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Resumo

Introducio: Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria colonizadora em portadores sdos,
nomeadamente, das fossas nasais anteriores, podendo, em determinadas condigdes,
desenvolver infegdes. Em Portugal, estudos sobre esta tematica, em instituicdes

universitarias, sdo escassos.

Metodologia: Realizou-se um estudo observacional transversal, em que as amostras
bioldgicas foram obtidas dos alunos do MICF. Os isolados bacterianos foram
identificados pelo teste da coagulase em tubo, API® Staph e PCR em tempo real (qQPCR).
Em relagdo aos S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), foram identificados pelos
seguintes testes: teste de screening em meio de oxacilina, teste de difusdo dos discos de
oxacilina e cefoxitina, meio de MRSA ID e qPCR. Adicionalmente, pesquisou-se o gene
lukS-lukF por qPCR e realizaram-se testes de suscetibilidade aos antimicrobianos. Os
resultados obtidos foram tratados com recurso aos programas /IBM SPSS v. 20,0 e Rotor

Genev. 6.1.93.

Resultados: Obteve-se uma amostra de 25 alunos portadores de S. aureus e, apenas, um
deles apresentava MRSA. Assim, estimou-se uma prevaléncia de colonizagao nasal por
S. aureus e MRSA de 24,04% (25/104) e 0,96% (1/104), respetivamente. Nenhuma das
estirpes apresentava o gene que codifica para a PVL. Verificou-se, ainda, que a maioria
dos isolados foram sensiveis a maioria dos antibioticos testados, tendo-se registado uma
elevada taxa de resisténcia a penicilina G (79,2%; n = 19) e uma taxa moderada a
gentamicina (20,8%; n = 5), eritromicina (20,8%; n = 5) e cotrimoxazol (16,7%; n = 4).
E de notar que se obtiveram 2 isolados bacterianos classificados como sendo

multirresistentes aos antibioticos.

Conclusio: Verificou-se que a prevaléncia de colonizagdo nasal, por S. aureus e MRSA,
na populagdo estudada, se encontra de acordo com os dados da literatura. Contudo, ¢ de
extrema importancia monitorizar este fendémeno, dada a possibilidade de disseminagdo
deste patogéneo em instituicdes de ensino, além do risco de desenvolver doenca no

portador sdo.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; MRSA; PVL; Colonizagdo nasal.






Abstract

Background: Staphylococcus aureus is a typical colonizer in healthy carriers, namely of
the anterior nares, and can develop infections in certain conditions. In Portugal,
information addressing this issue in universities is still not well known, due to the paucity

of studies.

Methods: A cross-sectional study was conducted and samples from anterior nares were
obtained from pharmacy students. The isolates were identified using coagulase test, API®
Staph and real-time PCR (qPCR). Methicillin resistant S. aureus (MRSA) isolates were
identified, as well, using Oxacilin screening agar, oxacilin and cefoxitin disk diffusion
assay, MRSA ID agar and qPCR. The presence of PVL gene was assessed by qPCR and
antimicrobial susceptibility testing was also performed. Results were analyzed using /BM

SPSS v. 20,0 and Rotor Gene v. 6.1.93.

Results: A sample of 25 S. aureus carriers were obtained and only one of them was a
MRSA. Therefore, the nasal carriage prevalence of S. aureus and MRSA were 24,04%
(25/104) and 0,96% (1/104), respectively. Additionally, none of the isolates presented the
PVL gene. Finally, low resistance was found for the majority of the antibiotics, with the
exception of penicillin G (79,2%; n = 19), gentamicin (20,8%; n = 5), erythromycin
(20,8%; n = 5) and co-trimoxazole (16,7%; n = 4). It is noteworthy that two bacterial

isolates were classified as multiresistant to antibiotics.

Conclusion: It was found that the prevalence of nasal colonization by S. aureus and
MRSA in our population is according to the literature. However, it is very important to
screen this phenomenon, due to the possibility of spread of this pathogen in educational

institutions, beyond the risk of developing disease in the healthy carrier.

Key-words: Staphylococcus aureus; MRSA; PVL; Nasal carriage.
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Capitulo 1 — Introdugdo

Capitulo 1 — Introducio

1.1. Staphylococcus aureus

1.1.1. Caracterizacao geral

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae e caracteriza-se pela sua
morfologia de cocos de Gram-positivo com, aproximadamente, 0,5um a 1,5 pm de
diametro (Santos, Leal, Ferreira, Rodrigues, & Castro, 2007). Sdo bactérias imoveis, ndo
esporuladas e, maioritariamente, ndo encapsuladas, podendo apresentar-se de diversas
formas: isoladas, aos pares, em cadeias curtas ou agrupadas em forma de cacho de uva
(Figura 1). Dentro deste género, existem 33 espécies, sendo que, apenas, 17 sdo isoladas
de amostras bioldgicas provenientes do organismo humano (Murray, Rosenthal & Pfaner,

2006; Santos et al., 2007).

Figura 1 - Observagdo ao microscopio otico da disposi¢do do S. aureus apos coloragdo de Gram

(retirado de Murray et al., 2006)

A espécie com maior significado clinico € o Staphylococcus aureus, sendo associado a
diversas infegdes no ser humano, sobretudo em ambiente hospitalar. Apesar disso,
atualmente, esta também a ganhar reconhecimento a nivel da comunidade. (Santos ef al.,
2007). Esta bactéria foi identificada pela primeira vez em 1880, por Sir Alexander Ogston,
como a principal causa de supuragdo de feridas cirtirgicas (Archer, 1998; Deurenberg et
al., 2007; Deurenberg & Stobberingh, 2008). Atualmente, as infecdes causadas por este

microrganismo variam desde infegdes limitadas a pele e tecidos moles até infegdes

sistémicas (e.g. osteomielite, endocardites e bacteriémias) (Gelatti & Becker, 2009).
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Colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus em estudantes universitarios: um problema?

Além disso, a severidade das infegdes mencionadas esta relacionada com o arsenal de
fatores de viruléncia que este microrganismo consegue produzir como, por exemplo,
proteases, enterotoxinas, toxinas pirogénicas, entre outros (Archer, 1998; Bartlett &

Hulten, 2010; Santos et al., 2007).

Em termos laboratoriais, o S. aureus cresce facilmente em meios simples, a um pH
proximo da neutralidade e a uma temperatura de incubagdo de 37°C. As coldnias
apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes e a cor pode variar entre tons de cinzento
e amarelo (Figura 2 - A) (Murray et al., 2006; Santos et al., 2007). Em 1884, Anton J.
Rosenbach conseguiu isolar este microrganismo, em meio de cultura solido, observando
a variacao de cores mencionadas anteriormente e designando-o, em latim, de aureus (que
significa dourado) (Gharibi, Mirzaei, Zakerhussaini, & Darabi, 2012). Quando isolado
em gelose de sangue de carneiro, as suas colonias surgem com um halo de hemolise a

volta, designando-se B-hemolise (Figura 2 — B) (Murray et al., 2006; Santos ef al., 2007).

Figura 2 - A: Colorag¢do amarela das colonias em gelose simples (Adaptado de Takeda, s.d.); B: p-
hemolise do S. aureus em gelose de sangue (Adaptado de Academy of Pediatrics, 2013)

Desde meados de 1940, com o surgimento de estirpes resistentes a penicilina, este
microrganismo tem dado provas de que a sua capacidade de adquirir novos mecanismos
de resisténcia € muito eficaz (Deurenberg et al., 2007; Deurenberg & Stobberingh, 2008;
Gelatti & Becker, 2009). Atualmente, cerca de 80% dos isolados de S. aureus sdo
resistentes a este antibidtico e tem-se tornado preocupante a emergéncia de estirpes
resistentes a meticilina (MRSA) e intermédios a vancomicina (VISA), tanto em ambiente

hospitalar como em ambulatdrio (Santos ef al., 2007).
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1.1.2. Colonizacao

O S. aureus ¢ uma bactéria com grande capacidade de resistir a ambientes hostis e, por
isso, dissemina-se facilmente (Santos et al., 2007). Um dos seus principais reservatorios
¢ o organismo humano, podendo colonizar diversas partes do corpo (Gelatti & Becker,
2009; Santos et al., 2007). O principal nicho deste patogéneo, no organismo humano, sao
as fossas nasais anteriores, seguindo-se a pele (regido perineal, vaginal, axilar, abdominal
€ maos) e, em menor extensao, o intestino e garganta (Figura 3) (Gordon & Lowy, 2008;

Wertheim et al., 2005).

Populagdo Geral Portadores de S. aureus nas fossas nasais

Pescogo 10%

Axila 8%
Pele regido
abdominal
Antebrago 15%  Antebrago
20% 45%

Mio
27%

Tomozelo 10% Tomozelo 10%

Figura 3 - Taxa de colonizagdo por S. aureus em diferentes locais do corpo em adultos (Adaptado de

Wertheim et al., 2005)

As maos assumem um papel crucial na transmissao deste microrganismo, estando a sua
colonizagao bastante correlacionada com a colonizagao das fossas nasais. Os mecanismos

que levam a colonizagdo nasal por S. aureus sao multifatoriais, ndo dependendo apenas
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do seu potencial para se alojar no local mencionado, mas também das caracteristicas do
hospedeiro. A idade, a condigdo socioecondmica, o tamanho do agregado familiar, a etnia,
0 sexo, a hospitalizagdo prévia, as atividades que provoquem lesdes cutineas e a
exposi¢do recente a antibioterapia sdo alguns exemplos de fatores que contribuem para

este fenomeno (Wertheim et al., 2005).

As secregdes nasais sdo constituidas por componentes que contribuem para a resposta
imunitaria inata do nosso organismo, incluindo as IgA e IgG, lisozima, lactoferrina e
péptidos antimicrobianos. Aquando da colonizagdo nasal, o S. aureus é capaz de causar
uma desregulagdo na resposta imunitaria do nosso organismo, escapando assim a sua
eliminagdo (Bien, Sokolova, & Bozko, 2011). Os estudos revelam que os portadores desta
bactéria costumam apresentar sinais inflamatorios (a-defensinas — HNP (Human
Neutrophil Peptide) 1,2 e 3 — e HBD (Human Beta-Defensin) 2), derivados da presenga
de acido lipoteicoico na parede celular da bactéria, estimulando, assim, a atividade e
mobiliza¢do dos neutréfilos (Gordon & Lowy, 2008; Wertheim et al., 2005). Além disso,
a maioria das estirpes deste microrganismo sdo resistentes aos péptidos produzidos pelo

nosso organismo (Wertheim et al., 2005).

