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1. INTRODUCAO
1.1. Caraeteristicas do Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus - é uma bactéria pertencente a familia
MCfococcaceae, apresentando-se na bacterioscopia como cocos Gram-
positivos agrupados em tétrades ou cachos. Caracteriza-se, também, por
ser anaerobio facultativo, ndo moével, ndo formador de esporos e

apresentar reacéo de catalase positiva (BOYD, 1995}.

A identificagdo laboratorial do S. aureus é feita através de testes
rotineiros que incluem: a bacterioscopia para caracterizacdo morfolégica,
o teste de catalase para diferencia-lo dos demais membros da familia
Micrococcaceae e a analise de caracteristicas das colénias e da hemélise
em meio de agar-sangue. A diferenciagdo entre o S. aureus e outros
Staphylococcus (haemolythicus, epidermidis, por exemplo) exige o teste de
produgdo de coagulase. Este microrganismo é um habitante natural da
flora humana da pele, presente em grandes populagdes em fossa ante-
cubital, narina anterior e perineo.? Este agente também pode ser
encontrado na orofaringe, boca, vagina, trato iritestinai e glandulas
mamarias, porém em quantidades menores do que na pele V(BO-YD', 1995).
O S. aureus apresenta-se como agente etioldgico de di{refsas doengas,
apresentando diferentes mecanismos de viruléncia que incluem produgéo

de enzimas e toxinas e mecanismos de escape ao sistema imune {(BOYD,

1993). Entre as doencas por ele causadas destacam-se o impetigo, a



osteomielite, a septicemia, a celulite, a pneumonia, a sindrome da pele
escaldada, a enterocolite estafilocécica, as intoxicacbes alimentares, e a
sindrome “do choque toxico, estas duas ultimas devidas a produgao de
moléculas denominadas atualmente de super-antigenos (JOHNSON,

RUSSEL e PONTZER, 1992; NOBLE, 1997).

Staphylococcus resistentes a penicilina foram detectados a partir de
1930, sendo que atualmente cerca de 90% das cepas identificadas séo
resistentes a este antibiético. Um dos mecanismos considerados para a
resisténcia & penicilina ¢ mediado por um plasmideo de alta transferéncia
que confere a capacidade de produgao de uma f-lactamase, a
penicilinase, capaz de hidrolisar a penicilina (CHAMBERS e SACHDEVA,

1990; FRANCIOLLI e cols., 1990; BARON, 1992).

As penicilinas semi-sintéticas resistentes & penicilinase (oxacilina,
meticilina, nafcilina, dicloxacilina) e cefalosporinas possuem radicais
quimicos que as protegem da acdo das pB-lactamases. Estes agentes -
lactdmicos atuam na inibicdo da sintese da parede bacteriana através da
ligacdo com proteinas especificas associadas com a construcdo do
peptidoglicano (Penicillin Binding Proteins - PBPs). Uma vez que estas
PBPs s3o responsaveis por atividades que envolvem a fixacdo de
subunidades 2;0 peptidoglicano durante a sintese da parede bacteriana,
sua ligacdo aos beta-lactdmicos forma wum complexo estavel, porém
inerte. Os S. qureus resistentes & oxacilina produzem uma PBP2 alterada
(chamada PBP2a), a qual liga-se muito fracamente aos beta-lactamicos

(CHAMBERS, 1991; CHAMBERS e SACHDEVA, 1990; JORGENSEN,



1991; BARON, 1992; BOYCE, 1992; CHAMBERS, 1997). Este tipo de
resisténcia € codificado por um gene cromossoémico (mecA) e &

denominata de resisténcia intrinseca.

Na literatura intermacional sao utilizados classicamente os termos
meticilina-sensivel e meticilina-resistente para indicar isolados
resistentes as isoxazolilpenicilinas, embora a oxacilina nao seja mais
comercializada, sendo a oxacilina a representante deste grupo de
penicilinas paré uso clinico. Portanto, foi optade por utilizar, neste
estudo, os termos oxacilina-resistente e oxacilina-sensivel em

substituicdo aos termos meticilina-resistente e meticilina-sensivel.

1.2. Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (SARO) nas

unidades de sande

A epidemiologia das infecg¢des hospitalares causadas por S. aureus foi
bem estudada nas décadas de 1950 e 1960, quando este era o agente
predominante das infecgées nosocomiais (BARG, 1993). JARVIS e
MARTONE (19&12) descreveram este microrganismo como o segundo na
etiologia das infeccdes hospitalares, representando 11-12% dos isolados
relatados pelos hospitais participantes do Sistema Nacilonal de Vigilancia
de Infeccoes Hospitalares dos Estados Unidos, no periodo de 1986 a
1990. Dentre as infecgdes nosocomiais causadas por S. qureus, naquele
pais, houve um aumento de 2,4% em 1975 para 29% em 1991, na

proporg¢ao de cepas oxacilina-resistentes.



Cepas oxacilina-resistentes foram descritas, inicialmente, em 1961 na
Inglaterra, seguindo-se de outros relatos na Europa em 1965-1970,
havendo am decréscimo inexplicavel nos anos de 1970 a 1975. O
ressurgimento da freqQéncia dos mesmos em casos de infeccoes
hospitalares ocorreu entre a década de 1970 e inicio de 1980, com surtos
descritos_na Europa, Oriente Médio, Africa, Australia, Asia e América do
Norte e do Sul. (BOYCE, 1991a; JORGENSEN, 1991). O primeiro surto
documentado nos Estados Unidos foi em 1968 e desde 1975, este agente
tem sido um imiaortante patogeno de infeccbes hospitalares naquele pais
(COOKSON e cols., 1989; BOYCE, 1991b; BOYCE, 1992; GOETZ e

MUDER, 1992; PANLILIO e cols., 1992; FAZAL ¢ cols., 1996).

Atualmente ocorre grande variacado na prevaléncia dos SARO entre os
diversos paises e, dentro dos mesmos, com diferencas de freqiéncia de
hospital para hospital, apresentando taxas que podem variar de 1 a
25% (BOYCE, 1991a; BOYCE, 1992; RICHET e cols.,, 1996;
VANDENBROUCKE-GRAULS, 1996). Entre pacientes hospitalizados e
que tornam-se colonizados por SARO, estima-se que 30 a 60% poderdo
desenvolver infecc¢des, sendo as mais= freqiientes as cirurgicas,
bacteremias, infec¢des do trato urinario ou pneumonias (BOYCE e cols.,

1994).

Epidemias hospitalares por S. aureus resistentes a oxacilina tém
aumentado progressivamente nos hospitais, em especial nos de médio ou
grande porte e nos universitarios {CEDERNA e cols,, 1990;

DUCKWORTH, 1990; GUIGUET e cols., 1990; GOETZ e cols., 1992;
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JERNIGAN e cols., 1995; BOYCE, 1996: FAZAL e cols., 1996).
JORGENSEN e cols. (1996) relataram 50% de SAROQ entre os isolados de
infecgoes hospitalares por S. aureus no ano de 1992 na Universidade de

Sydney, Australia.

No Brasil, a epidemiologia do SARO tem sido objeto de estudo por parte
de diversos pesquisadores, particularmente nos hospitais universitarios e
de grande porte (CRUZ e cols, 1996; ESPANHA e cols, 1996; GARBES
NETTO e cols, 1996). SADER e cols. (1993, 1994) avaliaram a
disseminacio intra-hospitalar de um tinico clone em diversos hospitais
de Sao Paulo. No Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas, o SARO foi introduzido no ano de 1990 e, desde entao,
mantém-se em niveis endémicos em diversas unidades de internacdo. No
ano de 1994, o;t)servou-se que o SARO correspondeu a 8,2% dos agentes
etiologicos identificados nas infeccdes hospitalares (TRESOLDI e cols.,

1997).

Uma vez 0o SARO presente como epidémico em um hospital, sua
erradicacdo ou controle & tarefa dificil (WENZEL, 1987; COOKSON e
cols., 1989; GUIGUET e cols., 1990; BARON, 1992; GOETZ e cols., 1992;
BOYCE e cols., 1994), sendo que cepas endémicas instalaram-se em
numerosos hospitais (GOLDMANN e cols., 1996; ADEYEMI-DORO e cols.,
1997). A medida em que aumenta o tamanho e a complexidade dos
hospitais, menor & a probabilidade de erradicacdo do mesmo. Surtos de
infecgoes por SARQO tém sido mais comumente descritos apds sua

introdugéo em Unidades de Terapia Intensiva de populacdo adulta,



neonatal ou pediatria ¢ em unidades de Queimados (GUIGUET e cols.,

1990; BOYCE, 1991b; BACK e cols., 1996).

A introducac do SARO num hospital ndo é interpretada como devida a
mutacao de uma cepa sensivel, porém carreada através de pacientes ou
profissionais da satide, portadores da cepa resistente (OPAL e cols., 1990;
REBOLI e cols., 1990; BOYCE, 1992; GOETZ e cols., 1992; SHOVEIN e
YOUNG, 1992; MULLIGAN e cols., 1993; BACK e cols., 1996; JERNIGAN
e cols., 1996). Pacientes que mantém-se como portadores por periodos
prolongados de tempo reintroduzem ou mantém este agente na
institui¢édo, agindo como fonte de infec¢do (BACK e cols., 1996; BOYCE,
1992; BOYCE e cols., 1994). A ocorréncia de SARO em unidades de
atendimentos a pacientes cronicos pode facilitar a introducdo deste
microrganismo em hospitais gerais através de eventuais intez;nagées

(CEDERNA e cols., 1990).

A prevaléncia do SARO em individuos na comunidade que nfo tenham
tido contato recente com unidades de saide € desconhecida, porém
presume-se qué esta deva ser baixa (BOYCE, 1992; ILAYTON,
HIERHOLZER e PATTERSON, 1995; LORIAN, 1995). TROILLET e cols.
(1998) detectaram uma prevaléncia de 2,6% de colonizagdo nasal por
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina em pacientes admitidos para
hospitalizacdo. JERNIGAN e cols. {1995) observaram uma tendéncia de
aumento significativo de pacientes cuja presenca de SARO foi detectada
na admissdo em relacdo a aquisi¢ao nosocomial. Tendéncia esta que foi

observada também por LAYTON, HIERHOLZER e PATTERSON (1595},



que analisaram 36 pacientes com aquisi¢do comunitaria de SARO e
detectaram os seguintes fatores de risco: hospitalizagdo ou
antibioticoterapia prévia no periodo de um ano, residéncia em clinicas de
atendimento a pacientes cronicos e uso de drogas intravenosas. AKRAM e
GLATT (1998) analisaram 45 casos de pacientes com bacteremia por
SARO ocorridas dentro das primeiras 48 horas de internacéo e definiram
apenas 16 individuos com aquisi¢ao verdadeiramente comunitaria, os
quais apresentaram como caracteristicas: historico de hospitalizacdo
prévia no ano anterior, diabetes mellitus e infeccéio pelo HIV. O abuso de

drogas endovenosas foi observado em apenas um paciente.

. Pacientes usuarios de drogas endovenosas (UDEV} sao altamente
colonizados com S. aureus (CANNON e COBBS, 1976; HIRSCHHORN,
STEGER e CRAVEN, 1996). LEVINE e cols. ‘(1982} relataram 231 casos
de endocardite bacteriana entre 1980 e 1981, sendo 36 causados por S.
aureus oxacilina-resistente e todos estes ocorreram em pacientes
usuarios de drogas. SARAVOLATZ e cols. (1982) detectaram um surto de
S. aureus oxacilina-resistente em comunidade, associado a usuarios de
drogas endovenosas, com conseqiente aumento na incidéncia de
infeccdo hospitalar por SARQO, sugerindo que este organismo, pode, em
casos especiais, ser introduzido no hospital através de individuos
advindos da comunidade. Uma vez que os pacientes com Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) sao, em grande parte, UDEV,
guestiona-se a importadncia destes pacientes na epidemiologia da
transmissdo do S. aureus. Ha relatos de taxas de 30% a 50% de

colonizacao nasal por este agente em pacientes infectados com o virus da



imunodeficiéncia humana (HIV} (GOETZ e cols., 1994; CRAVEN, STEGER

e HIRSCHHORN, 1996).

