - - F aF - - 4F - 45 4F aF Notifying infection-control personnel
McAdams et al. 2008 yes nasal, inguinal + - + + + - + + + + + Equipment was cleaned/disinfected
Seybold et al. 2008 no nasal, rectal o o + + o o + o s + +
Gregory et al. 2009 no nasal, rectal - - + - - - + + - + +
Sarda et al. 2009 yes nasal aF - aF aF - - + - - 4F aF Judicious use of antibiotic; staff decolonization
EUROPE
Villari et al. 1998 no nasopharyngeal, throat - - - - - - 9P - - - 1k Judicious use of antibiotic
Sax et al. 2006 yes nasal, perineum, - - + - + - + - + + + Revised decontamination practices

umbilicus
MIDDLE EAST
Regev-Yochay et al. 2005 yes nasal, umbilicus 4F - 4F - 1k 9P 9P - 9P - 4F
Al Reyami et al. 2009 no nasal, rectal, ear, axilla, - - + + - - - - - - -

groin

ASIA
Tan et al. 1994 yes nasal 4 4 F 4F 4F 45 AF - i - + Adequate nurse-newborn ratio; early discharge
Yasunaka et al. 1999 no nasal - - - - - - - - - - -
Hitomi et al. 2000 yes nasal, throat + - F - 4 4 4F 4F - 4 + Fresh towels; NICU cleaning
Uehara et al. 2001 no nasal, oral + + - - + . + . + + - Methylrosanilinium chloride
Kikuchi et al. 2003 no nasal, oral, rectal, = = = = - - - - - - -

umbilicus
Huang et al. 2006 no nasal - + + - + - - - - -
Kim et al. 2007 no nasal F F F aF aF - 4 A A - aF Triple dye; NICU cleaning;
Sakaki et al. 2009 no nasal = + = - - G - aF -
Gill et al. 2009 no nasal, umbilicus - - - - - - + + - + +
LATIN AMERICA
Oto-Larios et al. 1992 yes nasal + + F - - - i - - + + Protocol implementation; neomycin and bacitracin; mask; decolonization
Loureiro et al. 2000 yes nasal + - + - + - + - + + -
de Almeida Silva et al. no nasal, anus, mouth = = = = = + = = + Judicious use of antibiotic

2003
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
Epidemiologia molecular de S. aureus de portador nasal em criangas
atendidas no Pronto Atendimento e UTIs de Goidnia

REDE VIGIA-CRIANCA

ETIQUETA

ELEGIBILIDADE-PA

PA
FORMULARIO 1
ELEGIBILIDADE
Centro Participante: HMI
Nome da crianga:
Data de nascimento: / /200
Idade em anos:
Sexo: (1) masculino (2) feminino
CRIANCA ELEGIVEL

CRIANCA MENOR DE 72 MESES DE IDADE (5 ANOS)

Crianga elegivel? (1) sim (2) ndo
Assinou TCLE? (1) sim (2) ndo
Assinou ADM? (1) sim (2) ndo
Data: / /200

Nome do entrevistador:

Assinatura
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Epidemiologia molecular de S. aureus de portador nasal em criancas ETIQUETA
atendidas no Pronto Atendimento e UTIs de Goiinia PEDIDO SWAB-PA

REDE VIGIA-CRIANCA

FORMULARIO 2

SOLICITACAO DE CULTURA DE SWAB NASAL

Nome da Crianga:

Municipio: GOIANIA

Centro Participante: HMI

Idade (em meses):

Sexo: (1) Masculino (2) Feminino

Coletado na narina direita (1) sim (2) ndo
narina esquerda (1) sim (2) ndo

Data da coleta: / /200

Hora da coleta:

Data da entrega no IPTSP: / /200

Hora da entrega no IPTSP:

Acrescente comentarios se a amostra ndo for coletada ou processada de acordo com o protocolo do estudo.

Nome do coletador:

Assinatura
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Epidemiologia molecular de S. aureus de portador nasal em criangas

atendidas no Pronto Atendimento e UTIs de Goiania

REDE VIGIA-CRIANCA

ETIQUETA
ENTREVISTA-PA

DADOS COLETADOS COM MAE / PAI

FORMULARIO 3

Nome da crianga:

DADOS DA CRIANCA

Endereco:

Tel Resid: Celular: Outro:

Ma-formagio: (1) sim (2) ndo

Raga: (1) branca (2) negra (3) parda (4) asiatica (5) indigena

Historia de: Infecgdo de pele (1) ndo (2) sim, nos ultimos 6 m (3) sim, nos ultimos 12 m
Alergia de pele (1) ndo (2) sim, nos Gltimos 6 m (3) sim, nos tltimos 12 m
Otite (1) ndo (2) sim, nos Gltimos 6 m (3) sim, nos tltimos 12 m
Amigdalite (1) ndo (2) sim, nos ultimos 6 m (3) sim, nos ultimos 12 m
Pneumonia (1) ndo (2) sim, nos Gltimos 6 m (3) sim, nos Gltimos 12 m
Internacdo (1) ndo internou (2) sim, nos Gltimos 6 m (3) sim, nos Gltimos 12 m
Uso de antibidticos (1) ndo (2) sim, nos tultimos 7 dias (3) sim, nos ultimos 3 m

(4) ndo sabe (5) sim, nos Gltimos 6 m (6) sim, nos ultimos 12 m

Se sim, quais?

FAMILIA

Nome da mae:

Escolaridade da mae: (1) ndo alfabetizada (2) fundamental (3) médio (4) superior

Quantas pessoas existem na casa (incluindo a crianga)?

Renda familiar: RS:

Algum membro da familia

E trabalhador da 4rea de satide? (1) sim (2) ndo
Fuma? (1) sim (2) ndo
Freqiientou creche nos ultimos 6 meses? (1) sim (2) ndo
Esteve internado nos ltimos 6 meses? (1) sim (2) ndo

Teve nos ultimos 6 meses:

(3) ndo sabe
(3) ndo sabe
(3) ndo sabe

(3) ndo sabe

pneumonia (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe
otite (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe
conjuntivite (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe
infeccdo de pele (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe

Nome do entrevistador:

Assinatura
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

ETIQUETA

Epidemiologia molecular de S. aureus de portador nasal em criancas FORM 1
atendidas no Pronto Atendimento e UTIs de Goidnia
REDE VIGIA-CRIANCA
UCIN
FORMULARIO 1

ELEGIBILIDADE
Centro Participante: (1) HMI (2) HOSPITAL DA CRIANCA (3) HC-UFG (4) STA BARBARA
Nome da crianga:
N° prontuario:
Data de nascimento: / /200 Hora do nascimento:

Idade em dias:

Sexo:

(1) masculino (2) feminino

Coletou swab nasal da admissdo? (1) sim (2) ndo
DADOS DA ADMISSAO
Data de admissdo na UTL: / /200
Hora da admissdo na UTL:
Peso ao nascer (em gramas): (9) ndo sabe
Apgar 1° minuto: Apgar 5° minuto:
Idade gestacional (em semanas completas): (9) ndo sabe
Ma-formagdo: (1) sim (2) ndo
DIAGNOSTICO(S) DA ADMISSAO
Pneumonia (1) sim (2) ndo
Bacteremia (1) sim (2) ndo
Sepse de inicio precoce (< 7 dias) (1) sim (2) ndo
Sepse de inicio tardio (> 7 dias) (1) sim (2) ndo
Meningite (1) sim (2) ndo
Conjuntivite (1) sim (2) ndo
Dermatite de contato (1) sim (2) ndo
Infecgao de pele (1) sim (2) ndo
Outra Doenga Infecciosa (1) sim (2) ndo

Se sim, especifique:
Patologia ndo infecciosa (1) sim (2) ndo

Se sim, especifique:
DADOS FAMILIARES
Nome da mée:
Endereco da crianga:
Tel Resid: Celular: Outro:
Escolaridade da mae: (1) ndo alfab (2) fundamental (3) médio (4) superior

Renda familiar: R$:

Dados da iltima gestaciio

N° de consultas no pré-natal:

Tipo de parto: (1) ceséreo (2) vaginal com episio

(3) vaginal sem episio

Gestacdo multipla? (1) sim (2) ndo

Data: / /2008.

Nome do entrevistador:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
Epidemiologia molecular de S. aureus de portador nasal em criancas ETIQUETA
atendidas no Pronto Atendimento e UTIs de Goidnia FORM 2
REDE VIGIA-CRIANCA
FORMULARIO 2

EVOLUCAO E ALTA

Nome da crianga:

N° prontudrio:

CPAP: (1) sim (2) ndo
Sonda nasogastrica: (1) sim (2) ndo
Hemocultura:

Data da primeira hemocultura:

Coletou swab nasal da alta / 6bito? (1) sim (2) ndo
Histérico de Diagnésticos Médicos durante a Internagio
Doengas infecciosas: (1)
2
€)]
“4)
Doengas ndo infecciosas:  (5)
(6)
(7
®)
(€]
Data: _ / /2008. Nome do entrevistador:
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