Durante muitos anos associou-se a colonizagao nasal por Staphylococcus aureus ao seu
tropismo para a mucosa nasal, nomeadamente para as mucinas. Porém, estudos
posteriores verificaram que esta bactéria se multiplicava independentemente na regido do
perineo. Tanto o ultimo local, como o nariz, apresentam uma grande extensdo de
glandulas sudoriparas apdcrinas, colocando-se assim a hipdtese de este microrganismo

ser capaz de se multiplicar nestas estruturas da pele (Wertheim et al., 2005).

Normalmente, as pessoas colonizadas por S. aureus nao apresentam sintomatologia, ou
seja, ndo desenvolvem doenca, sendo por isso designados como portadores saos (Santos
et al., 2007). Em termos clinicos, este processo assume um importante papel na
disseminagdo da bactéria a outras zonas do corpo € mesmo a outras pessoas (Gorwitz et
al., 2008; Santos et al., 2007). A nivel hospitalar, a sua dissemina¢ao pode dar-se através
do proprio doente, familiar ou profissional de satde, sendo de extrema importancia
monitorizar, este Ultimo, por forma a evitar surtos de infecdes (Gorwitz et al., 2008;

Santos et al., 2007; Wertheim et al., 2005).

Estudos longitudinais tém verificado a existéncia de, pelo menos, trés padrdes de

colonizacdo em portadores sdos: colonizagdo persistente, colonizagdo intermitente e sem
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colonizacdo (Tabela 1) (Wertheim et al., 2005). Estima-se que cerca de 20% dos
individuos sejam portadores persistentes, 30% portadores intermitentes e 50% ndo
portadores desta bactéria (Ammerlaan, Kluytmans, Wertheim, Nouwen, & Bonten, 2009;
Gordon & Lowy, 2008; Wertheim et al., 2005). Muitas vezes, o desenho de estudo
implementado € transversal, ndo permitindo a correta distingdo entre os portadores sdos
persistentes e intermitentes, sendo bastante relevante este Ultimo facto, dado que os
primeiros apresentam maior inoculo e, por isso, maior risco de posterior infecdo. Além
disso, alguns estudos colocaram a hipdtese da colonizagdo persistente estar relacionada
com as glandulas sudoriparas apocrinas e a colonizagdo intermitente com a mucosa nasal

(mucinas) (Wertheim et al., 2005).

Tabela 1 - Principais diferengas entre os tipos de coloniza¢do (Adaptado de Wertheim et al., 2005)

Caracteristicas Colonizacdo persistente Colonizacdo intermitente Sem colonizacdo
Prevaléncia 20% 30% 50%
. Elevada quantidade de Quantidade dependente da
Quantidade de ] i ) ]
microrganismo no local colonizagao vs. ndo Sem indculo
inéculo ) )
colonizado colonizacao
Glandulas sudoriparas )
Local colonizado ) Mucosa nasal (mucinas) -
apoécrinas
Estirpe Sempre a mesma estirpe ao A estirpe colonizadora )
. ) Sem estirpe
colonizadora longo do tempo varia ao longo do tempo
Uma colheita de cada fossa ) Pelo menos sete
. . ) ) Pelo menos sete colheitas .
Diagnéstico nasal anterior e posterior colheitas de cada
) ) de cada fossa nasal para
laboratorial repeticdo do procedimento . fossa nasal para
andlise ]
ao fim de uma semana analise
o ) ) ) Sem risco de
Implicagoes Maior risco de infe¢do pela | Risco moderado de infe¢do | )
) ) ) ) infe¢do pela estirpe
clinicas estirpe colonizadora pela estirpe colonizadora

colonizadora

Em termos laboratoriais ndo existe um consenso relativamente ao nimero de amostras
que ¢ necessario colher para que se possa classificar os portadores consoante os padrdes
apresentados. Sabe-se, apenas, que se deve colher uma amostra de cada narina e que se
deve repetir o procedimento uma semana depois, para uma classificagdo mais precisa e
correta. Relativamente aos portadores intermitentes, Wertheim et al. (2005) ressalva a
necessidade de se colher, pelo menos, sete amostras para uma identificacdo precisa e

distin¢ao dos ndo portadores.
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A Figura 4 demonstra que ao longo dos anos a taxa de colonizagdo nasal tem vindo a
diminuir, estando este facto relacionado com as melhores condi¢des socioecondmicas e

de higiene e a diminuicao dos agregados familiares (Wertheim et al., 2005).

= 2 %8
[ 1

Percentagem de amostras positivas
|

10

0
1930 19‘:9 :9‘50 1960 1;‘70 19‘80 1990 3000 1010
Ano

Figura 4 - Variagdo da taxa de colonizag¢do nasal ao longo dos anos (Adaptado de Wertheim et al., 2005)

A colonizacao ¢ fundamental para a patogénese da infeg¢do causada pelo S. aureus e tem
uma importante contribuicao para a sua epidemiologia a nivel hospitalar (Ammerlaan et
al., 2009). Em 1931, Danbolt foi o primeiro investigador a demonstrar que existia uma
relacdo entre a colonizagdo nasal por S. aureus e as infegdes por ele causadas. Ao longo
dos anos, estudos que t€m sido realizados corroboram a descoberta feita pelo autor
mencionado, verificando-se, em muitos deles, que a estirpe que coloniza uma
determinada zona do organismo ¢ a mesma que se isola das amostras bioldgicas colhidas
(Wertheim et al., 2005). Porém, a relagdo entre a colonizagdo nasal e as suas implicagdes
na comunidade ainda ndo ¢ completamente conhecida. Torna-se, assim, importante
investir em estudos que analisem como se dd a introdugdo e disseminagdo deste
microrganismo na comunidade e quais os fatores que contribuem para tal (Miller et al.,

2009).
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1.1.3. Fatores de Viruléncia

O arsenal de fatores de viruléncia existentes no S. aureus € extenso e inclui elementos
estruturais e produtos de secrecdo (Figura 5). A producdo destes compostos ¢ regulada
por um gene acessorio, designado agr, e estd dependente do estadio em que se encontra

o processo infecioso (Gordon & Lowy, 2008).

Proteinas de Superficie Proteinas de Secregdo
(Fase de Cescimento Exponencial) (Fase Estaciondria)
Coagulase Enterotoxina B

Proteina A , TSST-1 o
3 Alfa-toxina Peptidoglicano  Cépsula
Proteina de v & 1 1
ligagdo a elastina

g ¥ ‘al Acido
Ribitolteicdico

g Soa . estacionania,
Proteina de ligagdo,
ao colagénio

Beta -
lactamases

) Fase de 5
\ crescimento Eept:lﬁos de i
: S exponencial | ga¢30 Cruza
Proteina de ligagdo . Ly nd ¥ s,
a fibronectina ) citoplasm:

Lipoteicoico

/

4

Fator de aglutinagdo

X . Tempo

——

Dominio de fixagioa RepetigSes Dominio de ligaio
parede celular com o ligando

Figura 5 - Exemplos de fatores de viruléncia do S. aureus (Adaptado de Gordon & Lowy, 2008)

Durante a colonizacdo, o S. aureus produz compostos proteicos da superficie celular,
designados por Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
(MSCRAMM), sendo responsaveis pela sua aderéncia as células ou eventuais materiais
prostéticos existentes no hospedeiro. As proteinas de ligagdo ao colagénio, fibronectina e
elastina sdo exemplos d¢ MSCRAMM e tém merecido um reconhecimento crescente na

iniciacdo de infegdes vasculares, do osso e articulacdes e de dispositivos prostéticos

(Gordon & Lowy, 2008).

Este microrganismo ¢ capaz de resistir a resposta imunitaria do hospedeiro, através dos

seguintes mecanismos:

e Promocdo da opsonizacdo do complemento: através de um dos

MSCRAMM, a proteina A, que se liga a por¢ao Fc das imunoglobulinas;
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e Neutralizacdo da fagocitose: através da microcapsula que envolve a

bactéria (a maioria dos isolados clinicos apresenta microcapsulas do tipo
5e8);

e Inibicdo da resposta humoral e celular: através da secrecao de proteinas

inibidoras da quimiotaxia e/ou proteinas de aderéncia extracelular, que
interferem com a extravasdo e quimiotaxia dos neutréfilos para o local de
infecao

e Formacdo de biofilmes ou Small-Colony Variants (SCV): estas estruturas

baseiam-se na associagdo de varias colonias numa matriz de
polissacaridos, conferindo protegdo e resisténcia a antibioterapia (Archer,
1998; Bartlett & Hulten, 2010; Bien et al., 2011; Gordon & Lowy, 2008;
Santos et al., 2007).

Aquando da infegdo, esta bactéria é capaz de produzir enzimas e toxinas responsaveis
pela invasdo e destrui¢ao dos tecidos do hospedeiro e pela sua posterior disseminacao
para outros locais do organismo (Bien et al., 2011). A Tabela 2 resume algumas das

enzimas e toxinas com maior importancia clinica.

Tabela 2 - Exemplos de enzimas ¢ toxinas produzidas pelo S. aureus (Adaptado de Murray et al., 2006)

Classe Designacio

Proteases
Lipases
Elastases
Hialuronidase
Enzimas
Coagulase
B — Lactamase

Catalase

DNAse

o — toxina ou o — hemolisina
B — toxina ou 3 — hemolisina
6 — toxina ou & — hemolisina
v — toxina ou y - hemolisina

PVL

Toxinas

Exfoliatina
TSST -1
Enterotoxinas (A, B, C, D e E)
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No presente trabalho dar-se-4 énfase a um fator de viruléncia, em especial, a Panton-
Valentine Leukocidin (PVL). Esta toxina foi, inicialmente, designada Substance
Leukocidine por Van deVelde, em 1894, dada a sua capacidade de lisar os leucécitos. Em
1932, Panton e Valentine foram os primeiros investigadores a descobrir a associagdo
existente entre as infegdes da pele e tecidos moles e a presenca da exotoxina PVL nos
isolados clinicos. A presenca deste componente, no S. aureus, verificou-se primariamente
nos isolados sensiveis a meticilina e, mais recentemente, nos isolados resistentes a esse
antibidtico, demonstrando, por isso, que a descoberta deste fator de viruléncia remonta a
uma época em que os MRSA, ainda, ndo constituiam um verdadeiro problema (Boyle-

Vavra & Daum, 2007).