Alguns autores observaram que o uso de cateteres vasculares ¢ fator de
risco importante para infecgbes da corrente sangliinea neste grupo de
pacientes (JACOBSON, GELLERMANN e CHAMBERS, 1988; WHIMBEY ¢
cols., 1986; NICHOLS, BALOGH e SILVERMAN, 1990; GOETZ e cols,,
1994; CRAVEN, STEGER e HIRSCHHORN, 1996; HIRSCHHORN,
STEGER e CRAVEN, STEGER e HIRSCHHORN, 1996; STROUD e cols.,
1997). Através de estudos envolvendo pacientes imunocomprometidos
por diversas etiologias, pesquisadores puderam demonstrar que o risco
de infeccio associada com cateter central é significativamente mailor em
pacientes com SIDA, sendo que o S. aureus € o agente mais freqliente ¢

(MUKAU e cols., 1992; SKOUTELIS e cols., 1990; DEGA ¢ cols., 1996).

RAVIGLIONE e cols. {1990} desenvolveram um estudo comparativo entre
individuos hospitalizados para avaliar a freqiiéncia de colonizagao nasal
por S. aureus em pacientes com e sem infeccdo pelo HIV, excluindo nesta
| avaliacdo os portadores classicos de S. aureus (UDEV, pacientes com
diabetes insulino-dependente, pacientes renais crénicos em tratamento
de hemodialise e pacientes recebendo tratamento para alergia). Este;;
autores encontraram uma freq&éncia do S. aureus em 54,7% dos
pacientes com infeccdo pelo HIV e de 28% dos pacientes com outras
doencas de base, sugerindo que os primeiros devam ser considerados
portadores freqiientes deste agente, independentemente da condigéo de

UDEV.
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Como as infeccbes hospitalares sao associadas com hospitalizagéo
prolongada, altas taxas de mortalidade (HALEY apud JARVIS e
MARTONE, 1992) ¢ aumento nos custos, podem impor ao grupo dos
pacientes com SIDA um risco maior, visto que estes sdo freqlientemente
hospitalizados e possuem falhas no seu sistema imunologico de defesa
(GOETZ e cols., 1994). Infec¢Oes hospitalares podem levar a altas taxas
de letalidade neste grupo de pacientes (WITT, CRAVEN e McCABE, 1987).
CRAVEN, STEGER e HIRSCHHORN(1996) ainda consideraram dificil
determinar se a aquisicao de diferentes agentes de infeccbes por este
grupo de individuos pode ser claramente definida como de origem
hospitalar ou comunitaria, devido as caracteristicas peculiares de
atendimento dos mesmos. Entre estas caracteristicas incluem-se as
sucessivas internacdes, sendo possivel suspeitar sobre a aquisigao intra-
hospitalar de doeng¢as tipicamente comunitarias, como, por exemplo,

prneurnonia por Pneumnocistis carinii.

O Staphylococcus aureus € um importante agente de infecgdes em
pacientes com SIDA (WHIMBEY e cols.,, 1986; JACOBSON,
GELLERMANN e CHAMBERS, 192;58). Alguns autores observaramﬁ alta
freqliéncia de bacteremia por S. aureus neste grupo de pacientes,

particu-larme'nte nos usudrios de drogas endovenosas (WHIMBEY e cols.,
1986; HIRSCHHORN, STEGER ¢ CRAVEN, 1996). STROUD e cols. (1997)
observaram que o S. aureus & mais comum em infecgées da corrente

sanglinea em pacientes infectados pelo HIV quando comparados com

pacientes hospitalizados com outras doengas de base.
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GOETZ e cols. (1994}, num estudo de vigildncia epidemiolégica,
analisanndo d aados de 210 admissdes num periodo de 2 anos, concluiram
que as taxass de infeccoes hospitalares nos pacientes infectados com o
HIV (15,0%) sé&o maiores que a taxa global destas infeccbes(6,9%) e que
os agentes etaologicos mais freqlentes foram as bactérias Gram-positivas,
primariamen te as espécies de Staphylococcus, responséaveis por 43,8%
das infeccoess. Dentre os Staphylococcus, o SARO representou 57% dos

casos.

No entanto, & real importancia dos pacientes com SIDA, como portadores
de SARO e sua contribuicio na disseminacio intra-hospitalar deste

agente néo fo1i ainda devidamente estudada.

1.3. Fatores de risco para a aquisicao do SARO

Entre os fatores de risco para aquisicao do SARO incluem-se: uso prévio
de antimicrobianos (HERSHOW, KHAIR e SMITH, 1992), cirurgias,
queimadurass, interna¢éo em unidade de terapia intensiva (LAYTON e
cols., 1993; ASENSIO e cols., 1996). Uma vez colonizado ou infectado, o

paciente tormxa-se reservatorio na disseminagéo intra-hospitalar.

As infecgdes estafilocdcicas causadas por SARO parecem ser de gravidade
semelhante é;s causadas por S. aureus sensivel a oxacilina (SARAVOLATZ
e cols., 19822]. WARD (1992) encontrou igual habilidade entre cepas
sensiveis e rexsistentes para aderéncia in vitro em células do epitélio nasal.

PUJOL e cols. (1996) observaram a incidéncia de colonizacdo por S.
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aureus oxacilina-resistente e oxacilina-sensivel em pacientes admitidos
em unidade de terapia intensiva e detectaram uma tendéncia maior em
desenvolver bacteremia nos pacientes colonizados por cepas resistentes.
Entretanto, nao houve diferenca na taxa de mortalidade entre os
pacientes colonizados por cepas resistentes ou sensiveis. HERSHOW,
KHAYR e SMITH (1992) analisaram 44 pacientes adultos com infeccao
estafilocécica, sendo 22 com S aureus sensivel a oxacilina e 22
apresentando cepas oxacilina-resistente. Estes autores observaram que a
apresentacao clinica dos casos foi similar com ambas as cepas, sugerindo
nao haver diferenca intrinseca na viruléncia das mesmas. Entretanto, o
uso de antibioticoterapia prévia e periodos prolongados de internagéao
foram dados significativamente presentes nos pacientes infectados por
cepas resistentes. Os mesmos autores consideraram que estes fatores

associados devem funcionar como marcadores de severidade da doenga,

sendo este, provavelmente, o fator importante para aquisicao do SARO.
1.4. Padrao de susceptibilidade a antimicrobianos

As cepas de S. aureus oxacilina-resistentes sdo freqiientemente também
resistentes a outros antibidticos, como a gentamicina, eritromicina
(GUIGUET e cols., 1990; LAYTON, HIERHOLZER e PATTERSON, 1995;
LEE e cols., 1996), cefalosporinas (BOYCE e cols., 1994) é ciprofloxacina

(MULLIGAN e cols., 1987; ALONSO e cols., 1997).

HERSHOW, KHAYR e SMITH (1992), em um estudo de 22 casos de

pacientes infectados com S. aureus oxacilina-resistente, identificaram um
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padrao fenotipico mais freqliente de resisténcia a multiplos antibiéticos,
incluindo a gentamicina, clindamicina, sulfametoxazol-trimetropina e

frequente resisténcia também a ciprofloxacina.

JORGENSEN e cols. {1996) analisaram 350 isolados de SARO, que
apresentaram concomitantemente resisténcia & penicilina, oxacilina,
eritromicina, trimetropina e gentamicina. Oitenta e dois por cento (82%)
dos isolados apresentaram, também, resisténcia a ciprofloxacina.
Entretanto, a resisténcia ao cloranfenicol foi encontrada em apenas 2

{4%) dos isclados.

1.5. Medidas de controle para evitar a disseminacio da

colonizacio/infeccio por SARO

Diversas medidas de controle vém sendo aplicadas, objetivando-se o
controle da disseminacao do SARO nas unidades de saude (JOSEPH e
RIBNER, 1991; GOETZ e cols., 1992; MULLIGAN e cols., 1993; BOYCE ¢
cols., 1994; HARTSTEIN e cols., 1995b; JERNIGAN e cols., 1995; ZAFAR
e cols., 1995; ASENSIO e cols., 1996; RICHET e cols., 1996;
VANDENBROUCKE-GRAUS, 1996). GOETZ e cols. (1992) consideraram
‘que a aquisicao nosocomial -de S. aureus oxacilina~res1’stente tem
consequéncias substanciais, e o controle da disseminac¢éo envolve
multiplas culturas de vigilAncia, medidas de isolamento restrito,
aplicacdo de antimicrobianos topicos e sistémicos, transferéncia dos
pacientes para unidades especiais, entre outras medidas. Estes autores

destacaram a importancia de estudos epidemiologicos capazes de definir
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claramente se as falhas no controle da disseminacdo do SARO sao
devidas a ineficiéncia das medidas implementadas ou & reintroducao do

agente nainstituigdo ou unidade.

JERNIGAN e cols. (1993) consideraram como uma medida de valor a
vigilancia de rotina na admissfo de pacientes transferidos de outras
instituicées, particularmente as de atendimento de doentes crdnicos. Os
autores relataram que swabs de narina e de feridas abertas
apresentaram alto valor de sensibilidade e de valor preditive negative na

identificacéo de pacientes portadores de SARO.

Varios trabalhos avaliando vias de transmissfio determinaram que cepas
de SARQ foram primariamente transmitidas de paciente para paciente
através das maos contaminadas dos profissionais de saltde (JOSEPH e
RIBNER, 1991; MULLIGAN e cols., 1993; HUANG, OIE e KAMIYA, 1994).
A lavagem com sabdo comum pode ndo eliminar o SARO completamente
das maos, sendo indicado o uso de sabio anti-séptico para a remocao
completa deste microrganismo (HUANG, OIE e KAMIYA, 1994). A
tranémisséo deste agente a partir do meio ambiente hospitalar pode
ocorrer e, neste caso, hda necessidade de implementacdo de medidas
especificas de limpeza e desinfeccdo (KOBAYASHI, TSUZUKI e
HOSOBUCI—IL-1989; MULLIGAN e cols., 1993; LAYTON e cols., 1993;

BOYCE e cols., 1994; BOYCE ¢ cols., 1997).

1.6. Epidemiologia molecular como instrumento na investigacio de

surtos € endemias de infecgoes hospitalares.
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Durante as ultimas duas décadas, as investigagoes de surtos de agentes
patogénicos causadores de infecgdes hospitalares expandiram-se,
havendo a necessidade de um refinamento das metodologias empregadas
no esclarecimento da epidemiologia dos mesmos (JARVIS, 1994;
HARTSTEIN e‘cols., 1995a; BLANC e cols., 1996; HARTSTEIN, LeMONTE
e IWAMOTO, 1997). Quando ocorre aumento na incidéncia de infecgoes
por um determinado agente numa unidade, € importante conhecer se
houve transmisséo de um microrganismo genomicamente relacionado ou
se de cepas diferentes. Os estudos epidemiologicos utilizam-se de
métodos de tipagem destes microrganismos como um importante
complemento para o esclarecimento de fontes de infecgao e vias de
transmissdo de patdégenos hospitalares. Estes métodos incluem:
fagotipagem, analises de DNA plasmidial, analise de polimorfismo de
fragmentos de restricao, “Pulsed-Field Gel Electrophoresis® (PFGE],
“Polymerase Chain Reaction” (PCR} e ribotipagem, entre outros (JARVIS,
1994; SADER e cols., 1993, 1994; HARTSTEIN e cols., 1995a, 1995b;

vanBELKUM e cols., 1995; HARTSTEIN, LeMONTE ¢ IWAMOTQ, 1997)

A utilizagé@o de fagotipagem vern sendo substituida de maneira crescente
pelos métodos de tipagem molecular baseados na analise do DNA, tais
como estudos do DNA plasmidial digerido com enzimas de restricdo e do
DNA genomico, pela aplicacao da macrorestrico com enzimas de
restricio de endonucleases que apresentam baixa frequéncia de chivagem
e PFGE (MULLIGAN e ARBEIT, 1991; PFALLER, 1991; BANNERMAN e

cols., 1995; TENOVER e cols., 1995; JORGENSEN e cols., 1996). Estes
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tltimos métodos tém demonstrado alto poder discriminatério e sao
altamente confidveis na caracterizacéo da relagdo de identidade genémica
entre as cepas de SARO (MULLIGAN e ARBEIT, 1991; CARLES-NURIT e
cols., 1992; NICOLLE e cols., 1992; LAYTON e cols., 1993; BANNERMAN
e cols., 1995; HARTSTEIN e cols., 1995a, 1995b; TENOVER e cols.,
1995). HARTSTEIN, LeMONTE e IWAMOTO (1997) consideraram que o
uso de PFGE pode ser crucial para confirmar a eficicia de medidas de
controle em hospitais que freqiientemente admitem pacientes infectados

por SARO.
1.7. “Pulsed-field Gel Electrophoresis”

A eletroforese convencional de moléculas de DNA ¢é realizada aplicando-se
amostras de preparados de DNA em uma matriz sdlida (geralménté
agarose ou poliacrilamida} e induzindo estas moléculas a migrar atraves
do gel sob um campo elétrico estatico. A separacdo das moléculas através
do gel depende, predominantemente, do peso molecular das mesmas, de
modo que pequenos fragmentos podem mover-se mais rapidamente que
os maiores. Diversoé outros fatores afetam a separagéo ¢ mobilidade das
moléculas de DNA na eletroforese, incluindo composi¢ao e concentracao
do gel, do tampéo, da temperatura e do gradiente de voltagem do campo
elétrico. Em condicdes regulares, moléculas maiores do que 20 kilobases
nio irdo separar-se umas das outras, pois terép a mesma capacidade de

mobilidade.
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O PFGE € um processo que utiliza campos elétricos que sfo ativados
alternadamente, permitindo um realinhamento das moléculas de DNA,
onde a separagdo de fragmentos das mesmas ird depender do seu peso
molecular, sendo os de maior peso mais lentos em relacfio aos de menor
peso. A duragdo do tempo programado para cada campo elétrico atuar
sobre a molécula de DNA é denominada de tempo de pulso. Um angulo
de reorienta¢ao € formado pelo angulo agudo entre os campos elétricos
alternados. O gradiente de voltagem, determinado em volts/centimetro, é

o potencial elétrico aplicado ao gel.
1.8. Presenca do SARO no HC/UNICAMP

Em estudo prévio de infecgdes e colonizagdes por SARO responsaveis por
surtos e endemias no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (HC/UNICAMP), determinou-se um perfil genémico e de DNA
plasmidial predominante no hospital. Dentre as principais unidades de
internacdo onde ocorreu a identifcacdo deste germe, destacavam-se as
enfermarias de Moléstias Infecciosas (MI)}, de Gastrocirurgia e de
Emergéncias Cirtrgica e Clinica, além da Unidade de Terapia Intensiva

{BRANCHINI e cols., 1993).

A partir de 19§3, foi aberta a unidade do Leito-Dia (LD) para pacientes
portadores de SIDA, localizada em area fisicamente contigua a enfermaria
de MI. Os pacientes acompanhados nesta unidade recebem tratamento
semi-ambulatorial e por este motivoe naoc tém sido rotineiramente

acompanhados pelo sistema de vigilancia epidemioloégica da Comissao de
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Controle de Infeccao Hospitalar (CCIH). Uma vez que um elevado ntaimero
destes pacientes sao UDEV, permanecem longos periodos em tratamento
no LD e _ sofrem sucessivas internacées na enfermaria de MI, foi
questionada a importancia destes pacientes na epidemiologia do SARO

dentro do hospital.

Em virtude destas considerag¢des, foi proposto o presente estudo para

avaliar a epidemiologia do SARO neste grupo de pacientes.



19

2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

1.} Estudar a incidéncia de colonizac¢fo nasal por SARO nos pacientes
com Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida em tratamento na

enfermaria de Moléstias Infecciosas e no Leito-Dia.

2.) Estudar o perfil gendémico dos SARO responsaveis por colonizagdo e
infecgdo dos pacientes em tratamento no Leito-Dia e na enfermaria de

Moléstias Infecciosas.
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3. CASUISTICA E METODOS
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1. Populacio de estudo

Foram avaliados prospectivamente pacientes portadores de SIDA
acompanhados no LD do Hospital das Clinicas da UNICAMP e pacientes

portadores de SIDA internados na enfermaria de MI, no periodo de

dezembro de 1993 a dezembro de 1995.
3.2, Critérios de inclusiao

Foram incluidos os pacientes portadores de SIDA atendidos no LD e na
enfermaria de MI do HC/UNICAMP, classificados no Grupo IV, de
acordo com o0s critérios-do “Centers for Diseases Control and Prevention”
(CDC, 1986) (ANEXO 1). Foram incluidos os casos novos € os pacientes ja

em tratamento no inicio deste estudo.
3.3. Descricdo das unidades de atendimento
3.3.1. Leito-Dia

Unidade de atendimento semi-ambulatorial que possui 14 1eitos; com urm
numero médio de atendimento diario de 20 pacientes. O tipo de
atendimento prestado inclui medicacéo via oral e parenteral, hidratacéo,
coleta de exames laboratoriais, bidpsias, instalagdo/troca de sonda

vesical de demora, instalacido de sonda nasogastrica, inalacdo e
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hemoterapia. O quadro de pessoal consta de 2 enfermeiros, 4 auxiliares e
1 oficial de administracio que prestam atendimento exclusivo nesta
unidade. “A equipe médica possui 9 médicos em esquema de rodizio

diario e 1 docente responsavel.

Os pacientes atendidos na unidade podem proceder do ambulatério de MI
(caso novo ou ja em acompanharmento), outros servicos, enfermaria de MI
e outras enfermarias. O destino dos pacientes apés a alta médica pode
ser os ambulat-érios especializados de MI, outros ambulatorios do HC-
UNICAMP, os servicos de origem, podendo ainda haver retorno para

novos tratamentos sempre que houver necessidade.

3.3.2. Enfermaria de MI

Compée-se de unidade com 18 leitos, cujo atendimento é prestado a
pacientes que requeiram regime de internagdo para investigagao
diagnéstica ou atendimento clinico rotineiro, semi-intensivo e intensivo,
sendo que 6 leitos sdo destinados especificamente para pacientes com
SIDA. Nao ha separagao geogréiilca entre os leitos de pacientes portadores
ou nao portadores de SIDA. Possui quadro de pessoal com 8
enfermeiros, 27 auxiliares, 1 oficial de administragao, 7 medicos

residentes e 8 docentes.

A procedéncia dos pacientes para esta unidade pode ser do proprio LD,
pronto-socorro, ambulatérios gerais e especializados de MI, outros

servicos e outras unidades de internagio do HC/UNICAMP. O destino dos
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pacientes apods a alta médica pode ser os ambulatérios especializados de
MI, outros  ambulatorios do  HC-UNICAMP, retorno  para
acompanhamento ambulatorial no servico de origem, aita domiciliar ou,

ainda, encaminhamento ao LD.
3.4. Descricio das atividades da CCIH no periodo estudado
3.4.1. Sistema de vigilancia epidemioldgica

O sistema adotado, desde 1987, é o de vigilancia ativa global. Todos os
pacientes internados sdo acompanhados através de ficha de vigilancia
epidemioldégica, onde constam dados de identificagdo do paciente,
diagnosticos e registro diario de: procedimentos, fatores de risco,
resultados de culturas, pico febril, antibioticoterapia. Esta ficha é
preenchida pelo enfermeiro da unidade e analisada em dias alternados
pela enfermeira da CCIH, a qual diagnostica as infec¢es hospitalares de
acordo com critérios estabelecidos pelo CDC (GARNER, 1988). Estes
dados sdo compilados mensalmente. Paralelamente, realiza-se vigilancia
dirigida para microrganismos multi-resistentes, nas unidade endémicas,
através de coletas semanais de swab nasal ou secregao traqueal para
todos os pacientes que excederem 7 dias de internacdo. O LD néo &

acompanhado-pelo sistema de vigilancia epidemiolégica da CCIH.

3.4.2. Critério e condutas recomendadas para isolamento de

pacientes portadores de SARO
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Todo paciente colonizado ou infectado por S. aureus resistente a oxacilina
foram incluidos nas condutas de isolamento. Estas condutas incluiram:
indicagdo de quarto privativo obrigatério, sendo que pacientes com a
mesma espécie de microrganismo podem compartilhar o mesmo quarto;
uso de mupirocina pomada aplicada na narina anterior 3 vezes ao dia por
S dias; banho didrio com solucdo degermante com gluconato de
clorohexidina a 2% e limpeza especial da unidade do paciente (cama,
criado-mudo, painel de gases, monitores, respiradores, suporte de soro,

bombas de infusdo, mesa de refeicao) pelo menos 3 vezes por semana.

- O acompanhamento da condicéo de portador foi feito através da coleta de
swab nasal ou secregdo traqueal semanalmente até o primeiro resultado
negativo. Apds o primeiro resultado negativo, realizou-se coleta de swab
nasal ou secrecdo traqueal em intervalos de 3 dias. A suspensdo do

isolamento foi indicada apés trés pesquisas negativas.

No caso dos pacientes do LD foram feitas as mesmas recomendaces,
embora, devido ao carater semi-ambulatorial, nao foi possivel

supervisionar a aderéncia pelo paciente ao tratamento indicado.

3.5, Metodologia aplicada

O presente estudo realizou-se em duas etapas: a primeira fase (dezembro
de 1993 a dezembro de 1995), consistiu na coleta de espécimens de
narina anterior dos pacientes com SIDA acompanhados no LD e MI para

estudo da incidéncia de SARO; na segunda etapa (maio de 1995 a marco
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de 1996}, foram selecionadas cepas de SARO provenientes de pacieﬁtes
acompanhados no LD e MI, portadores ou néo de SIDA, para analise da

epidemiolegia molecular.

3.5.1. Coleta e identificacio do material

A coleta foi realizada pela equipe de enfermagem das respectivas
unidades e a identificacio do material e os testes de sensibilidade a
antimicrobianos foram realizados pelo Laboratério de Microbiologia da

Divisao de Patologia Clinica do HC-UNICAMP.

a.}) Swab das narinas anteriores: foram colhidos swabs das narinas
anteriores para identificagdo dos portadores nasais de S. aureus por
ocasido da admissao no tratamento do LD e MI e, a seguir, em intervalos
semanais. Os swabs foram coletados através de rotagdo suave de um
mesmo swab nas narinas anteriores direita € esquerda e encaminhados o
mais rapidamente possivel para o laboratorio. As amostras coletadas
foram semeadas em placas de agar sangue a 5% e identificadas pelo
meétodo convencional (KLOOS, 1991). A seguir foram inoculadas em
aliguotas de 1,5 ml de leite desnatado a 10% estéril e congeladas a -20°C
' até o momento da subtipagem molecular.

b.} Antibiograma: a realizacdo dos testes de susceptibilidade a
antimicrobianos é feita pelo método de difusdo em disco {BAUER, 1966}.
Para anéalise da sensibilidade dos SARO, foram testados os seguintes

antimicrobianos: amicacina, ampicilina, cefalotina ou cefazolina,
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clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, netilmicina,
oxacilina, penicilina, sulfametoxazol + trimetropina, teicoplanina,
tetracicling, tobramicina e vancomicina. Os isolados foram considerados
sensiveis ou resistentes aos antimicrobianos de acordo com as
‘recomendacdes do NCCLS (1994) (ANEXO 2).

3.5.2. Defini¢io de tipo de colonizacio por SARO

Colonizacao foi definida como a identificacdo do microrganismo em
estudo, em espécimens coletados de pacientes, na auséncia de sinais e
sintormas ou resultados laboratoriais compativeis com as definigbes de
infecgao hospitalar, de acordo com os critérios estabelecidos pelo CDC
(JERNIGAN e cols., 1995; SARAVOLATZ e cols., 1982). Neste estudo, o
tipo de colonizacédo nasal por SARO foi classificada de acordo com os

seguintes critérios:

a.) colonizagao persistente: pacientes com pelo menos 2 culturas
positivas consecutivas. No caso de pacientes que apresentaram 3 ou mais
resultados de cultura negativos entre dois resultados positivos foram

considerados como dois episodios distintos de colonizagao.

b.) colonizacdo tramsitoria: pacientes com um achado unico positivo

para SARO seguido de pelo menos mais uma cultura negativa.