Em termos genéticos, o gene lukS-lukF localiza-se no profago ®Sa2 e ¢ transmitido por
via horizontal. Estruturalmente, ¢ composta por dois componentes (LukS-PV e LukF-
PV), que se associam formando um poro, € tem um elevado tropismo para as membranas
celulares dos leucdcitos polimorfonucleares (e.g. neutréfilos, basofilos e eosinéfilos).
Ambos sdo secretados isoladamente e o primeiro a ligar-se a membrana dessas células ¢
o LukS-PV, apesar do seu recetor ser ainda desconhecido. Este fenomeno favorece a
ativacdo de uma proteina quinase (A ou C) no hospedeiro, havendo, deste modo, a
fosforilacdo deste componente, seguido da indu¢do dos canais de calcio. Assim, gera-se
uma cascata de reacdes que irdo promover a producdo de interleucinas e outros
mediadores da inflamacdo. O componente LukF-PV ¢, posteriormente, libertado e
intercala-se com o LukS-PV, formando dimeros que se associam e originam um
heptamero. Estando o poro formado, ocorre a libertacdo das interleucinas e outros
mediadores da inflamagdo, que irdo promover a lise das células. O tipo de dano na célula
afetada esta dependente da concentragdo de toxina que ¢ libertada. Em concentragdes
elevadas (na ordem dos 200 nM), ocorre citdlise, ao passo que em concentragdes mais
baixas (na ordem dos 5 nM), ocorre apoptose envolvendo, neste caso, a membrana da
mitocondria. Contudo, o seu efeito direto a nivel da necrose ainda ndo estd completamente
esclarecido (Figura 6). E, ainda, importante salientar que esta toxina, ao contrario de

muitas outras produzidas por este microrganismo, ndo ¢ hemolitica (Abimanyu et al.,
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2013; Berktold et al., 2012; Boyle-Vavra & Daum, 2007; Chambers & Deleo, 2010;
David & Daum, 2010; Jahamy et al., 2008; Lo & Wang, 2011; Otto, 2013).
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Figura 6 - Mecanismo de agdo da toxina PVL (Adaptado de Boyle-Vavra & Daum, 2007)

1.1.4.Infecoes ou Sindromes causados por S. aureus

As infe¢des causadas pelo S. aureus podem ser mediadas pela produgao de toxinas ou
pela invasdo direta e destrui¢do dos tecidos (Archer, 1998; Murray et al., 2006). As
manifestagdes clinicas de algumas infe¢des ou sindromes sdo causadas exclusivamente
pela atividade das toxinas (e.g. sindrome da pele escaldada, intoxicacdo alimentar
estafilocécica e sindrome do choque tdéxico), enquanto outras sdo consequéncia da
proliferacdo do microrganismo, dando lugar a formagdo de abcessos e a destruicdo
tecidular (e.g. infe¢Oes cutdneas, endocardites, pneumonia, empiema, osteomielite e
artrite séptica). Além disso, esta bactéria tem também o potencial de causar infe¢des em

dispositivos prostéticos e infe¢des a partir de cateteres (Murray et al., 2006).

Nesta sec¢do serdo apresentadas as infecdes e/ou sindromes mais comuns causados por

este microrganismo, sendo subdividas em:

a) Infegdes mediadas por toxinas:

30



Capitulo 1 - Introducdo

Sindrome da Pele Escaldada: foi pela primeira vez descrita em 1878, por Gottfried
Ritter von Rittershain, designando-se também por doenca de Ritter. Caracteriza-se pela
descamagdo disseminada do epitélio em lactentes, havendo a formagdo de bolhas isentas

de microrganismos e/ou leucocitos (Smith & Sandall, 2012).

Intoxicacdo Alimentar: ¢ provocada pela ingestdo de alimentos contaminados com
toxinas termoestaveis (vulgarmente designadas enterotoxinas), provocando voOmitos
intensos, diarreia ¢ colicas. A resolugdao dos sintomas ocorre em cerca de 24 horas

(Argudin, Mendoza, & Rodicio, 2010).

Sindrome do Choque Toxico: ¢ provocado pela TSST-1 e caracteriza-se pela faléncia
multiorganica, iniciando-se com um pico febril, hipotensdo e exantemas
maculoeritematosos. A mortalidade associada a esta sindrome ¢ elevada, caso o doente
ndo seja tratado de imediato com antibioterapia e caso ndo seja eliminado o foco de

infe¢do (Lappin & Ferguson, 2009).

b) Infecdes supurativas:

Impetigo: ¢ uma infe¢do cutanea localizada que se caracteriza pela presenca de vesiculas

contendo pus, sobre uma base eritematosa (Cole & Gazewood, 2007).

Foliculites: ¢ uma infe¢do superficial do foliculo piloso que pode ocorrer em qualquer

zona da pele, sendo comum em zonas mais oleosas (Hsu & Hsu, 2012).

Furinculos e Carbunculos: os furinculos caracterizam-se pela presenga de nodulos
contendo pus e sdo, geralmente, dolorosos. Os carbunculos resultam da unido de
furtinculos e atingem geralmente o tecido subcutaneo, podendo causar uma infe¢ao

sistémica (febre, calafrios e bacteriémia) (Hsu & Hsu, 2012).

Bacteriémia e endocardites: a bacteriémia caracteriza-se pela presenca de bactérias na
corrente sanguinea, a partir de um foco infecioso, e posterior disseminagdo para outros
orgdos. A endocardite resulta de danos no revestimento endotelial do coragdo (Gould et

al.,2012; van Hal et al., 2012).

Pneumonia e Empiema: a pneumonia ¢ uma doenga pulmonar inflamatéria que pode ter
origem bacteriana, havendo consolidacao dos espagos aéreos presentes nos alvéolos. Em
10% dos casos de pneumonia bacteriana, pode estar associado empiema, que se

caracteriza pela formagdo de abcessos em cavidades naturais. Observa-se em individuos
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jovens, idosos e em doentes que tenham uma patologia respiratéria de base (seja ela

recente ou ndo) (Murray et al., 2006).

Osteomielite: caracteriza-se pela destruigdo dos o0ssos (apdés colonizacdo e
desenvolvimento de resposta inflamatoria), sobretudo a zona metafisaria dos ossos longos

(Johansen & Jensen, 2013).

Artrite séptica: caracteriza-se por eritema e dor na articulagdo com acumulagdo de

material purulento no espaco articular (Mathews & Coakley, 2008).

¢) Outras infegdes:

Infecoes de feridas: caracteriza-se pela presenca de eritema e acumulacdo de pus

(abcessos) no local de uma ferida traumatica ou cirurgica (Santos et al., 2007).

Infecdes de cateteres: caracteriza-se pela resposta inflamatoria cronica do organismo a
presenca da bactéria e possivel entrada do mesmo pelo dispositivo médico, originando

uma bacteriémia (Santos et al., 2007).

Infecdes de proteses: caracteriza-se pela infe¢do cronica associada a dor e limitando a
mobilidade do local afetado. Ocorre como consequéncia da colonizagdo do material que

compde o dispositivo (Murray et al., 2006).

1.2. Historia da emergéncia de resisténcias do S. aureus aos antibioticos

1.2.1. Resisténcia a Penicilina

Antes da era pré-antibidtica, as infe¢des causadas pelo S. aureus, especialmente a
bacteriémia, eram mortais em 80% dos casos (Lowy, 2003). Em 1940, com a introdu¢do
do antibidtico penicilina, o prognostico dos doentes com infe¢des estafilococicas
melhorou substancialmente, diminuindo assim a mortalidade associada. Porém, a partir
de 1942, comecaram a surgir estirpes de S. aureus resistentes a penicilina, produzindo
uma enzima designada penicilinase. Este fator de resisténcia foi introduzido no genoma
deste microrganismo através de um plasmideo que contém outros genes de resisténcia aos
antimicrobianos, e as primeiras estirpes surgiram a nivel hospitalar com posterior
disseminagdo a comunidade (Deurenberg et al., 2007; Deurenberg & Stobberingh, 2008;
Dumitrescu et al., 2010)

O gene responsavel pela codificacdo das B-lactamases designa-se por blaZ e ¢ regulado

por dois genes: blaR1 (antirepressor) € blal (repressor). Quando exposta aos antibidticos
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B-lactamicos, o gene blaZ e os genes acessorios sdo ativados, permitindo a codificagdo
das enzimas mencionadas que irdo promover a hidrolise do anel B-lactamico. Os genes
blaR1 e blal codificam as proteinas BlaR1 e Blal, sendo a primeira uma proteina
transmembranar que se autocliva, produzindo um fragmento que ird inibir a atividade da

proteina repressora Blal (Figura 7) (Lowy, 2003).
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Figura 7 - Mecanismo de agdo e de regulagdo da sintese de p-Lactamases (Adaptado de Lowy, 2003)