R
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c.) isolado fnico: pacientes com um achado Gnico positivo para SARO,
sem acompanhamento posterior devido a alta, é6bito ou abandono de

tratamente.
3.6. Banco de bactérias multi-resistentes do HC/UNICAMP

A partir de 1995, a CCIH, em conjunto com o Laboratério de
Microbiologia, passou a colecionar todas as amostras de mICTorganismos
multi-resistentes identificados pelas culturas de rotinas realizadas para
investigacao diagndstica ou epidemioldgica. O critério para inclusdo das

cepas de S. aureus neste banco € a resisténcia a oxacilina.
3.7. Tipagem molecular
3.7.1. Tipagem do DNA genémico por PFGE

O modelo de PFGE utilizado neste estudo foi o “Clamped Homogeneous
Electric Field Electhophoresis” (CHEF), cujo principio é o da geracdo de
campos elétricos homogéneos usando multiplos eletrodos distribuidos

numa geometria hexagonal.

O equiparﬁento' (CHEF DRII; Bio Rad Manufacture) consta de: 1.) cuba
onde estao dispostos os eletrodos, na qual sdo colocados a solucéo
tampéo e o gel; 2.) fonte geradora dos campos elétricos; 3.) médulo de
resfriamento do tampdéo; 4.) bomba propulsora do tampao entre a cuba e

o modulo de resfriamento.
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A preparagdo do DNA gendmico ¢ baseada na técnica de GOERING e
DVSENG (1990). Isolados bacterianos sao cultivados em “Brain Heart
Infusion” (BHI} e incubados a 35° C por 12 horas. Apds centrifugacao, o
concentrado de bactérias € lavado duas vezes com sclugio salina a 0,9%.
A relacdo peso/volume desse concentrado € entdo equilibrada com
solugac de lise (tampdo EC: 6 mmM TRIS pH 7,5; 1M NaCl; 10 mM EDTA;
0,5% BRIJ 58; 0,2% desoxicholato de sédio; 0,5% N-lauroyl-sarcosine).
Sao homogeneizados cinglienta e cinco microlitros da suspensao
bacteriana adicionados de 625 microlitros de “low melt agarose”™ a 1% ¢
dispensados em moldes. Os blocos de gel contendo o concentrado
bacteriano sdo incubados por 24 horas a 37°C com 2 ml da mesma
solucdo de tampao EC, adicionados de 50 microlitros de lisostafina e 10
microlitros de RNAse, para formacio de esferoplastos através da
destruicéo da parede bacteriana e degradacao de RNA. No dia seguinte,
os blocos de agarose sao lavados e reincubados a 50° C por 24 horas em
solucao ESP (0.4 M EDTA pH 9,3; 1% n-lauroyl-sarcosine; Q,1 mg/ml de
proteinase K}, para remover todos os componentes celulares indesejados,
porém mantendo o DNA intacto. No ;;réximo dia, os blocos sao
novamente lavados com solucdo TE de alta molaridade (100 mM TRIS pH
7,5; 100 mM EDTA pH 7,5). Para a digestdo do DNA genomico por enzima
de festrig:éo, 1/2 de cada bloco é lavado com solu¢dc Dummy no Salt
(0,1M TRIS pH 7,5; 0,005M MgClle incubado em 20 U de Smal (GIBCO .
BRL, Life Techonologies)a temperatura ambiente por 24 h. Apos este
periodo os blocos sdo lavados com solugao TE de baixa molaridade {ImM

TRIS pH 7,5; 10mM EDTA pH 7,5).
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Os blocos contendo o DNA digerido s@o inseridos em gel a 1% de agarose
grau cromossomico em solugdo tampdo TBE 0,5X. A eletroforese é
realizada com pulsos de tempo de 5 e 35 segundos, gradiente de voltagem
de 6 volts/cm, temperatura de 13,5°C por 20 h. O gel é corado com
brometo de etidio e fot?grafado sob luz ultravicleta. Na primeira linha de
cada gel € colocado DNA lambda concatemer (BioRad)para avaliacdo de

peso molecular.
As solugdes utilizadas encontram-se no ANEXO 3.

3.7.2. Analise da relaciio de identidade entre os isolados de S.

aureus

Os perfis cromossomicos observados foram denominados por letras em
ordem alfabética seqtiencial para facilitagido da analise. A relacao entre
dois isolados foi estimada pelo coeficiente de similaridade (CS), onde CS =
2% (ntimero de bandas que coincidem)/ (total de ntimero de bandas em
ambas as cepas} (DICE, 1945). Foram consideradas cepas idénticas
aquelas com ¢ mesmo padrio de bandas em ntmero e peso molecular
(CS =1); cepas relacionadas, aquelas cujo padréo de bandas foi diferente
do padrao pﬁnc'ipai‘ encontrado devido a um evento genetico por
mutagao, insercao, delecao ou inversao de DNA (0,90 < CS < 1}. As cepas
foram consideradas como cepas diferentes quando o padrio diferiu do

padrio principal encontrado {CS < 0,9).
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Primeira etapa: resultado da coleta de espécimens de narina

anterior

Foram acompanhados um total de 178 pacientes com SIDA no LD e
enfermaria de Ml de dezembro de 1993 a dezembro de 1995. No LD foram
acompanhados 126 pacientes num periodo meédio de 141,3 dias
(variagdo: 1 a 720 dias). Na enfermaria de MI foram acompanhados 52

pacientes em periodos que variaram de 1 a 270 dias {média de 8,68 dias).

Entre os 178 pacientes acompanhados na enfermaria de MI ¢ LD, 62
(34,83%) apresentaram pelo menos uma cultura positiva para SARO. No
LD, 48 pacientes apresentaram cultura positiva para SARO e na
enfermaria 14 pacientes (TABELA 1). N@o houve diferenga estatistica
entre a freqliéncia de pacientes positivos para SARO nas duas unidades

observadas (p=0,15j.

TABELA 1. Pacientes com SIDA acompanhados no LD e MI e
pacientes que apresentaram cultura positiva para SARO*

Unidade de Pacientes Pacientes positivos
atendimento acompanhados para SARO (%)
LD 126 48 (38,09)
MI 52 ' 14 (26,92)
Total" ' 178 62 (34,83)
* p=0,15

Durante o periodo de estudo foram colhidos 1239 swabs de narina

anterior (SNF) dos pacientes acompanhados, com uma média de 7 SNF
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por paciente (variagao: 1 a 60). A distribuic@o dos resultados de SNF no
periodo de investigacdo encontra-se na TABELA 2. A somatoria de
isolados pesitivos de SARQO e S. qureus nao foi diferente entre os anos de
1994 e 1995 (p=0,25). Analisando separadamente, o numero de isolados
de S. aureus nao foi estatisticamente diferente entre os respectivos anos
(p=0,63). Nao houve diferenca também com relagdo ao numero de

isolados positivos para SARO entre os anos de 1994 ¢ 1995 (p=0,10).

TABELA 2. - Numero de SNF colhidos de pacientes com SIDA
acompanhados no LD e MI no periodo de dezembro de 1993 a
dezembro de 1995,

n° SNF dezembro de 1993 janeiro a total (%}
a dezembro de dezembro de
1994 (%} 1995
(%)
c/ S. aureus* 25 (3,29) 13 {2,71) 38 (3,07)
¢/ SARQO** 63 (8,29) 53 (11,06) 116 (9,36)
negativos 672 (88,42) 413 (86,22) 1085 (87,57}
Total 760 { 100) 479 (100) 1239 {100)
* p=0,63
** 1=0,10

Entre os pacientes com colonizagdo nasal por SARO houve ignal

ocorréncia de colonizacdo transitoria e persistente (TABELA 3).

TABELA 3. - Tipo de colonizacio nasal por SARO ocorrida
em pacientes com SIDA acompanhados no periodo de
dezembro de 1993 a dezembro de 1995,

Tipo de colonizacdo Niimero de episddios (%)
isolado unico 18 {9,57)
transitoria 27 {14,36)
persistente 27 (14,36}
ausente 116 (61,70)

Total 188 (100)
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Na TABELA 4 observa-se a distribuicdo entre o tipo de coloniza¢éo
detectada e o numero de SNF colhidos por paciente em tratamento no LD
no periodo™estudado. Neste grupo, foram detectados 58 episodios de
colonizacdo por SARQO, sendo que 9 pacientes apresentaram mais do que

um episédio (8 pacientes com 2 episédios € 1 paciente com 3 episodios).

Tabela 4.- Relagio entre o nitmero de SNF colhidos por
paciente e o tipo de colonizacdo por SARO nos pacientes
com SIDA acompanhados no LD no periodo de dezembro de
1993 a dezembro de 1995.

tipo de colonizacdo*

n° SNF por Isolado ‘Transitéria Persistente ausente
paciente nico
1 3 - - 14
2a3 2 C 1 19
>3 5 26 21 45
Total 10 26 22 78

* nlmero de episddios de colonizagio nasal

A TABELA 5 apresenta a relagdo entre o ntmero de SNF colhidos por
paciente’ e o tipo de colonizacio apresentada nos pacientes

acompanhados na enfermaria de MI no periodo estudado.

TABELA 5.- Relagio entre o nimero de SNF colhidos por
paciente e o tipo de colonizacdo por SARO nos pacientes
com SIDA acompanhados no MI no periodo de dezembro de
1993 a dezembro de 1995.

~tipo de colonizagao®

n° SNF por Isolado  transitdéria persistente ausente
paciente unico :
1 7 - - 24
2a3 1 - 2 13
>3 - 1 3 1
Total 8 1 5 38

* numero de episédios de colonizacgio nasal
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A TABELA 6 mostra a distribuicdo comparativa entre o numero de SNF
coletados por paciente e o numero de episédios positivos € negativos para

SARO, nas-unidades de LD e MI.

Nos pacientes do LD, ndo houve diferen¢a no ntmero de episodios
positivos identificados entre o grupo em que foi coletado um SNF e o
grupo em que foram colhidos de 2 a 3 SNF (Fisher, p= 0,53). No enta:ito,
nos pacientes em que foram colhidos mais de trés SNF houve diferenca
significativa quando comparado aos dois outros grupos: naquele em que

foi colhido apenas um SNF (p=0,019) ¢ naquele em que foram colhidos

de 2 a 3 SNF (p=0,031).

De maneira semelhante, com relacdo aos pacientes do MI, ndo houve
diferen¢a no niimero de episodios positivos identificados entre o grupo de
pacientes em que foi colhido um SNF e o grupo de pacientes em que
foram colhidos de 2 a 3 SNF (Fisher, p= 0,53). Houve diferenca entre o
grupo de pacientes em que foram colhidos mais de trés SNF e os dois
outros grupos: aquele em que foi colhido apenas um SNF (Fisher,

p=0,023) e aquele em que foram colhidos de 2 a 3 SNF (Fisher, p=0,025).

Tabela 6. Nimero de episddios de presenca ou auséncia de
SARO nos pacientes com SIDA acompanhados nas unidades
de LD e MI no periodo de dezembro de 1993 a dezembro de
1995, de acordo com o nimero de SNF colhido por paciente

No. de SNF por 1 2-3 >3
paciente
LD MI LD MI LD MI
Ausente 14 24 19 13 435 1
Presente 3 7 3 3 58 4
Total 17 31 22 16 103 5
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Comparando-se os episoédios positivos identificados nos pacientes do LD
e MI, observa-se que ndo houve diferenga entre os achados destas duas
unidades como um todo. Examinando separadamente de acordo com o
nimero de SNF coletados por paciente, ndo houve diferenca na detecgéo
de SARO entre as unidades quando foi coletado apenas um SNF por
paciente (Fisher, p= 1,0} e quando foram colhidos de 2 a 3 SNF por
paciente (Fisher, p= 0,68). Entretanto, houve diferen¢a entre os episdios
detectados nas duas unidades apenas quando comparados os grupos de
pacientes do LD e MI em que foram coletados mais de trés SN¥ por

paciente (Fisher, p=0,36).

4.2. Segunda etapa: andlise cromossdémica por PFGE dos SARO

isolados em pacientes em tratamento no LD E MI

A partir do estabelecimento do banco de bactérias multi-resistentes do
HC/UNICAMP foi possivel selecionar um grupo de 60 cepas provenientes
de 33 pacientes para analise cromossomica através de PFGE. Os isolados
sao originarios de pacientes com SIDA tanto do LD como do MI. Foram
também incluidos 15 cepas de SARQ de pacientes sem infec¢ao pelo HIV
e que se encontravam internados na enfermaria de MI no pericdo de
maio de 1995 a margo de 1996. Os espécimens foram coletados de

localizacées topograficas diversas (TABELA 7, ANEXO 4).

Para fins de controle da técnica empregada incluiram-se trés cepas de
SARO isolados de paciente sem infecgao pelo HIV intermados em outras

unidades do HC/UNICAMP, a saber: swab nasal e swab de insercao de
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cateter provenientes de dois pacientes internados na enfermaria. de
pneumologia e secregdo traqueal proveniente de paciente internada na
enfermaria~.de emergéncia clinica. Foram incluidas também duas cepas
de S. aureus sensiveis 4 oxacilina isolados de pacientes sem infecgao pelo
HIV e internados no HC/UNICAMP, a saber: secregao traqueal
provem'ente“ de uma paciente internada na enfermaria de MI; liquor
proveniente de uma paciente com infecgado comunitaria admitida na
enfermaria de pediatria (ANEXO 4).

TABELA 7. Espécimens de SARO utilizados para analise

cromossémica por PFGE provenientes de pacientes com/sem

SIDA atendidos no LD e MI no periodo de maio de 1995 a
fevereiro de 1996.

Espécimen LD MI Ml Total de
espécimens
SIDA SIDA naoc SIDA
Abscesso 2 0 0 2
Bi6psia de pele 1 0 0 1
Liguido sinovial 0 0 2 2
Ponta de cateter 1 1 0 2
Sangue 2 0 0 2
Secrecoes de pele 4 0 7 11
Swab anal 0 1 0 1
Swab de 1 0 0 1
amigdala
Swahb de insercgéo 0O 0 1 1
de cateter
Swab de insergao 1 0 .0 1
de dreno
Swab de 3 0 0 3
orofaringe
Swab nasal 26 2 S 33
Total 41 .4 15 60

4.2.1. Padrio de susceptibilidade a antimicrobianos
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Os padrées de susceptibilidade encontrados estio apresentados na
TABELA 8. Todas as cepas analisadas foram resistentes aos seguintes
anti:nicrobianos: ampicilina, cefalotina, eritromicina, oxacilina,
penicilina, tobramicina ¢ amicacina. A amicacina apresentou apenas um

caso de sensibilidade intermediaria (ANEXO 5).

TABELA 8.: Padrio de susceptibilidade a antimicrobianos de 60
cepas de SARO provenientes de pacientes em tratamento no LD e MI
no periodo de maio de 1995 a fevereiro de 1996

Padrao Sensibilidade N° de
- espécimens

1 Vancomicina e netilmicina 30

2 Vancomicina, netilmicina e cloranfenicol 10

3 Vancomicina e intermediario a netilmicina 6

4 Vancomicina 4

5 Vancomicina, cloranfenicol e intermediario a 3
netilmicina

6 Vancomicina, netilmicina, cloranfenicol e 2
clindamicina

7 Vancomicina e intermediario a netilmicina e 1
cloranfenicol

8 Vancomicina e sulfametoxazol + trimetropina 1

9 Vancormicina, netilmicina e gentamicina 1

10 Vancomicina, netilmicina e intermediario a 1
amicacina

11 Vancomicina, tetraciclina e clindamicina 1

A sensibilidade a vancomicina ocorreu em ‘todas as amostras e aos

demais antibacterianos foi variavel, de acordo com a TABELA 9.
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TABELA 9.: Sensibilidade aos antimicrobianos testados de 60
cepas de SARO provenientes de pacientes em tratamento no LD
e MI no periodo de maio de 1995 a fevereiro de 1996

Antimicrobiano N° de cepas sensiveis {%)

= Vancomicina 60 (100,00}

Netilmicina 44 {73,33)

Cloranfenicol 14 (23,33}
Clindamicina 3 (5,00)
(Gentamicina, sulfametoxazol + 1 (1,66}

trimetropina, tetraciclina
Ampicilina, cefalotina, eritromicina, 0 (0,00)
oxacilina, penicilina, tobramicina,
amicacina

4.2.2. Analise do perfil cromossémico através de PFGE

O estudo do DNA cromossoémico por PFGE identificou 7 padroes. O
padrio “A”, presente em 52 {86,66%) das 60 cepas estudadas foi o mais
freqlientemente e—ncentrado (FIGURA 1). Este padrao apresenta 4 bandas
bem definidas aproximadamente entre 436.5 Kb e 291.0 Kb. Proximo a
194.0 Kb forma-se um conjunto pouco definido de mais 4 bandas, sendo
que em eletroforeses repetidas as cepas apresentaram este conjunto de
bandas ora juntas, ora separadas em grupos de duas. Com peso
semelhante ou menor de 97.0 Kb apresenta-se um aglomerado de bandas

de pouca definicao.

Os padrbes “Al“ a “E” foram distribuidos entre as demais (8 cepas),
conforme demonstrado na TABELA 10. Estes padrfes encontram-se

identificados nas FIGURAS 1 e 2.
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TABELA 10.: Distribuicdo das cepas de SARO de acordo
com o padrido gendmico identificado por PFGE

Padrao N° de cepas

A 352
- Al 3
A2 1
B 1
C 1
D 1
E 1

Total 60

Os perfis gendmicos detectados distribuiram-se de modo semelhante na
entermaria de Ml e no LD, sendo que o perfil “A” esteve presente tanto em
isolados provenientes de pacientes com SIDA como de pacientes sem
SIDA. Os demais perfis (“At* a “E”) apresentam um padrao aleatério de
distribuigio, devendo-se observar que o perfil “At“ foi identificado em

trés espécimens provenientes da mesma paciente{TABELA 11).

N&o houve diferenca significativa com relagio ao achado do padrao “A”
em cepas de pacientes com ou sem SIDA (p=0,38). O padrac “A” foi
também observado na cepa controle de SARO proveniente de paciente
internado na enfermaria de Pneumologia. As demais cepas-controle
apresentaram padrdo gendémico diferentes das cepas do presente estudo

(ANEXO 4).
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TABELA 11.: Distribuicao dos diferentes perfis genémicos
das cepas de SARO isoladas de pacientes com/sem SIDA
em tratamento no LD e MI no periodo de 1995 a fevereiro

de 1996.
Perfil LD MI
genomico
SIDA SIDA nido SIDA

A 38 2 12
Al 0 0 3
A? 1 0 0
B 1 0 0
C 1 0 0
D o 1 0
E 0 1 0

Total 41 4 15

* p= 0,38

Dentre as cepas analisadas por PFGE, algumas representaram isolados
sequenciais obtidos de um mesmo paciente, em datas diferentes. Apenas
no caso de uma paciente (MAS) foram analisadas duas cepas de SARO
coletadas na mesma data, porém provenientes dé espécimens diferentes
(swab de secrecao e liquido sinovial) (ANEXO 4). A TABELA 12 demonstra
o numero de cepas analisadas por paciente. Em 14 pacientes foram
feitas analises do perfil gendémico em mais de uma cepa proveniente de
um mesmo individuo. Em 11 casos o mesmo perfil gendmico foi

observado entre os isolados seqlienciais de pacientes.

TABELA 12. Naimero de cepas de SARO analisadas
por paciente coletadas no periodo de maio de
1995 a fevereiro de 1996 no LD e M1 '
N ° de cepas/ paciente N ° de pacientes
19

(€1 ISR I B N [
[l O N
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Entre os isolados seqienciais de um mesmo paciente foram identificados
mais de um perfil gendmico em trés casos (TABELA 13). Nos dois
primeiros casos, a mudanca de perfil genémico foi observada no isolado
proveniente da tultima coleta realizada. Com relagdo a estes casos as
diferengas entre a data da coleta da Gltima cepa com padrao “A” € a cepa
com padréo diferente foram respectivamente de 15 e 14 dias (FIGURA 3).
O paciente LCL, com dois isolados seqiienciais, apresentou a cepa
relacionada A2 na coleta comn data de 6 dias anterior 4 coleta do

espécimen que apresentou padrao “A”. (ANEXO 4)

TABELA 13.: Perfis genomicos detectados por PFGE em isolados
seqiienciais de SARO isolados de pacientes acompanhados no LD e
MI no periodo de maio de 1995 a fevereiro de 1996

Paciente N° de cepas Perfis genémicos
analisadas
AFM 4 AAAB
FAP 5 AAAAC

LCL 2 A2 A
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FIGURA 1: Perfis de DNA cromossdmico de cepas de S. aureus digeridas
por enzima de restricGo Smal e seguida de eletroforese em campo
pulsatil {condigdes de corrida: 6volts/cm, tempo inicial: 5 segundos,
tempo final: 35 segundos, 13,5°C durante 22 horas em agarose 1%
em TBE 0,5%).

Canaleta 1: marcador de peso molecular (A Ladder, BioRad).

Canaletas 2, 3, 5 e 8: SARQ isolados de pacientes com SIDA; padrao

A. .

Canaleta 4: SARO isolado de paciente sem SIDA; padrao A:.
Canaleta 6: SARO isolado de paciente com SIDA; padrao A..
Canaleta 7: SARO isolado de-paciénté com SIDA; padrao B.
Canaleta 9: SARO isolado de paciente com SIDA; padrao C.

Canaleta 10: S. aureus sensivel a oxacilina, isolado de paciente sem

SIDA, internada na enfermaria de MI; padrao G.



44

FIGURA 2: Perfis de DNA cromossémico de cepas de S. aureus digeridas

por enzima de restrigdo Smal e seguida de eletroforese em campo
pulsatil {condig¢des de corrida: 6volts/cm, tempo inicial: 5 segundos,

tempo final: 35 segundos, 13,5°C durante 22 horas em agarose 1%

em TBE 0,5x).

Canaleta 1: marcador de peso molecular (A Ladder, BioRad).
Canaletas 2, 3 e 4: SARO isolado de paciente com SIDA; padrio A.
Canaleta 5: SARO isolado de paciente sem SIDA; padrio Aj.

Canaleta 6: SARQO isolado de paciente com SIDA; padrao D.

Canaleta 7: SARO isolado de paciente com SIDA; padrao E.

Canaleta 8: SARQO isolado de paciente sem SIDA internado na
enfermaria de Pneumologia; padrao A.

Canaleta 9: SARQ isolado de paciente sem SIDA internado na
enfermaria de Pneumologia; padrio 1.

Canaleta 10: S. aureus sensivel a oxacilina de origem comunitaria

isolado de paciente internada na enfermaria de pediatria, padrao H.
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FIGURA 3: Perfis de DNA cromossomico de cepas de S. aureus digeridas
por enzima de restricio Smal e seguida de corrida eletroforética em
campo pulsatil (condi¢bes de corrida: 6volts/cm, tempo irﬁ_cial: 5
segundos, tempo final: 35 segundos, 13,5°C durante 22 horas em
agarose 1% em TBE 0,5x).

Canaleta 1: marcador de peso molecular (A Ladder, BioRad).
Canaletas 2, 3 e 4: SARO isolado do paciente AFM; padrao A.
Canaleta 5: SARO isolado do paciente AFM; padrao B

Canaletas 6,7,8 € 9: SARO isolado do paciente FAP; padréao A.

Canaleta 10: SARO isolado do paciente FAP; padréo C.
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

O S. aureus &€ um importante agente de infecgdes hospitalares € cepas
resistentes aos antimicrobianos tém sido responsaveis por surfos e
endemias em muitos hospitais, motivando diversos estudos com o
objetivo de reduzir a sua disseminacao (BARON e cols., 1992; BOYCE,
1992; BOYCE, 1991b; CHAMBERS, 1991; DUCKWORTH, 1990; FAZAL ¢
cols., 1996; GOLDMANN e cols., 1996; GUIGUET e cols., 1990;
JERNIGAN e cols., 1996; LAYTON e cols., 1993; LAYTON, HIERHOLZER e
PATTERSON, 1995; MULLIGAN e cols., 1993; RICHET e cols., 1996;
ROSDAHL e KNUDSEN, 1991). Embora alguns servigos tenham relatado
situacdo de controle ou mesmo de decréscimo do SARO, este agente
ainda continua sendo objeto de atencéo e estudos (ADEYEMI-DORO e
cols., 1997; ROSDAHL e KNUDSEN, 1991; VANDENBROUCKE-GRAULS,

1996).