1.2.2.Resisténcia a Meticilina

O antibidtico meticilina foi introduzido, pela primeira vez, no mercado em 1959 e tem
como mecanismo de acdo a inibi¢ao da sintese da parede celular bacteriana. Esta molécula
surgiu como resposta a elevada taxa de produgdo de B-lactamases, pelo S. aureus, visto
que ¢ resistente a acdo dessas enzimas. Porém, em 1961, registou-se o surgimento da
primeira estirpe de S. aureus resistente a esse antibiotico, tendo sido isolada num hospital
britanico (Enright ef al., 2002; Gordon & Lowy, 2008). Assim, durante os anos 70, as
estirpes resistentes a meticilina disseminaram-se para diversos paises do Mundo (e.g.
Australia, Japdo e EUA) e eram sobretudo isoladas em ambiente hospitalar, sendo, por
isso, designadas como MRSA adquiridos a nivel hospitalar (HA-MRSA). Contudo, desde
1998, estes patogénios tém-se tornado um problema emergente em ambulatorio,
designando-se como MRSA adquiridos na comunidade (CA-MRSA) (Berktold et al.,
2012; Deurenberg & Stobberingh, 2008; Gordon & Lowy, 2008)
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As proteinas de ligacdo as penicilinas (PBP) s3o essenciais a formagao do peptidoglicano
(composto necessario a formagdo da parede celular da bactéria) e tém uma elevada
afinidade para os antibioticos PB-lactdmicos, sendo estes ultimos responsaveis pela
inibi¢do da sua atividade (Spratt, 2012). O gene responsavel pela resisténcia a meticilina
designa-se mecA e consiste num fragmento de DNA com 2.1 kb, que codifica para a
proteina de ligacao as penicilinas 2a (PBP2a) com 78 kDa. Este gene encontra-se num
elemento movel designado por Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) e €
regulado pelo repressor Mecl e pelo transdutor transmembranar de sinal de B-lactamicos,
MecRI. Assim, na presenca de antibioticos [-lactamicos, MecRI ¢ clivado
autocataliticamente ¢ o dominio metalo-protease, que se encontra localizado no
citoplasma, ¢ ativado. Este dominio ¢ capaz de clivar a proteina repressora (Mecl) e,
assim, o operador fica livre para que ocorra a transcricdo do gene mecA e,
consequentemente, a codificagdo da PBP2a. Esta proteina apresenta uma baixa afinidade
de ligacdo aos antibidticos referidos e, por isso, estas estirpes sdo resistentes a todos os
antibioticos P-lactamicos, incluindo a classe das cefalosporinas (Figura 8) (David &
Daum, 2010; Deurenberg et al., 2007; Deurenberg & Stobberingh, 2008; Dumitrescu et
al., 2010; Fuda et al., 2004; Gordon & Lowy, 2008).

genes ccr Classe B do mec

} d
1 1

CCrA cerB 1S1272 mecR1 mecA 1S431 mec  orfx
N N Vé | P4

Regiao

PBP-2 Normal PBP-2a Alterada

Figura 8 - Mecanismo de a¢do da PBP2a (Adaptado de Rybak & LaPlante, 2005)
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Ao longo dos anos, inimeros estudos tém sido realizados para se tentar perceber como
terd o S. aureus adquirido este mecanismo de resisténcia a meticilina. Uma das hipoteses
estabelecidas baseia-se na transferéncia horizontal da unidade mével SCCmec a partir de
uma espécie diferente, nomeadamente, a partir do Staphylococcus sciuri. Estudos
demonstraram que a sequéncia de aminoacidos da PBP presente nessa espécie era 87,8%
idéntica a PBP2a presente nos MRSA (Deurenberg et al., 2007; Deurenberg &
Stobberingh, 2008).

1.2.3. Resisténcia a Vancomicina

A vancomicina ¢ um antibidtico pertencente a classe dos Glicopéptidos e o seu
mecanismo de acdo consiste na inibi¢ao da sintese da parede celular bacteriana, através
da sua atividade inibitdéria ao nivel do peptidoglicano (Holmes, Johnson, & Howden,
2012; Howden, Davies, Johnson, Stinear, & Grayson, 2010). Esta molécula foi, pela
primeira vez, introduzida no mercado em 1958, tendo-se registado o primeiro isolado
resistente a este antibiotico em 1997, no Japao (Howden et al., 2010; Kobayashi, Musser,

& Deleo, 2012).

Os primeiros isolados bacterianos com suscetibilidade alterada foram classificados como
S. aureus intermédios a vancomicina heterogéneos (hVISA), ou seja, fenotipicamente sdo
sensiveis ao antibidtico em causa, mas existe uma subpopulacdo que ¢ intermédia.
Estudos sugerem que estes isolados bacterianos surgiram como resultado de uma série de
mutagdes que ocorreram no seu genoma ao nivel, por exemplo, dos genes vraRS e graRs,
sendo estes essenciais a regulacdo do metabolismo da parede celular. A partir dos hVISA
surgiram os VISA, sendo homogénea a suscetibilidade intermédia ao antibidtico nestas
estirpes (Howden et al., 2010). As alteragdes genéticas ao nivel destas bactérias promove
uma maior producao de peptidoglicano com uma quantidade significativa de residuos de
D-Ala-D-Ala e uma estrutura também diferente, com menor nimero de ligagdes cruzadas
ao nivel do peptidoglicano e, consequentemente, mais desorganizada. Assim, quando em
contato com a vancomicina, estes residuos de D-Ala-D-Ala ligam-se ao seu centro ativo,
impedindo que o antibidtico atinja o seu local de acdo — percursores da sintese de parede

celular contendo residuos de D-Ala-D-Ala (Figura 9) (Lowy, 2003).
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Figura 9 - Mecanismo de resisténcia de estipes VISA (Adaptado de Lowy, 2003)

A emergéncia crescente de MRSA, tanto a nivel hospitalar como em ambulatorio, foi um
fator crucial no desenvolvimento de resisténcias a vancomicina, dado que este antibidtico
¢ utilizado no tratamento da maioria das infegdes causadas por este patogéneo (Bal et al.,
2013). Apesar disso, a resisténcia demonstrada por esta espécie ¢ ainda muito reduzida,
comparativamente a resisténcia observada nos Enterococcus ¢ ECN. Dai ainda ndo se
terem isolado muitas estirpes de VRSA (Srinivasan, Dick, & Perl, 2002). Contudo, foi
isolado, em 2013, o primeiro isolado de VRSA na Europa, nomeadamente, em Portugal

(Melo-Cristino, Resina, Manuel, Lito, & Ramirez, 2013).

O gene responsavel por esta resisténcia designa-se vanA e encontra-se no elemento
genético movel Tn 1546, que ¢ transferido do género Enterococcus para a espécie S.

aureus por transconjugacao (Howden ef al., 2010).
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1.3. S. aureus Resistentes a Meticilina (MRSA)
1.3.1. Classificacao

Os termos HA-MRSA e CA-MRSA tém sido utilizados para definir as diferengas
genotipicas existentes entre os isolados de MRSA, bem como as diferencas relativamente
a epidemiologia e clinica das infe¢des que causam. Assim, para classificar de forma

precisa estas estirpes, os estudos baseiam-se:

a) No local onde a infecdo por MRSA foi adquirida (Hospital Vs. Ambulatorio);

b) Naexposigdo vs. ndo exposi¢ao a unidades de cuidados de saude (e.g. Hospitais
e Centros de Saude);

c) Em fatores de risco que predispdem para a aquisicdo de MRSA;

d) Nas caracteristicas genéticas e suscetibilidade aos antimicrobianos;

e) Na infecdo ou sindrome desenvolvida pelo doente (David & Daum, 2010).

Os HA-MRSA sao definidos como estirpes causadoras de infecdo que ocorre passadas 48
horas de hospitalizacdo ou que ocorram fora do setting hospitalar, num periodo de 12
meses, apos exposi¢ao a unidades de prestacdo de cuidados de satde (Anderson, 2013).
Histoéria de hospitalizagdo nos tltimos 12 meses, cirurgia recente, hemodialise, residéncia
a longo-termo em unidades de cuidados continuados, presenca de dispositivos médicos
(e.g. cateteres, dispositivos percutaneos) no momento da cultura, isolados prévios de
MRSA e terap€utica antibiotica prolongada sdao alguns dos fatores de risco que
predispdem a infe¢cdes por HA-MRSA (Anderson, 2013; David & Daum, 2010; Huang et
al., 2006; Witte, 2009; Yamamoto et al., 2010).

Em 2000, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) definiu o termo CA-
MRSA como qualquer estirpe que cause infe¢cdo na comunidade ou nas primeiras 48 horas
apos hospitalizagdo, sem ter associados quaisquer fatores de risco descritos previamente
(David & Daum, 2010). Contudo, esta definicdo foi alterada, havendo a exclusdo do
isolado prévio de MRSA como um fator de risco para HA-MRSA e definindo-se, assim,
0 CA-MRSA como qualquer estirpe que cause infe¢do tanto na comunidade como a nivel
hospitalar, sendo o isolado de MRSA obtido nas primeiras 48 horas apds hospitalizacdo

(Anderson, 2013; David & Daum, 2010; Witte, 2009).

Com o passar dos anos, tem-se verificado uma emergente disseminagdo de estirpes de
HA-MRSA na comunidade e de CA-MRSA a nivel hospitalar, tornando-se, por vezes,

dificil a sua distingdao. Este fendémeno resultou da possibilidade dos individuos serem
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colonizados num dos settings e desenvolverem a infecao noutro (Anderson, 2013; David
& Daum, 2010; Huang et al., 2006; Witte, 2009; Yamamoto et al., 2010). A Figura 10
resume a classificacdo de MRSA em HA-MRSA ¢ CA-MRSA.

MRSA

N\

MRSA Hospitalar MRSA na Comunidade
(HA-MRSA) (CA-MRSA)

7O\

MRSA Hospitalar na comunidade MRSA adquirido na comunidade

(presentes os fatores de risco) (sem fatores de risco presentes)

v Longo periodo de hospitalizacio

v Intermanento em UCI

v Terapéutica antibidtica prolongada
v Intervencdes cirirgicas

v Contato préximo com
portadores sdos de MESA

Figura 10 - Classificagdo dos MRSA (Adaptado de Witte, 2009)

1.3.2.Epidemiologia

Nas ultimas décadas, as taxas de MRSA tém vindo a aumentar por todo o mundo (Stefani
etal.,2012). Assim, torna-se importante conhecer quais as caracteristicas genéticas que
as estirpes existentes atualmente apresentam e qual a sua suscetibilidade aos antibidticos
para que se possa fazer a correta distingdo entre uma estirpe de HA-MRSA e CA-MRSA
(David & Daum, 2010).