O reconhecimento de pacientes que apresentam fatores de risco para a
aquisicdo de germes resistentes pode indicar uma diretriz em relagao as
medidas de prevencdo e controle da disseminacdo destes agentes. A
importancia do S. aureus é particularmente acentuada no grupo de

pacientes portadores de infeccédo pelo HIV.

No grupo de pacientes com SIDA ¢ usual a condi¢cdo de portador nasal de
S. aureus, entretanto, os fatores que determinam tal tendéncia nao
foram, até o momento, precisamente definidos pelos pesquisadores

(RAVIGLIONE e cols., 1990; CRAVEN, 1996). ALONSO e cols. (1997)
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descreveram um surto de S. aureus resistente ao cotrimoxazol e a
oxacilina em uma unidade de pacientes infectados pelo HIV. Contudo, a
incidéncia de SARO especificamente nos pacientes com SIDA tem sido

pouco estudada até o momento.

A alta incidéncia de SARO observada no presente estudo nos pacientes
com SIDA acompanhados no Leito-Dia e enfermaria de MI pode ser
atribuida a diversos fatores: intrinsecos da doencga de base; relativos &
exposigao conrjﬁuada ao ambiente hospitalar, em conseqiiéncia da
doenca de base; relativos ao hospital em questio e, a associagao

complexa destes fatores.

Estas consideracdes demonstram a necessidade de maiores estudos
capazes de definir claramente quais os aspectos determinantes na
aquisicdo de cepas de SARO nestas unidades, a fim de direcionar
medidas de controle deste agente. Embora o estudo das infecgOes
causadas por SARO em pacientes infectados pelo HIV néo tenham sido o
objeto direto deste estudo, ressalta-se que o SARO € um importante
causador de infeccdes neste grupo de pacientes e a colonizagdo nasal
prévia & associada com infecgées por este agente (MULLIGAN e cols.,

1993: GOETZ e cols..1994; HIRSCHHORN, STEGER e CRAVEN, 1996).

A presenca de SARO em pacientes com SIDA internados no MI e que nao
estiveram em tratamento no LD, sugere que esta unidade tem a sua
propria epidemiologia de SARO e que esta n&o € exclusivamente ligada

aos pacientes oriundos do LD. Ha que se considerar, entretanto, que a
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internacao freqiiente de pacientes do LD na enfermaria de MI fornece um
intercambio persistente deste microrganismo entre as unidades, expondo
mais estes. pacientes que, colonizados, sfo potencialmente fontes de
infeccdo por SARQO. A unidade de LD pode nao ser o determinante
exclusivo da presenca do SARO no MI, mas deve contribuir de maneira

importante para a manuten¢do dos ntmeros de incidéncia deste agente

»

nesta unidade.

BOYCE (1992) considera os pacientes colonizados e infectados como
principal reservatério de SARO nos hospitais. Pacientes colonizados no
momento da readmissdo podem representar 20 a 30% de todos os casos
presentes num hospital num determinado periodo de tempo. Assim
torna-se importante conhecer quais sdo estes pacientes e o quanto

podem representar na epidemiologia hospitalar do SARO.

O SARQ esteve presente em maior niimero de SNF positivos do que o S.
aureus sensivel a oxacilina no periodo estudado. A manutencéo de
numeros semelhantes de SNF positivos para SARO ao longo dos dois
anos estudados indica a defini¢io de um problema persistente e de dificil
controle, levando-se em conta que as medidas preconizadas pela CCIH ja
se encontravam em vigéncia no periodo deste estudo. Estes dados
confirmam os de outros autores indicando qﬁé uma vez o SARO
altamente endémico torna-se dificil controlar a sua disseminacgédo (BOYCE
e cols., 1994). Estudos devem ser continuados no sentido de avahar
especificamente a contribuigdo das culturas rotineiras de vigilancia na

possivel redugdo do SARO nestas unidades nos anos subseqlientes. No



50

caso do LD, onde a vigildncia epidemiolégica das infecgbes hospitalares €
complexa em fungdo das caracteristicas de atendimento na unidade, a
pesquisa ftotineira de colonizacdo por SARO pode contribuir para
identificar os eventuais portadores deste germe e para a aplicagao das
medidas de controle.

Algumas medidas de controle, atualmente aplicaveis a pacientes agudos
internados, podem néo ser factiveis ou desejaveis no caso de pacientes
créonicos em régime semi-ambulatorial. A indicagcdo do uso da
mupirocina, por exemplo, requer avaliacdo da sua eficicia neste grupo de

pacientes (NEU, 1990).

Devido as caracteristicas peculiares do grupo de pacientes estudados,
nao foi possivel fazer o acompanhamento com coletas superiores a 3 SNF
em todos os pacientes e houve grande variacéo no tempo de seguimento
de cada paciente. No caso dos 18 pacientes que apresentaram isolado
Gnico de SAROQ, caso os mesmos pudessem ter sido acompanhados por
um periodo de tempo maior, estes episodios estariam situados nas
categorias de colonizagdo transitéria ou i)ersistente. Este fato poderia
modificar os dados obtidos neste trabalho em que nao houve diferenca
entre o ‘m'lmero de episédios de colonizacao transitoria e persistente.

A analise do namero de SNF coletado por paciente sugere que a4 medida
em que aumenta-se o numero de espécimens coletados ha consequente
aumento na detecgio do SARO. Como o tempo de internagdo € um fator

limitante para o seguimento dos pacientes no MI, foi possivel
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acompanhar apenas quatro pacientes com mais de 3 SNF nesta unidade
durante o periodo estudado. Mesmo assim uma analise comparativa
preliminar “identificou diferen¢ga na deteccao de SARQO entre as duas
unidades quando se consegue coletar mais de 3 SNF por paciente,
sugerindo que este seja o numero minimo de espécimens a serem
colhidos para estudo epidemiolégico de grupos de pacientes expostos a

colonizagédo por SARO.

A similaridade nos achados das categorias de colonizagéo transitéria e
persistente aponta para a necessidade de realizacdo de estudos sobre
esta aquisicédo diferenciada de SARQ por pacientes com a mesma deoenca

de base e expostos ao mesmo ambiente hospitalar.

O aparecimento de cepas de microrganismos resistentes  a
antimicrobianos é preocupante principalmente do ponto de vista
terapéutico. Desde que houve a emergéncia dos SARQO resistentes
simultaneamente a diversos outros antimicrobianos, a vancomicina tem
sido a droga de escolha e comumente o unico antibacteriano disponivel
para o tratamento das infec¢oes graves por SAROQ e outros agentes Gram-
positivos. Entretanto, ap6és mais de 30 anos do uso de vancomibina, a
resisténcia a este antimicrobiano tem sido relatada em isolados clinicos
de Staphylocoécus coagulase-negativo € enterococé, em cepas detectadas
no Japao e Estados Unidos (HIRAMATSU, 1997; HIRAMATSU e cols,,

1997; TABAQCHALI, 1997).
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Na década de 1980 foram identificadas cepas de Enterococcus sp
resistentes a vancomicina associadas com genes vanA ou vanb.
Pesquisas dvaliando a transferéncia experimental de genes vanA para S.
qureus sugerem a possibilidade da aquisi¢ao deste gene in vivo por este
organismo. No ano de 1996, no Japéao, foi detectada uma .cepa de S.
aureus com sensibilidade reduzida a VaI}comicina. Entretanto, ndo houve
deteccdo dos genes vanA ou vanB pelo método de PCR e o mecanismo
desta  susceptibilidade reduzida encontra-se em mmvestigacao
(HIRAMATSU, l‘j97; HIRAMATSU e cols., 1997). No ano de 1997, o CDC
publicou recomendagoes para a prevengdo € o controle das infecgoes
estafilococicas associadas a susceptibilidade reduzida a vancomicina
(CDC, 1997). Estes fenomenos enfatizam a importancia do conhecimento
da situacdo epidemiolégica das infecgoes € colonizacbes por SARO,
através da analise de incidéncia, fatores de risco, padrao de
susceptibilidade a antimicrobianos e padrao de transmissibilidade deste

agente.

Conforme ja observado por outros autores, a resisténcia a oxacilina vem
acompanhada da resisténcia para diversos outros antibiéticos (GUIGUET
e cols., 1990; BOYCE e cols, 1994 LAYTON, HIERHOLZER e

PATTERSON, 1995; LEE e cols., 1996; JORGENSEN e cols., 1996). Neste

trabalho observou-se grande namero de cepas de SARQ resistentes aos
antibi6ticos testados. Entre os aminoglicosideos, a netilmicina fol o que
apresentou melhor perfil de sensibilidade. No entanto, esta opgao
terapéutica € raramente considerada para o tratamento das infecgoes por

S. qureus. Diferente dos dados de JORGENSEN e cols. (1996) que
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Na década de 1980 foram identificadas cepas de Enterococcus sSp
resistentes a vancomicina associadas com genes vanA ou vanB.
Pesquisas avaliando a transferéncia experimental de genes vanA para S.
aureus sugerem a possibilidade da aquisicdo deste gene in vivo por este
organismo. No ano de 1996, no Japdo, foi detectada uma cepa de S.
aureus com sensibilidade reduzida a vancomicina. Entretanto, néo houve
deteccao dos genes vanA ou vanB pelo método de PCR e o mecanismo
desta susceptibilidade reduzida encontra-se e€m investigacao
(HIRAMATSU, 1997; HIRAMATSU e cols., 1997). No ano de 1997, o CDC
publicou recomendagoes para a prevencdo e o controle das infeccoes
estafilocécicas associadas & susceptibilidade reduzida a vancomicina
(CDC, 1997). Estes fenomenos enfatizam a importancia de conhecimento
da situacdo epidemiologica das infecgbes € colonizacbes por SARO,
através da analise de incidéncia, fatores de risco, padrdao de
susceptibilidade a antimicrobianos e padrio de transmissibilidade deste

agente.

Conforme ja observado por outros autores, a resisténcia a oxacilina vem
acompanhada da resisténcia para diversos outros antibiéticos (GUIGUET
e cols., 1990; BOYCE e cols., 1994; LAYTON, HIERHOLZER e
PATTERSON, 1995; LEE ¢ cols., 1996; JORGENSEN e cols., 1996). Neste
trabalho obseﬂrvou—se grande namero de cepas de SARQ resistentes aos
antibiéticos testados. Entre os aminoglicosideos, a netilmicina foi o que
apresentou melhor perfil de sensibilidade. No entanto, esta opgao
terapéutica € raramente considerada para o tratamento das infecgoes por

S. aqureus. Diferente dos dados de JORGENSEN e cols. (1996) que
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avaliacdo da eficacia de medidas de intervencdo para o controle de

endemias e surtos (HARTSTEIN e cols., 1995b.)

No presente estudo, a aquisi¢ao e transmissao nosocomial foi confirmada
pelo achado maci¢o de um mesmo perfil genémico. Esta transmissao
ocorreu tanto entre os pacientes de cada unidade indivigiualmente, como
entre as duas unidades. Os dados deste estudo sugerem a possibilidade
de que na enfermaria de MI os pacientes sem infec¢@o pelo HIV podem
ser igualmente c;olonizados por cepas hospitalares de SARO. No entanto,
seria necessario um maior namero de casos avaliados para se ter a real

dimensao deste problema nos pacientes HIV-negativos.

A mudangca no perfil genémico do SARO em trés pacientes com isolados
seqienciais indica a aquisicao de um novo clone. Entretanto, estes
individuos nao puderam ser seguidos posteriormente para avaliacao da
manutencio dos diferentes padrdes genotipicos. Dois dentre estes
pacientes apresentaram diferenca de aproximadamente 15 dias entre a
data da tiltima coleta onde foi identificada a cepa com padrao “A” e a data
da coleta da cepa onde foi identificado um padréo diferente. No caso do
terceiro paciente, com a cepa relacionada A2, a diferenca foi de apenas 6
dias (ANEXO 3). HARTSTEIN e cols. (1993a) utilizando PFGE analisaram
39 grupos d_e multiplos isolados bacterianos de mesmo paciente em
unidade de terapia intensiva € no caso do S. qureus foi observado
padroes gendmicos diferentes em isolados colhidos de um mesmo

paciente. MASLOW e cols. (1995) observaram que, na maioria dos

pacientes colonizados em que © SARO foi repetidamente identificado
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durante longos periodos de tempo, houve determinagao de diferentes
padroes gendémicos destas cepas obtidas. Em alguns casos ocorreu a
recorréncia do perfil gendmico inicial. Esse fato pode ser devido tanto a
recolonizacéo do paciente do paciente como a reemergéncia da primeira

cepa no panorama endémico hospitalar.

Uma vez que o mesmo perfil gendmico foi encontrado nas cepas
provenientes de pacientes do LD e MI pode-se considerar estes grupos de
pacientes como4reservatérios de SARO. Desta forma, as medidas de
vigildncia epidemiolégica para o controle de SARO necessitam ser

aplicadas nas duas unidades.

Pode-se tragar um paralelo entre os pacientes do LD, em tratamento
semi-ambulatorial, ¢ pacientes oriundos de clinicas de atendimento a
pacientes cronicos. Diversos autores tem referido a preocupacac com a
reintroducdo do SARO em unidades de tratamento agudo através da
admiss@o de pacientes cronicos atendidos nessas unidades com alta
prevaléncia deste germe (CEDERNA e cols, 1990, NICOLLE,
STRAUSBAUG e GARIBALDI, 1990; BOYCE, 1992; BOYCE e cols., 1994;
STRAUSBAUGH e cols., 1996). Nestes casos, alguns autores
recomendam a vigilincia bacteriolégica & admissao do paciente no
hospital, entre. outras medidas (CEDERNA e cols., 1990; BOYCE e cols.,

1994).

BOYCE e cols. {1994) consideraram que cada hospital deve estabelecer

sua propria estratégia de controle dos SARO baseada no conhecimento de
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sua epidemiologia, incluindo-se a prevaléncia dos SARO em outras
instituicées que encaminham pacientes para internagao nestes Servicos.
Estes aui;(;res recomendam cautela quanto as terapéuticas de
descontaminacio prévia & admissao em clinicas de atendimento a
pacientes cronicos, o que pode ser dispendioso, consumir tempo €
provocar efeitos adversos. Estes pacientes cronicos tém tendéncia menor
para desenvolver infecgao (5-15%} em comparac¢éo com pacientes agudos
hospitalizados {30-60%], porém podem agir como reservatorio de SARO.
STRAUSBAUGH e cols. {1996) ndo recomendam culturas previamente a
transferéncia de pacientes hospitalizados para unidades de cuidados
cronicos. Entretanto, recomendam a vigildncia rotineira de patogenos
resistentes a antimicrobianos através de revisao periddica de dados
microbidlogicos ‘objetivando o conhecimento do perfil de resisténcia
nestas unidades. Estas informagdes devem direcionar medidas de
controle e podem ser utilizadas com objetivos educacionais no estimulo a

prevencéo da transmisséo € a racionalizacdo do uso de antimicrobianos

pela equipe de satde.

Concluindo, os pacientes com SIDA avaliados neste estudo,
apresentaram alta incidéncia de SARO em colonizacao nasal. Nao houve
diferem;a entre o numero de episédios de colonizagao transitoria €
persistente. A predominéncia de um tunico padrao (“A”) detectado por
PFGE sugere maci¢a disseminacao intra-hospitalar deste agente. Esta
disseminacio também atingiu pacientes sem SIDA. Culturas rotineiras
de vigilancia na unidade de Leito-Dia podem ser um recurso valioso no

controle da disseminagdo deste agente na enfermaria de Molestias
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Infecciosas dada a freqiiéncia com que estes pacientes sdo admitidos

para internagéo nesta unidade.

Assim, considerando 0s resultados obtidos neste estudo € recomendavel
que medidas de controle aplicadas a enfermaria de MI considerem ©
envolvimento dos pacientes atendidos no LD como potencial reservatorio

de SARO.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo detectou alta incidéncia de SARO nos pacientes com
SIDA em tratamento no LD e na enfermaria de MI. A incidéncia de SARO

no periodo estudado foi maior do que a de S.aureus sensivel 4 oxacilina.

Foi observado o mesmo numero de episédios de colonizacdo nasal por

SARO nas categorias de colonizagdo transitéria e persistente.

No grupo de pacientes acompanhados houve diferen¢a na deteccio de
SARO quando foram colhidos mais do que trés swabs de narina anterior
por paciente, indicando que este seja o nimero minimo de coletas para

seguimento em trabalhos futures.

O perfil gendmico “A” foi predominante nos espécimens de SARO
analisados por PFGE independente da presenc¢a ou nio de infeccio pelo
HIV e da unidade de atendimento dos pacientes. A identificacdo do
mesmo perfil “A” entre as cepas de SARO das duas unidades sugere

transmissdo cruzada. °
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8. RESUMO

Q Staphylogocms aureus € um importante agente etioldgico de infecgbes
hospitalares. Cepas de S. aureus resistentes a oxacilina (SARO} tém sido
causadoras de surtos € endemias em hospitais, particularmente os de
médio e grande porte e nos universitarios. Diversas medidas de controle
sdo empregadas com o objetivo de reduzir a disseminacéo deste agente
dentro das unidafies de satide. Entretanto, uma vez o SARO estabelendo-
se como endémico, sua erradicacdo é bastante dificil. O emprego de
técnicas de discriminag¢do através da andlise do DNA de cepas
causadoras de infecgdes hospitalares ¢ um recurso valioso para
confirmar a eficAcia de medidas de controle de agentes de infecgdo

hospitalar.

O SARO foi introduzido no Hospital das Clinicas da UNICAMP em 1990,
tornando-se endémico em diversas unidades, entre elas, a enfermaria de
Moléstias Infecciosas (MI). A partir de 1993 foi aberta a unidade de Leito-
Dia (LD) para atendimento semi-ambulatorial de pacientes portadores de
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Estes pacientes com.
freqfiéncia sofrem reinternagdes na enfermaria de MI e por este motivo
guestionou-se a irﬁporténcia deste grupo de pacienteé na epidemiologia

de SARO no hospital.

Este estudo objetivou estudar a incidéncia de colonizacio nasal por
SARO nos pacientes com SIDA em tratamento na enfermaria de Ml e LD.

Foi analisado o perfil genémico de cepas de SARO responséaveis por
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colonizacdo e infecgio dos pacientes em tratamento nestas duas
unidades, utilizando-se a técnica de eletroforese de campo pulsatil -

“Pulsed-Field Gel Electrophoresis” (PFGE).

Na primeira etapa deste trabalho, foram coletados semanalmente swabs
de narina anterior {SNF) de 178 pacientes com SIDA no LD e MI de
dezembro de 1993 a dezembro de 1995. O periodo de seguimento variou
de 1 a 720 dias. no LD (média: 141,3 dias) e de 1 a 270 dias no MI
(média: 8,68 dias). Dentre os pacientes acompanhados, 62 (34,83%)

apresentaram pelo menos uma cultura positiva para SARO.

Foram colhidos 1.239 SNF (média: 7 SNF por paciente}, sendo estes:
1085 SNF negativos, 116 positivos para SARO e 38 positivos para S.
aureus sensivel a oxacilina. Foram observados 18 episodios de isolado
anico de SAROQ, nos casos de pacientes gue nao puderam ser seguidos
posteriormente. Observaram-se 27 episodios de colonizacdo transitéria e
27 episédios de colonizagédo persistente. Houve diferenca significativa na
deteccdo de SARO nos grupos de pacientes em foram colhidos mais que 3
SNF por paciente no LD e MI quando comparados com 0s grupos em que

foram colhidos 1 ou de 2 a 3 SNF por paciente.

Na segunda etapa, roram analisadas por PFGE 60 cepas de SARO
isoladas-de 33 pacientes com e sem SIDA, em tratamento no LD e MIL
Nestas cepas pode-se identificar 7 perfis gendmicos (A, A, Az, B,C,De

E). Detectou-se um perfil predominante “A” em 52 (86,66%) das cepas
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analisadas. Ndo houve diferenca significativa na presencga do perfil “A”

entre pacientes com ou sem SIDA.

£

Entre as cepas analisadas por PFGE algumas foram coletadas de um
-mesmo paciente, porém em datas diferentes. Em 11 casos, estes isolados
seqienciais apresentaram o mesmo perfil gendémico. Em trés casos houve

mudanca do perfil gendmico em isolados seqlienciais de pacientes.

Concluindo, ObSEI:VOH-SC alta incidéncia de SARO no grupo de pacientes
com SIDA acompanhados neste estudo. O predominio do perfil genomico
“A” no LD e MI indica transmissao cruzada nas duas unidades, sugerindo
que estes pacientes devem ser considerados potenciais portadores de

SARO.
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9. ABSTRACT

The Staphglococcus aureus is an important nosocomial pathogen.
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains has been
caused outbreaks and endemics at hospitals, mainly in university and
terciary care hospitals. Many control measures are used by health care
units to reduce MRSA spread. There is some difficult to eradicate MRSA
in hospitals where it has been endemic. Epidemiological surveillance of
nosocormial pathc;gens is frequently aided by the application of DNA
typing methods in order to determine the effectiveness of control

measures.

Since 1990, MRSA has become endemic in some wards at Hospital das
Clinicas of the UNICAMP. Among them there is the Infectious Diseases
(ID) ward. In 1993 a day care unit was created to care for AIDS patients.
This group of patients needs frequent hospitalization at ID ward and their

role in the MRSA epidemiclogy has been unclear.

The objective was to study the incidence of nasal colonization b}; MRSA in
AIDS patients in the AIDS day care unit and ID ward. It was performed a
chromosomal DNA analysis of MRSA colonization and infection strains in

both units, using Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE).

This study was carried out in two phases: first the AIDS patients were
followed from the AIDS day care unit and ID ward from December 1993

to December 1995. Swabs of anterior nares cultures (SN) were weekly
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obtained from these patients. 178 AIDS patients were followed and 62
(34, 83%) had at least one positive culture for MRSA. The average follow-
up in AIDS day care unit was 141,3 days (range: 1 - 720} and in the ID

ward was 8,68 days (range: 1 - 270}.

It was obtained 1239 SN (mean: 7 SN per patient): 1085 SN negative, 116
positive for MRSA and 38 positive for methicillin-sensitive S. aureus. It
was found 18 pgﬁents with a single positive culture without follow-up.
There were 27 transient colonization episodes and 27 persistent
colonization episodes. There was difference among the group of patients
in wich were collected more than three SN in LD and MI units comparing
with the two other groups that were collected 1 or from 2 to 3 SN per

- patient.

Sixty MRSA strains from 33 AIDS patients and non-AIDS patients cared
for in the day care unit and ID ward were typed by PFGE. It was found 7
different profiles (A, A}, A2, B, C, D e E). The profile “A” was found in 52
(86,66%) isolates typed. There was no statistical difference among AIDS

and non-AlDS patients with respect to this profile.

Some of the strains typed have been collected from the same patient in
different days. In 11 cases, these sequential isolates show the same

profile. In 3 cases, the sequential isolates changed their profile.

In conclusion, this study detected high MRSA incidence in AIDS patients.

The predominance of the profile “A” at the AIDS day care and ID units
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strongly suggest cross-colonization and these patients should be

considered potential MRSA carrier.
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doenca concomitante ou outra condi¢cdo que nao infeccdo pelo HIV que

justifique a ocorréncia.

Subgrupo C - doencgas infecciosas secundarias. Definidas como
diagnéstico de doenga infecciosa associada com infecgdo pelo HIV ou
moderadamente indicativas de defeitos da imunidade celular. Pacientes
deste grupo sao subdivididos em duas categorias.

Categoria C1 - inclui pacientes com doenca sintomatica ou invasiva por
uma das 12 doencas infecciosas secundarias especificas: pneumonia por
P. carinii, criptosporidiase cronica, toxoplasmose, estrongiloidiase
extraintestinal, isosporiase, candidiase (esofageana, bronquica ou
pulmonar), criptococcose, histoplasmose, infeccio por Mycobacterium
avium ou M. kansasti, infeccdo por citomegalovirus, herpes simples
disseminado ou ecrénico muco-cutidneo, leucoencefalopatia progressiva

multifocal.