1.3.2.1. Métodos de Tipagem para S. aureus

De forma a conhecer a epidemiologia e a desenvolver estratégias que permitam conter a
disseminagdo das diversas estirpes, desenvolveram-se métodos moleculares de tipagem.
Estes métodos incluem: pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), multilocus sequence
typing (MLST), spa typing e SCCmec typing (Deurenberg & Stobberingh, 2008). A

Tabela 3 resume os alvos genéticos e as principais caracteristicas dos métodos referidos.
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Tabela 3 - Testes de tipagem utilizados para S. aureus (Adaptado de Stefani et al., 2012)

Testes de tipagem Alvo genético Caracteristicas

Permite estudar tanto a evolugao
Polimorfismo na regido variavel )
Spa sequence typing molecular da bactéria como os
X do gene spa
surtos hospitalares de MRSA

M¢étodo muito utilizado para
Nucleo da populagdo genética
Multilocus sequence typing estudar a evolugdo molecular do
(7 genes housekeeping)
S. aureus

Permite a distingdo, a nivel

SCCmec typing Elementos genéticos moveis molecular, entre HA-MRSA e
CA-MRSA
Elevado poder discriminatodrio;
Restri¢cdo de polimorfismos no ¢ o método standard para
PFGE
cromossoma estudar os surtos de MRSA nos
hospitais

1.3.2.2. Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec)

Como ja referido na sec¢do 1.2.2., o gene responsavel pela resisténcia a meticilina
(mecA), encontra-se numa unidade genética moével designada SCCmec. Esta estrutura é
constituida, essencialmente, por duas regides: o complexo mec e o complexo de genes
codificadores de recombinases (ccr) (Deurenberg et al., 2007; Deurenberg &
Stobberingh, 2008; Dumitrescu et al., 2010). Este ultimo complexo, contém um par de
genes, ccrA e ccrB, existindo até a data quatro formas alélicas (ccrAB1-4) e uma quinta
exclusiva dos SCCmec V e VII, designado ccrC. E esta unidade a responsavel pela
mobilidade do SCCmec, visto ser nesta regido que ocorrem fenémenos de integragdo e
excisdo da cassete (Dumitrescu ef al., 2010). Para além destas duas regides, existe, ainda,
uma terceira que comporta os elementos ditos acessorios como, por exemplo, as
sequéncias de insercao, dos transposodes ou as copias de plasmideos contendo genes de
resisténcia ndo s6 aos [P-lactdmicos, mas também a outras classes de antibidticos

(Deurenberg et al., 2007; Deurenberg & Stobberingh, 2008; Dumitrescu ef al., 2010).

Existem oito tipos de SCCmec (I — VIII), cujo tamanho pode variar desde 20 a 66 kb
(Dumitrescu et al., 2010). Apesar disso, novas cassetes t€ém emergido com o passar dos
anos (Ray, Gautam, & Singh, 2011). As cassetes do tipo II (53,0 kb) e III (66,9 kb) além

da resisténcia aos B-lactamicos contém genes derivados de plasmideos e transposdes que
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codificam para a resisténcia a outras classes de antibidticos como, por exemplo,
tetraciclinas e macrélidos (Deurenberg & Stobberingh, 2008). Ao contrario das
anteriores, a cassete do tipo I (34,3 kb) apenas contém os genes responsaveis pela
resisténcia aos antibioticos B-lactamicos. Relativamente as cassetes do tipo IV a VIII, tal
como a cassete do tipo I, apenas contém genes de resisténcia aos B-lactamicos (Carvalho,

Mamizuka, & Filho, 2010; Deurenberg & Stobberingh, 2008; Dumitrescu ef al., 2010).
1.3.2.3. MRSA adquiridos a nivel hospitalar (HA-MRSA)

Ao longo dos tltimos anos tem sido registado um aumento da prevaléncia dos MRSA no
setting hospitalar. As taxas mais elevadas (> 50%) tém sido reportadas na América do Sul
e do Norte, Asia e Malta. Dentro destes, a Asia atinge os niveis de MRSA mais elevados,
nomeadamente, na zona Este: Sri Lanka (86,5%), Coreia do Sul (77,6%), Vietname
(74,1%), Taiwan (65,0%), Tailandia (57,0%) e Hong Kong (56,8%). Relativamente as
taxas intermédias (25-50%), foram essencialmente reportadas na China, Austrélia, Africa
e alguns paises europeus, (e.g. Portugal (49%), Grécia (40%), Italia (37%) e Roménia
(34%)). Outros paises Europeus como, por exemplo, os Paises Baixos ¢ Escandindvia
apresentam baixa prevaléncia de MRSA, dada a baixa pressao de selecao causada pela
utilizagdo de antibioterapia e o elevado screening e descolonizacdo de portadores sdos
aquando da hospitalizag¢do (Figura 11) (Deurenberg & Stobberingh, 2008; Stefani et al.,
2012; Yamamoto et al., 2010).

|

[] Descontecico [l <1% [] 15% [ 510% [0 1025% [M 25-50% (W] >50%

Figura 11 - Prevaléncia de HA-MRSA no Mundo e com especial referéncia a Portugal (Adaptado de
Stefani et al., 2012)
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Normalmente, as estirpes de HA-MRSA apresentam o SCCmec do tipo I, II e III, sendo
as duas ultimas cassetes relacionadas com a multirresisténcia aos antimicrobianos,
permitindo-lhes, assim, a sobrevivéncia num ambiente de elevada exposicdo a
antibidticos. Além disso, estas bactérias t€ém demonstrado um elevado potencial
patogénico, dada a sua capacidade de colonizar e disseminar-se através do ambiente ou

de potenciais hospedeiros (Deurenberg & Stobberingh, 2008; Gordon & Lowy, 2008).

A Tabela 4 resume os principais clones de HA-MRSA e o local e ano em que foram

reportados pela primeira vez.

Tabela 4 - Principais clones de HA-MRSA (Adaptado de Stefani et al., 2012 e Yamamoto et al., 2010)

Complexo
Clones Linhagem (ST) Local Ano
Clonal (CC)

Ibérico ou UK-MRSA-5 ST247/SCCmeclA CC8 Espanha 1989

Nova Iorque/Japdo STS5/SCCmecll CC5 Estados Unidos 1998
Brasileiro, Hungaro ST239/SCCmecllIA e 111 CC8 Brasil e Hungria | 1992/3

EMRSA-15 ST22/SCCmeclV CC22 Reino Unido 1993

Pediatrico ou USA800 ST5/SCCmec 1V ou IVa CCs Portugal 1992

Em termos clinicos, os HA-MRSA podem ser isolados, por exemplo, de feridas cirargicas
ou ndo cirurgicas, bacteriémias, pneumonias associadas ao ventilador e infe¢des do trato
urinario em doentes algaliados, sendo comuns em doentes com idade superior a 50 anos
e em doentes imunocomprometidos (e.g. doentes com HIV) (Ray et al., 2011; Yamamoto
et al., 2010). Estas infecdes consideradas nosocomiais, acarretam consequéncias como
elevada mortalidade e custos em saude, e tempo prolongado de internamento (Anderson,

2013).

1.3.2.4. MRSA adquiridos na comunidade (CA-MRSA)
A emergéncia crescente de estirpes de CA-MRSA, em todo o mundo, tem sido alvo de
especial aten¢do, ndo s6 ao nivel da comunidade, mas também a nivel hospitalar. Esta
bactéria foi, pela primeira vez, descrita, em 1993, na regido oeste da Australia, e, desde

entdo tem-se vindo a disseminar por diversas regides do globo (Deurenberg &

Stobberingh, 2008; Kdock et al., 2010; Witte, 2009).

Os CA-MRSA sao fenotipica e genotipicamente distintos dos HA-MRSA. As estirpes
isoladas da comunidade apresentam, na maioria das vezes, as SCCmec do tipo [V e V,

que lhes conferem resisténcia exclusivamente aos antibidticos B-lactamicos, sendo
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sensiveis a maioria das restantes classes de antibidticos. Além disso, ¢ comum encontrar-
se nestas estirpes a exotoxina PVL, estando associada a diversas apresentacoes clinicas
causadas pelos CA-MRSA (David & Daum, 2010). Contudo, a classificagdo com base na
tipagem do SCCmec tem vindo a demonstrar que ndo ¢ tao precisa como era inicialmente,
dada a descoberta de estirpes de CA-MRSA contendo as cassetes do tipo I, II e III
(Carvalho et al., 2010).

Ao longo dos anos, tém-se constatado que existem fatores de risco que predispdem a
infegoes causadas por CA-MRSA, sendo exemplos deles: contacto proximo com pessoas
colonizadas com CA-MRSA (e.g. familiares que habitem em zonas com elevada
prevaléncia destes microrganismos); utilizacdo de drogas intravenosas; individuos que
habitem em comunidades; falta de higiene; partilha de objetos pessoais; e individuos que
pratiquem desportos coletivos. Assim, surtos deste patogéneo tém sido reportados em
diversos settings comunitarios como, por exemplo, comunidades nativas e indigenas,
equipas de desportos em que haja contacto fisico, infantarios, universidades e escolas,
centros militares e prisdes (Anderson, 2013; David & Daum, 2010; Kock et al., 2010;
Yamamoto et al., 2010).

A prevaléncia do CA-MRSA ¢ ainda muito reduzida, mas tende a aumentar nos proximos
anos a nivel mundial. Atualmente, a prevaléncia estimada ¢ inferior a 0,5%. Em 2003, um
estudo conduzido por Salgado et al. demonstrou que a prevaléncia de CA-MRSA, em
individuos sem fatores de risco, rondava os 0,24%. Um estudo mais recente demonstrou
que a prevaléncia deste microrganismo, na Europa, varia entre 0,03 e 1,5% (Deurenberg
& Stobberingh, 2008). Porém, em Portugal, a sua prevaléncia ¢ ainda desconhecida

(Nazareth et al., 2012).

Os clones mais frequentemente descritos, atualmente, sao: USA300 (ST8-1Va) e USA400
(ST1-IV) nos EUA e Clone Europeu (ST80-IVc) e Clone do Pacifico Sudoeste (ST30-
IV) na Europa e Australia, respetivamente. Dentre os clones referidos, o USA300 tem
merecido especial destaque, dada a sua disseminagdo mundial tanto a nivel da

comunidade como a nivel hospitalar (Miller et al., 2012; Nazareth et al., 2012).

Em termos clinicos, 70-80%, das infecdes causadas por CA-MRSA sdo da pele e dos
tecidos moles. Contudo, dependendo do estadio da infe¢do, pode originar infegdes

sistémicas como, por exemplo, osteomielites, bacteriémias, pneumonia necrosante e
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fascite necrosante. A Figura 12 resume as principais apresentagdes clinicas das infegdes

por CA-MRSA.

Infecdes Primarias — . . ——  Outras
Infe¢Ges da pele :. tecidos moles Infecdo Respiratéria - Infegdo de feridas (10%)
(70-80%) Constipagdes ou Gripes
; - InfegGes cinirgicas
Pneumonia o || E—— :
Pneumonia Necrosante (2%) S
Abcessos na pele * Carbinculo  + Impetigo * Infe¢do do Trato Urninario
- Furineulo  « Dermatite Atépica Neutrofilo (4%)
v « Uretrite
Infecdes da Corrente Sanguinea
Bacteriémia (3%) + Sinusite (4%)
J - Meningite
Infegdes Secundarias _
L - InfegGes oftalmicas
+ Osteomielite
s gl X parede alveolar
. Abeesso Epidural Hemorragia
- Abcesso Cerebral ~ Abcesso Palvico
* Endocardite - Miosite
- Sépsis + Abcesso pulmunar

Figura 12 - Infecoes causadas por CA-MRSA (Adaptado de Yamamoto et al., 2010)

Das infe¢des mencionadas, verificou-se que as infe¢des profundas da pele e tecidos moles
estdo, geralmente, associadas a estirpes produtoras de PVL, ao passo que os individuos
que desenvolvem impetigo apresentam estirpes PVL-negativas. Este facto demonstra que
as estirpes PVL-positivas sdo mais patogénicas e que estdo na base de infecdes mais
graves, tais como a pneumonia necrosante e a fascite necrosante (Stefani et al., 2012;
Yamamoto et al., 2010). Adicionalmente, o USA300 apresenta um elemento genético
responsavel pela sua capacidade de se disseminar por diversas regides do globo e pela sua
patogenicidade, designado Arginine Catabolic Mobile Element (ACME). Estudos
desenvolvidos tém colocado a hipotese deste fator de viruléncia ter sido transmitido ao

MRSA através de um Staphylococcus epidermidis (Yamamoto et al., 2010).

O ACME ¢ constituido por dois operdes responsdveis pela sua patogenicidade,
designados por arc (codifica a via patogénica da arginina desaminase) ¢ opp3 (codifica o
sistema de oligopéptido permease). O primeiro operdo permite a0 microrganismo crescer

em ambientes com pH 4cido (nomeadamente a pele), invadir os tecidos e inibir a
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proliferacdo de células mononucleares no sangue periférico. O segundo, por sua vez, &
responsavel pelo crescimento da bactéria e desenvolvimento de infecao (Gordon & Lowy,

2008; Yamamoto et al., 2010).
1.3.2.5. Diferencas entre HA-MRSA e CA-MRSA

As principais diferengas entre HA-MRSA e CA-MRSA encontram-se resumidas na
Tabela 5.

Tabela 5 - Principais diferencas entre HA-MRSA e CA-MRSA (Adaptado de Yamamoto et al., 2010)

HA-MRSA Caracteristicas CA-MRSA
L ell Tipo de Cassete IVeV

) ) ) . Contato com pessoas portadoras ou
Associados com os cuidados hospitalares | Fatores de Risco ) )
objetos contaminados

Fossas nasais e regido do perineo Colonizagao Fossas nasais e bochechas
Infe¢des nosocomiais Infecies Infecdes da pele e tecidos moles
Individuos com idade superior a 50 anos . Individuos jovens e criangas,
) ) Grupos etdrios .
¢ imunocomprometidos militares, reclusos, estudantes, atletas
Cerca de 21 dias Recuperacao Cerca de 3 dias

Elevada resisténcia a diversas classes de Resisténcia aos Elevada suscetibilidade aos

antibidticos Antimicrobianos antibidticos nao B-lactamicos

1.3.3. Colonizacao

Na sec¢do 1.1.2. foram descritos os trés principais padrdes de colonizagdo nasal do S.
aureus sensiveis a meticilina (MSSA). Contudo, no caso de MRSA, ainda ndo ¢
totalmente conhecido o modo como se da este fenomeno, sobretudo para os CA-MRSA

(Gupta et al., 2013).

A colonizagao nasal por MRSA ¢, ainda, reduzida, atingindo uma prevaléncia que varia
entre 1 e 8% (Rasamiravaka et al., 2013). Contudo, sabe-se que este facto representa um
risco acrescido para posterior infecdo, sendo a severidade da mesma superior a causada
por uma estirpe de MSSA. Um facto curioso ¢ esta colonizag@o ser mais comum no sexo
feminino (Gorwitz et al., 2008). Segundo Gorwitz et al. (2008), desde 2001 até 2004, a
taxa de coloniza¢do por MRSA, nos EUA, aumentou de 0,8% para 1,5%, ao passo que a
taxa de colonizacdo por MSSA diminui de 32,4% para 28,6%. Os autores colocaram,
como hipoétese explicativa, o facto de a elevada exposicdo aos antibidticos suprimir o

crescimento de MSSA e promover a colonizagao por MRSA.

44



Capitulo 1 - Introducdo

1.4. Diagnostico Laboratorial

1.4.1. Exame direto

O sucesso da detecdo de microrganismos, nas amostras clinicas, depende do tipo de
infe¢do (e.g. abcessos, bacteriémias, impetigo) e da qualidade do material colhido para
analise. O S. aureus ¢ um coco de Gram-positivo que, geralmente, se encontra disposto
em formas irregulares semelhantes a um cacho de uva. Assim, o exame direto das
amostras clinicas, apesar de ndo ser suficiente para a identificacdo final da bactéria, da
informagdo sobre a sua morfologia, podendo ser uma ferramenta importante sobretudo
quando se analisa amostras contendo um elevado nimero de bactérias. Na maioria dos
casos de infec¢des estafilocdcicas, nao estd indicada a utilizagao de coloragao de Gram nas
amostras clinicas nem em alimentos (caso se trate de uma intoxicacao alimentar) (Murray

et al.,20006).
1.4.2. Métodos Culturais

Ap6s a colheita das amostras clinicas, estas devem ser inoculadas em meios de cultura
apropriados ao seu crescimento. O S. aureus tem a capacidade de crescer rapidamente em
meios simples e ndo seletivos, em aerobiose ou anaerobiose, podendo-se observar
coldnias lisas ao fim de 24 horas de incubacdo. Durante este periodo, as colonias vao
adquirindo a sua coloragdo amarela/dourada, tipica desta espécie, sobretudo quando

incubadas a temperatura ambiente (Murray ef al., 2000).

Quando inoculadas em gelose de sangue de carneiro, este microrganismo produz uma
enzima capaz de degradar as hemacias, designada a-toxina ou a-hemolisina. Como
resultado, observa-se a volta das colonias um halo transparente, designando-se o seu tipo

de hemolise como B-hemolise (Bartlett & Hulten, 2010).

Quando as amostras clinicas apresentam uma mistura de microrganismos (e.g. amostras
colhidas do trato respiratério ou de uma ferida) ¢ necessario utilizar meios seletivos e
diferenciais. Para o S. aureus utiliza-se normalmente meios contendo 7,5% de cloreto de
sodio (NaCl) e manitol (e.g. meio de Chapman). O primeiro composto inibe o crescimento
da maioria dos microrganismos e, o segundo permite a diferenciacdo entre S. aureus e
restantes espécies de Staphylococcus, dado que a primeira consegue fermentar este

composto ao contrario da maioria das outras (Murray et al., 2006).
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1.4.3. Métodos imunologicos

Os métodos imunologicos baseiam-se essencialmente na dete¢cdo de anticorpos
produzidos aquando da infe¢do. Geralmente, os elementos bacterianos responsaveis pela
ativacdo do sistema imunitdrio humoral sdo os acidos teicoicos. Em determinadas
patologias (e.g. endocardite bacteriana), os anticorpos sdo detetados passadas duas
semanas do inicio da infe¢do. Porém, algumas infe¢des tém o seu foco em locais onde o
microrganismo ndo consegue estimular a producdo destes elementos imunitarios,

tornando-se, assim, um método pouco fidvel (Murray et al., 2006).
1.4.4. Testes Bioquimicos

A identificacdo do S. aureus pode ser realizada através de testes bioquimicos, que se tém
mostrado relativamente sensiveis e fidveis. Reagdes positivas para a coagulase, proteina
A, nucleasse termoestavel e manitol sdo alguns exemplos de testes bioquimicos de rotina

que se utilizam na identificagdo desta bactéria (Brown et al., 2005; Murray et al., 2006).

O teste da coagulase em tubo ¢ o gold standard de identificacdo deste microrganismo.
Este ensaio baseia-se na detecdo da producdo da enzima coagulase que na presenca de
fibrinogénio ¢ capaz de originar um codgulo de fibrina. A verificacdo da formacao do
coagulo deve ser feita 4 horas e 24 horas apos a incubagdo, para que se possa dar um
resultado negativo. Existe, ainda, um outro ensaio, designado teste da coagulase em
lamina, que, ao contrario do anterior, se baseia na detecdo da coagulase ligada a célula
bacteriana e ndo no fator livre. E um ensaio mais rapido, mas, apesar disso, 15% das
estirpes dao resultados negativos, sendo necessario confirmar com o teste da coagulase
em tubo. Adicionalmente, outro teste tem sido, também, utilizado para a identificacdo do
S. aureus: teste da aglutinagdo em latex, sendo baseado na dete¢ao da proteina A ou fator
de coagulacdo. O teste da DNAse, também, podera ser um ensaio a realizar, mas ¢
necessaria a confirmacao posterior com um dos testes mencionados anteriormente para a

identificacao final (Brown et al., 2005).

As galerias de identificagdo bioquimica consistem em kits comerciais que permitem
identificar a bactéria, baseando-se no seu padrao de fermentagdo de diversos compostos
(e.g. acucares). Apesar disso, este método ¢ mais dispendioso € moroso
comparativamente ao teste da coagulase em tubo (Brown et al., 2005; Murray et al.,

2006).
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1.4.5. Testes de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA) e Fagotipagem

A identificacdo de MRSA ¢ feita sobretudo com base no padrdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos. Em termos laboratoriais, a meticilina € pouco estavel in vitro e, por isso,
utiliza-se a oxacilina, extrapolando-se os resultados para todos os antibidticos
pertencentes a classe das Penicilinas Resistentes as Penicilinases. O teste de difusao dos
discos em gelose, a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) (e.g.
macrodilui¢do, microdiluicdo, E-test), o método de screening em gelose Mueller-Hinton
com oxacilina, ¢ os métodos automatizados sao alguns exemplos de testes que permitem
a identificacdo de MRSA. No teste de difusdo dos discos em gelose, utiliza-se, para além
da oxacilina, a cefoxitina, que tem demonstrado resultados mais fiaveis que o primeiro

(Brown et al., 2005).