Categoria C2 - inclui pacientes com doenga sintomatica ou invasiva
devido a uma de seis doencas infecciosas secundérias especificas:
leucoplasia oral pilosa, herpes zoster multidermatomal, bacteremia
recorrente por Salmonella spp., nocardiose, tuberculose, candidiase oral.
Subgrupo D - cancer secundério. Definido como diagnostico de um ou

mais tipos de cancer conhecidos por serem associados com infeccao pelo

HIV e no minimo moderadamente indicativo de defeito na imunidade
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celular: sarcoma de Kaposi, linfoma ndo Hodgkin e linfoma primario do

cérebro.

Subgrupo E - outras condigdes na infeccao pelo HIV. Definidas como a
presenga de outros achados clinicos ou doengas nao classificadas acima,
gue poderiam ser atribuidas a infecgao pelo HTLV-I[/LAV ou serem
indicativos de defeito da imunidade celular. Sao incluidos pacientes com
pneumonite intersticial linféide. Também sfo incluidos aqueles pacientes
cujos sinais ou sintomas puderem ser atribuidos tanto ao HIV ou a outra
doenca coexistente nao classificadas anteriormente e pacientes com
outras condicoes clinicas cuja evolugdo ou tratamento possa ser

complicado ou alteradoe pela infecgao pelo HIV.

Fonte: CDC, 1996.
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TABELA PADRAO PARA INTERPRETACAO DE HALOS DE INIBICAO

POR ANTIBACTERIANOS PARA Staphylococcus aureus

Teste Padrio Interpretativo
Antibacteriano Qualitativo dos Zonas de Inibigdo em mm
Discos
Zonas limites
em mim
S. aureus Resistente Intermediaria Sensivel
ATCC 25923

Amicacina 30 pg 20-26 <14 15-16 =17
Ampicilina 10 pg 27-25 <28 - > 29
Cefalotina 30 ug 27-37 £ 14 15-17 =18
Clindamicina 2 ug 24-30 <14 15-20 221
Cloranfenicol 30 pg 19-26 <12 13-17 =18
Sulfametoxazol 23,75 ug + 24-32 <10 11-15 > 16
trimetropin 5 pg = 25 ug

Eritromicina 15 pg 22-30 £13 14-22 =23
Gentamicina 10 pg 19-27 512 13-14 =15
Netilmicina 30 pg 22-31 <12 13-14 =15
Oxacilina 1 ug 18-24 <10 11-12 =13
Penicilina G 10 Ul 26-37 <28 - 229
Tetraciclina 30 ug 19-28 <14 15-18 > 19
Tobramicina 10 pg 19-29 <12 13-14 > 15
Vancomicina 30ug 15-19 <9 10-11 > 12

Fonte: NCCLS, 1994
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10.3. ANEXO 3
SOLUCOES UTILIZADAS PARA O ESTUDO MOLECULAR

Solucao Tampao EC

Solucio Estoque/Sal Volume/peso Concentracio final
1 M TRIS (SIGMA CHEMICAL 3ml . 6mM

CO, S. Louis, MO, USA)pH 7,5

5 mM NaCl {LABSYNTH, Sao 100 ml 1M
Paulo)
0,5M EDTA (GIBCO BRL, Life 10 ml 10mM

Technologies In. Galthersburg,

MD, USA)
Na deoxycholic acid (SIGMA) lg 0,2%
Polyoxyethylene 20 cetyl ether - 2,5G 0,5%

BRIJ 38 (SIGMA)
N- Lauroyl-Sarcosine (SIGMA) 2,5g 0,5%
Agua destilada Para 500 ml

Obs.: Misturar todos os componentes da formula e ajustar pH para 7,5

Gel de Agarose de baixo ponto de fusdo para blocos

Solucio Estoque/Sal Volume/peso . Concentracao final
Agarose Low Melt Preparative g ‘ 1%

Grade {BIORAD}
Tampéo EC 100 ml

Obs.: Diluir a agarose e aguecer até a sua completa dissolucao
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Solucdo de Lisostaphina

Solucdo Estoque/Sal Volume/peso  Concentracao final
Lisostaphina (SIGMA) 1800 U/mg 1000 U/ml
- proteina
Diluente TES 5 ml

Obs.: estocar em aliquotas de 0,5 ml e manter a -20°C

TES Diluente para Lisostaphina

Solucao Estoque Volume Concentracao final
TRIS (SIGMA) 1M pH 7,5 2,5ml 0,05M
EDTA (GIBCO)0,5M pH 8 0,5 ml 0,005M
S5mM NaCl (SYNTH) 1,5 mi 0,15M
Agua destilada 45,5 ml

Obs.: misturar todos os componentes da formula

Solucdo de Rnase

Solucio Estoque/Sal Volume/peso Concentracio final
RNAse (SIGMA) 50 mg 10 mg/ml
Diluente para RNAse 5 ml

Obs.: Aquecer a 100°C por 3 minutos, resfriar e estocar em aliquotas de
1 mla4°C

Diluente para Rnase

. Solucido Estoque Volume Concentracao final
TRIS (SIGMA} IM pH 7,5 - 0,1 ml 10mM
Solucao Salina ' 9,9 ml 15mM

Obs.: Misturar todos os componentes da formula
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Solucio ESP (para 10 amostras)

Solucdo Estoque Volume Concentracido final
EDTA (GIBCO)0,625M pH9,3 16 ml 0,4M
N-Lauroyl-Sarcosine (SIGMA) 5% 4 ml 1%
Proteinase K {(GIBC0)20 mg/ml 0,1 ml 0,1 mg/ml

Obs.: Misturar todos os componentes da formula

Proteinase K

Solucdo/Sal Volume/peso Concentracao final
Proteinase K (GIBCO) 200 mg 20 mg/ml
Agua destilada 100 ml

QObs.: estocar em aliquotas de 1 ml e manter & -20°C

TE de alta molaridade

Solucdo Estoque Volume Concentracio final
EDTA (GIBCO) 0,5M pH 7,5 S50 ml 0,1M
TRIS (SIGMA} 1 M pH 7,5 160 ml 0,1M
Agua destilada 350 mi

Obs.: Misturar todos os componentes da formula

Solucdo “Dummy no Salt”

Solucido Estoque Volume Concentracio final
TRIS (SIGMA) 1 M pHS8,0 5 ml 0.1M
MgCl12 (SIGMA} 1M 0,25 ml 0,005M
Agua destilada : . S00 ml

Obs.: misturar os componentes da formula e guardar a temperatura ambiente
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TE de baixa molaridade

Soluciao Estoque Volume Concentracdo final
EDTA (GIBCO) 0,5M pH 7,5 0,2 ml 1 mM
TRIS (SIGMA) 1 M pH 7,5 1 ml 10mM
Agua destilada 98,8 ml

Obs.: Misturar todos os componentes da f6rmula

Tampido TBE estoque ( 5 vezes concentrado)

Solucio Estoque/Sal Volume/peso Concentracio final
Trisma base (SIGMA) S4 g
Acido bérico (SYNTH) 27,5g
EDTA {GIBCO) 0,5M pH 8,0 10,0 mi
Agua destilada 1000 ml

Obs.: diluir o trisma base, o acido bérico, em agua destilada adicionar o
EDTA e estocar a temperatura ambiente



10.4. ANEXO 4

Cepas de SARO Utilizadas na Analise da Epidemiologia Molecular

Nome =0 ordemn  Numlabh  HIV  Unidade Espécimen Data de Padraoc

coleta PFGE
ACP 12 1910 sim LD SAN 14/05/95 A
ACP 26 327 sim LD CAT 12/05/95 A
ALJ 53 827B sim LD SOF 10/10/95 A
AFM 21 26 sim. LD SNF 04/09/95 A
AFM 51 8O6A sim LD SNF 28/12/95 A
AFM 20 257A sim LD SNF 29/01/95 A
AFM 30 412 sirm LD SNF 13/02/96 B
AMD 23 286 sim MI SNF 27/10/95 A
AAP 60 - 944B néo MI SNF 29/05/95 A
cMC 44 624C nao MI SNF 21/09/95 A
CNSR 56 918 nao MI SNF 17/05/95 A
EMF 47 720A sim LD SNF 31/12/95 A
EMF 7 1254 sim LD SNF 09/01/96 A
ERP 8 137A sim Ml CAT 06/11/95 A
FAP 28 340 sim LD SNF 06/11/95 A
FAP 9 1668 sim LD SNF 17/01/96 A
FAP 17 224A sim LD SNF 24/01/96 A
FAP 35 434A sim LD SNF 14/02/96 A
FAP 41 543 sim LD SNF 28/02/96 c
GXG 62 999A sim LD SEC 18/07/95 A
GXG 14 20334 sim LD BXP 21/07/95 A
HJL 24 297 nio MI SNF 30/10/95 A
s 33 432 sim LD SNF 14/02/96 A
s 39 519 sim LD SNF 27 102/96 A
IAMFP 38 S14B sim LD SNF 27/02/96 A
JRR 37 S12A nao MT SEC 11/12/95 A
JRR 36 450A SEC 02/02/96 A
JCB 13 20 sim LD SNF 04/09/95 A
JCFS 29 3994 nio MI SCA 29/11/95 A
JRC 49 782A sim LD SNF 2712795 A
JRE 57 92 sim LD SNF 12/09/95 A
JRE 15 22 sim LD SNF 04/09/95 A
JRE 58 931C sim LD SNF 22/05/95 A
JVR 43 5968 sim MI SNF . 06/03/96 D
JVN 61 947A sim LD SNF 30/05/95 A
JSP 3 101 -  sim LD SNF 12/09/95 A
LFV 31 418A nao MI SEC 31/01796 A
LCL 1 063A sim LD SEC 05/01/96 A
LCL 46 7i1A sim LD SEC 30/12/95 A2
MAA 22 260A sim LD SNF 23/10/95 A
MAS 55 877A nao M SEC 20/05/95 Al
MAS 54 870A nae - - Ml Lsl 20/05/95 Al
MAS 50 791A nao Ml LSl 11/05/95 Al
MCC 34 433B sim LD SNF 14/02/96 A
OJA 6 1213 sim LD SOF 01/08/95 A
OJA 42 586C sim LD SNF 18/11/95 A
OJA 18 244 sim LD AMi 23/01/96 A
OJA 19 2568 sim LD SNF 29/01/96 A
PG 16 2234 nio MI SEC 13/11/95 A
PG 25 303A nao MI SEC 17/08/95 A
PG 40 S31A nao MI SEC 09/02/96 A
PG 45 678 néo MI SNF 25/07 /95 A



ANEXO 4 {(continuacio)

Cepas de SARO Utilizadas na Andlise da Epidemiologia Molecular

Nome

" RAS
RAS
RAS
RAS
RJM
SMFA
vC
Ve

n° ordem

438
59
2
4
52
11
32
5

Numlah

7B2A
939
079A
107B
826D
1858b
428A
12101

HIV

sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim

Unidade

LD
LD
LD
LD

Espécimen

ABS
SNF
ABS
SEC
ANA
SAN
DRE
SOF

Data de
coleta
0e/10/95
23/05/95
06/01/96
08/01/96
10/10/95
10705765
29/08/95
Q1/08/95

Padrio
PFGE

el Ol e e

NumlLab: namero de laboratério; SAN: sangue; CAT: ponta de
cateter central; SOF: swab de orofaringe; SNF: swab nasal; SEC:
secrecao de pele; BXP: bidpsia de pele; SCA: swab de insergdo de
cateter central; LSI[: liquido sinovial; AMI: swab de amigdala; ABS:

abscesso; ANA: swab anal; DRE: swab de insercao de dreno

CEPAS DE S. aureus UTILIZADAS COMO CONTROLE DA TECNICA

Neome

AM
BMR
EML
GCRL
MSM

NumLab

1988b

21204
182E
608

31208

DE PFGE

HIV Oxacilina

Nao Resistente
ndao Resistente
Sensivel
Sensivel
nao Resistente

* origem nao hospitalar

Nao
a0

Unidade

EECLI
PNEUM
MOLIF
PEDIA
PNEUM

Espécimen

SET
SNF
SET
LCR*
SCA

Data de
coleta
06/10/96
12/09/96
10/01/95
08703797
05/10/96

Padrio
PFGE

— 0 e T

NumLab: ntmero de laboratério; SET: secrecao traqueal;, SNF:
swab nasal; LCR: liquor; SCA: swab de insercdo de cateter

central.



10.5. ANEXO S
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-

Antibiograma das Cepas — SARO
Tabela por Ordem de Namero de Laborat
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