Existe, ainda, outro método de identificacdo que consiste na fagotipagem, ou seja, na
determinagdo da sensibilidade aos bacteriéfagos, apesar de ser mais comum em
investigagdo. O objetivo deste ensaio ¢ verificar a suscetibilidade das bactérias a lise

causada pelos bacteriofagos utilizados em cada ensaio (Murray et al., 2006).
1.4.6. Testes de Biologia Molecular

Este tipo de ensaios baseia-se, essencialmente, na detegdo de sequéncias de acidos
nucleicos, que identificam de forma inequivoca e precisa a espécie em estudo (Murray ef
al., 2006). O método vulgarmente utilizado designa-se Polymerase Chain Reaction
(PCR) e consiste na amplificagdo de uma determinada sequéncia de DNA. Os genes
normalmente pesquisados para identificagdo do S. aureus sdo: nuc (nuclease), coa
(coagulase), spa (proteina A), femA e femB, Sa442 e 16S rRNA. Além destes, também o
gene mecA tem sido pesquisado para a identificagdo dos MRSA. Este método requer o
isolamento prévio do microrganismo e posterior extragdo do seu DNA genomico, além
dos primers com a correta sequéncia do gene que se pretende amplificar (Brown et al.,

2005).

Existem diversos tipos de PCR, sendo um dos mais utilizados o PCR em tempo real
(qPCR), que se baseia na quantificacao ou detecao qualitativa dos genes por emissao de
fluorescéncia. Pode-se utilizar sondas marcadas com fluorocromos ou SYBR-green,
sendo a primeira metodologia mais precisa e fidvel, podendo-se fazer a detecdo
simultanea de varios genes (Multiplex PCR). O SYBR-green, por sua vez, ¢ um método

pouco especifico, visto que se liga a qualquer fragmento de dupla cadeia de DNA e, deste
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modo, corre-se o risco de detetar a amplificagdo de fragmentos inespecificos. Além disso,
apresenta, ainda, a desvantagem de ndo ser possivel detetar simultaneamente, no mesmo
ensaio, varios genes. Este ensaio permite obter de forma rapida os resultados, sendo a sua
sensibilidade muito superior a do PCR convencional. Deste modo, qualquer falha ou
imprecisdo, na execu¢do da técnica, podem facilmente conduzir a diferencas

significativas nos resultados que se obtém (Mackay, 2004).
1.4.7. Testes rapidos de rastreio de infecio por MRSA

Atualmente existem métodos de rastreio que permitem identificar os MRSA de uma
forma mais rapida, mantendo a precisao e sensibilidade dos ensaios convencionais. Estes
métodos de rastreio incluem: meios de cultura cromogéneos (e.g. MRSA ID — bioMérieux
— ¢ HardyCHROM™ MRSA — Hardy Diagnostics) e métodos moleculares (e.g. gPCR)
(Brown et al., 2005).

Os meios cromogéneos permitem que, a partir da inoculacdo da amostra clinica, seja
possivel a identificacdo da bactéria através da coloragdo da coldnia obtida. Os meios para
detecdo de MRSA tém, geralmente, oxacilina ou Cefoxitina, permitindo apenas o
crescimento das estirpes que contém o gene mecA. Deste modo, estes microrganismos
fermentam ou hidrolisam os compostos cromogénicos, havendo, assim, a aquisi¢do de
uma cor carateristica nas colonias (Figura 13) (Verkade, Elberts, Verhulst, & Kluytmans,

2009; Verkade, Ferket, & Kluytmans, 2011).

%mmq{tmn—o

Figura 13 - MRSA ID (Adaptado de bioMérieux, 2013)
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Apesar da rapidez de dete¢do de MRSA com os meios cromogéneos, os testes de biologia

molecular fornecem os resultados mais fidedignos. Atualmente, utiliza-se PCR em tempo

real com dete¢ao simultanea de um gene especifico de identificagao de S. aureus (e.g. nuc

e coa) e do gene mecA, a partir de amostras bioldgicas (Brown et al., 2005).

1.5. Terapéutica Antibidtica

1.5.1. Infecdo por MSSA

A terapéutica recomendada para as infe¢cdes por MSSA depende da apresentacao clinica

(Bamberger & Boyd, 2005). Assim, a Tabela 6 resume a terapéutica antibidtica

recomendada para algumas das infe¢des causadas por S. aureus.

Tabela 6 — Antibioterapia recomendada para as infe¢des por MSSA (Adaptado de Gilbert, Moellering, &

Eliopoulos, 2010)

B o Duracgdo do
Infecoes Antibidticos
tratamento
“ Nao Cefalexina, Dicloxacilina, Clindamicina ou )
T = . L 5a7 dias
N S g complicadas Minociclina
la & 'E
S v S . . . o 2a4
S X Complicadas PRP, Cotrimoxazol, Cefazolina ou Clindamicina
N
& semanas
2a4
Bacteriémia
) o semanas
PRP, Cefazolina ou Vancomicina
Infecées associadas ao cateter 2 semanas
Vancomicina ou Daptomicina 6 semanas
Endocardite Infeciosa — —
Vancomicina + Gentamicina 2 semanas
. . . . 2a3
Pneumonia PRP, Clindamicina ou Cefazolina
semanas
Infecies osseas PRP, Cefalosporinas de 3* G
6 semanas

(osteomielite e artrite séptica)

Vancomicina + Rifampicina

Legenda: PRP — Penicilinas Resistentes as Penicilinases; 3* G — 3% Geragao

1.5.2. Infecio por MRSA

A antibioterapia recomendada nas infegdes por MRSA deve ter por base o conhecimento

da prevaléncia desta bactéria no local em questdo e o seu perfil de suscetibilidade aos
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antimicrobianos (Bamberger & Boyd, 2005). A Tabela 7 resume as principais infegdes

por MRSA e a terapéutica e duragdo de tratamento recomendados para cada uma delas.

Tabela 7 - Antibioterapia recomendada para as infe¢des por MRSA (Adaptado de Liu et al., 2011)

B o Duracgdo do
Infecoes Antibidticos
tratamento
@ Clindamicina, Cotrimoxazol, Doxiciclina ou )
= S CA-MRSA o ) ) 5 a 10 dias
": S « Minociclina ou Linezolida
S v S Vancomicina, Linezolida, Daptomicina ou )
S HA-MRSA ) o 7 a 14 dias
& Clindamicina
Ndo .. .
-§ Vancomicina ou Daptomicina 2 semanas
S complicada
b
2
g Complicada | Vancomicina ou doses elevadas de Daptomicina 4 a 6 semanas
Vancomicina ou Daptomicina 6 semanas
Endocardite Infeciosa Vancomicina + Rifampicina 6 semanas
Vancomicina + Gentamicina 2 semanas
. Vancomicina ou Linezolida )
Pneumonia ) o ) ) 7 a 21 dias
Clindamicina (caso seja suscetivel)
. . 8 semanas no
Vancomicina ou Daptomicina ]
Infecéoes osseas minimo
(osteomielite e artrite séptica) | Rifampicina + (Cotrimoxazol ou Tetraciclinas ou
) o ) 1 a 3 meses
Clindamicina ou Fluoroquinolonas)

1.6. Contextualizacio do Tema

Nos dias de hoje, um dos principais problemas de saude publica ¢ a emergéncia de
resisténcias aos antibidticos. Esta tematica envolve grande discussdo e diversas
estratégias tém vindo a ser desenvolvidas para conter possiveis surtos de bactérias
multirresistentes, onde se inclui o MRSA. Deste modo, este microrganismo tem vindo a
ser alvo de inumeros estudos, com o objetivo de se conhecer as suas caracteristicas

moleculares e epidemiologicas.

A colonizagdo assintomatica por S. aureus ¢ um tema estudado ao longo dos anos, dada
a sua importancia nao s6 na sua disseminagao, mas, também, no desenvolvimento de uma
possivel infecao no portador sao e noutros individuos que contactem com este. Os alunos
de cursos superiores na area da satide s3o um importante reservatorio que interessa

monitorizar, dada a possibilidade de transmissdo deste microrganismo no seu futuro local
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de trabalho (e.g. hospitais, industrias farmacéuticas, farmacias comunitérias). Assim, o

rastreio desta bactéria nesta populacdo apresenta-se de extrema importancia.

Em Portugal, os estudos desenvolvidos sobre esta tematica sdo escassos e, por isso, a
informagdo recolhida sobre este pais provém essencialmente de estudos multicéntricos

efetuados em diversos paises da Unido Europeia.

Assim, o presente estudo pretende oferecer novos dados sobre a prevaléncia de S. aureus,
tanto MSSA como MRSA, em alunos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz (ISCSEM), bem como
informagdo sobre a presenca de um gene - ukS-lukF - que codifica um dos fatores de
viruléncia, a PVL, caracteristico dos CA-MRSA e que, atualmente, estd implicado em
sindromes graves como, por exemplo, a pneumonia necrosante. Informacdo sobre a

suscetibilidade aos antimicrobianos sera, também, um dos topicos abordados.
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Capitulo 2 — Objetivos e Questoes para Investigacao

2.1. Objetivos do Estudo

O presente estudo tem como principais objetivos:

a) Caracterizar a prevaléncia de S. aureus na populagao estudada;

b) Caracterizar a prevaléncia de S. aureus resistentes a Meticilina (MRSA);

c) Estudar a presencga do gene que codifica a Panton — Valentine Leukocidin
(PVL) nos isolados de MSSA e MRSA;

d) Estudar o perfil de suscetibilidade aos antibidticos dos isolados
bacterianos;

e) Comparar a sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos varios

métodos de identificacao utilizados.

2.2. Questodes para Investigacao

As questdes para investigacao e respetivas hipdteses sao:

Questao 1 — Estara o sexo do aluno relacionado com a colonizagao por S. aureus?
Ho: O sexo do aluno esté relacionado com a colonizagdo por S. aureus.

Hi: O sexo do aluno nio esté relacionado com a colonizacao por S. aureus.

Questao 2 — Estara a existéncia de doengas do Trato Respiratorio Superior relacionada

com a colonizagdo por S. aureus?

Ho: A existéncia de doencas do Trato Respiratorio Superior esta relacionada com a

colonizacdo por S. aureus.

Hi: A existéncia de doencas do Trato Respiratorio Superior ndo esta relacionada com a

colonizagdo por S. aureus.

Questao 3 — Estard a utilizagdo de antibioterapia, nos ultimos dois meses, relacionada

com a colonizagao por S. aureus?

Ho: A utilizagdo de antibioterapia, nos ultimos dois meses, estd relacionada com a

colonizagdo por S. aureus.

Hi: A utilizagdo de antibioterapia, nos ultimos dois meses, ndo esta relacionada com a

colonizacdo por S. aureus.

53



Colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus em estudantes universitarios: um problema?

54



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.1. Desenho do Estudo

Neste trabalho recorreu-se a um estudo observacional transversal. Este tipo de estudo ¢
efetuado num tinico momento do tempo, permitindo estimar a prevaléncia da colonizacao

nasal por MSSA e MRSA e o seu padrao de suscetibilidade aos antibidticos.
3.2. Populac¢io e Amostra
3.2.1. Populacao

A populacdo utilizada neste estudo foi constituida pelos alunos do MICF que se
encontravam inscritos na Unidade Curricular (UC) de Bacteriologia Médica até ao
momento da colheita da amostra bioldgica. Assim, estimou-se que a populagdo em estudo

eram 104 alunos.
3.2.2. Critérios de Elegibilidade

3.2.2.1. Critérios de Inclusao
Definiu-se como critérios de inclusdo:

a) Alunos que apresentassem um isolado de S. aureus nas fossas nasais anteriores,
apos isolamento e identificagdo com testes fenotipicos realizados nas aulas
praticas laboratoriais;

b) Que esclarecidamente aceitassem participar no estudo.
3.2.2.2. Critérios de Exclusao
Definiu-se como critério de exclusio:

a) Alunos que apresentassem isolados de outras espécies de Staphylococcus nas

fossas nasais anteriores, ap6s isolamento e identificagdo com testes fenotipicos.
3.2.3. Amostra

A amostra foi, entdo, constituida pelos alunos que apresentavam um isolado de S. aureus,
nas fossas nasais anteriores, ¢ que, depois de devidamente esclarecidos, aceitaram
participar no estudo. Assim, apds isolamento e identificacdo com testes fenotipicos

realizados na aula, a amostra obtida foi de 36 alunos. Contudo, apds posterior
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confirmagdo da identificagdo preliminar realizada, obteve-se uma amostra final de 25

alunos portadores de S. aureus.

3.3. Recolha de Informacgao
3.3.1. Isolados bacterianos

Um dos trabalhos da componente pratica da UC de Bacteriologia Médica € o screening
de S. aureus nas fossas nasais anteriores dos alunos. Assim, os isolados bacterianos foram
obtidos pelos alunos, através da colheita de uma amostra biologica de cada uma das fossas
nasais anteriores (direita e esquerda), seguindo a técnica de recolha indicada para

posterior andlise clinica microbioldgica.

Os alunos com isolados positivos para S. aureus foram, entdo, convidados a participar no
estudo, tendo sido prestada toda a informagdo necessaria acerca do mesmo. Posto isto,
assinaram uma Declaragdo de Consentimento Informado (Anexo I), autorizando a equipa
de investigagdo a aplicar-lhes um breve questionario (Anexo II) e a estudar o seu isolado

bacteriano.

O questionario, especificamente desenvolvido para o efeito, destinou-se a caracterizar
sociodemograficamente a amostra e a fornecer dados sobre: 1) possiveis doengas do Trato
Respiratorio Superior (TRS) que o portador apresentasse; 2) exposi¢ao a Unidades de
Prestagao de Cuidados de Saude (UPCS) nos ultimos 6 meses; e 3) antibioterapia utilizada
nos ultimos 2 meses. Este elemento de recolha de informacgao era constituido por seis

questdes, apresentando-se o proposito de cada uma na Tabela 8.

Tabela 8 - Questionario para recolha de informagao sociodemografica e clinica

Questdo Objetivo

1 - Sexo
Caracterizagao sociodemografica

2 — Idade
3 — Historia de doencas do TRS
3.1 — Quais?
4 — Queixas no dia da colheita Caracterizacao clinica da amostra e obtencao de
5 — Exposic¢ao a UPCS nos ultimos 6 meses informagao necessaria para responder as questoes
5.1 —Tipo de UPCS frequentada de investigagdo colocadas na sec¢do 2.2.
6 — Tratamento antibiotico nos ultimos 2 meses
6.1 — Antibiotico utilizado
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3.3.2. Identificacio do S. aureus

Ap0s a colheita das amostras bioldgicas de ambas as fossas nasais, com o auxilio de uma
zaragatoa, os alunos inocularam um meio de Chapman e incubaram-no a 37°C durante 18
a 20 horas. Aquando da analise da placa, procuraram-se colonias amarelas/douradas,
sugestivas da presenca de S. aureus. Posteriormente, realizaram-se os seguintes ensaios:
observagao da morfologia das bactérias apds coloracao de Gram; teste da catalase em
lamina; teste da coagulase em tubo; galeria de identificagdo bioquimica, designada API®

Staph (bioM¢érieux, Lyon, Franc¢a), tendo sido realizada apenas por alguns alunos.

O perfil fenotipico que possibilitou a identificacdo deste microrganismo, no decorrer da

aula pratica, encontra-se resumido na Tabela 9.

Tabela 9 - Perfil fenotipico para identificacdo de S. aureus

Testes ‘ Resultado
Fermentacdo do Manitol ‘ Positivo
Catalase ‘ Positivo
Coagulase ‘ Positivo

Depois de identificados nas aulas, os isolados bacterianos foram repicados para meio de
Chapman e, posteriormente, para meio de TSA (Trypticase Soy Agar), com o objetivo de
se realizar dois ensaios para confirmar a identificacdo feita pelos alunos: teste da

coagulase em tubo e API® Staph.

O primeiro teste foi realizado inoculando uma a duas colénias num tubo contendo plasma
de coelho, sendo, posteriormente, incubado a 37°C. Esperou-se 24 horas para confirmar

os resultados e, assim, analisaram-se todos os tubos ao fim desse tempo.

Relativamente ao API® Staph, este foi realizado segundo as instrugdes do fabricante.
(Anexo III). De forma a validar ambos os testes, utilizou-se o S. aureus ATCC 29213

como controlo positivo.

3.3.3. Identificacio do S. aureus Resistentes a Meticilina (MRSA)

Além do isolamento em meio de Chapman, foi também inoculado um meio cromogéneo
que permitiu a identificagdo direta de MRSA. O meio utilizado foi o MRSA ID
(bioMérieux, Lyon, Franca), tendo sido inoculado diretamente a partir das amostras
biologicas, colhidas a partir de cada uma das fossas nasais anteriores, e incubado a

37°C/18 — 24h. No dia seguinte, os alunos pesquisaram colénias com coloragdo
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verde/turquesa, caracteristica da producdo da enzima a-glucosidase ¢ da capacidade de
crescer num meio contendo cefoxitina. No caso das placas com pouco crescimento ou
sem crescimento visivel, deixou-se durante mais 24 horas na estufa e avaliou-se

novamente.

Outros métodos utilizados para a identificagdo de MRSA foram o teste de screening em
gelose de Mueller-Hinton com oxacilina 6pg/ml/4% NaCl e o teste de difusdo dos discos
em gelose. Ambos os testes permitiram a caracteriza¢do fenotipica do MRSA e foram
realizados segundo as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (Anexo IV). Usaram-se como controlos: controlo positivo (S. aureus ATCC
43300) e controlo negativo (S. aureus ATCC 29213). No teste de screening o critério
utilizado para classificar um isolado bacteriano como MRSA foi: crescimento de, pelo

menos, uma colonia ao fim de 24 horas.

O teste de difusdo dos discos em gelose foi realizado em Mueller-Hinton, utilizando-se
como antibidticos, a oxacilina (1pg) e a cefoxitina (30ug) (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido). Dado que o primeiro antibidtico ndo confere resultados muito fidveis, utilizou-se
complementarmente o disco de cefoxitina para confirmagdo ou nao da resisténcia obtida
com a oxacilina (Swenson et al., 2005). Os critérios utilizados para definir a

suscetibilidade do isolado bacteriano encontram-se descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Critérios utilizados para classifica¢do do isolado bacteriano como MRSA

Antibioticos ‘ Sensivel ‘ Intermédio ‘ Resistente
Oxacilina ‘ > 13 ‘ 11-12 ‘ <10
Cefoxitina ‘ >22 ‘ - ‘ <21

3.3.4. PCR em Tempo Real (qPCR)

O PCR em Tempo Real (qPCR) foi utilizado para responder a dois propdsitos: 1)
confirmar a identificagdo fenotipica efetuada para os MSSA e MRSA; 2) pesquisar a
presenca do gene [ukS-lukF (que codifica para a toxina PVL) nos isolados de MSSA e
MRSA.

Numa primeira fase, realizou-se a extragdo do DNA gendmico dos isolados bacterianos,
através da utilizacdo do RTP® Bacteria DNA Mini Kit (Quilaban, Lisboa, Portugal).

Repicaram-se as bactérias para meio de TSA e, posteriormente, preparou-se uma
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suspensao bacteriana com uma turvacgao de 0,5 na escala de McFarland, correspondente

a, aproximadamente, 1x10% UFC/ml.

O protocolo fornecido pelo kit foi alterado, tendo-se diminuido o volume recomendado
de Elution Buffer D de 200ul para, apenas, 70ul (repartidos por 35ul em cada elui¢do)
(Anexo V). Deste modo, obteve-se um volume final mais concentrado com o DNA
genomico extraido. Finalmente, para verificar se a extragdo efetuada foi realizada com
sucesso, procedeu-se a uma electroforese em gel de agarose a 1% (p/v), utilizando-se
como marcador de pesos moleculares, o GeneRuler DNA (Thermo Scientific, Lisboa,
Portugal) (Anexo VI). A analise do gel de electroforese permitiu, ainda, inferir sobre a
quantidade de DNA necessaria adicionar em cada ensaio de PCR, através da intensidade

da banda observada aquando da exposicdo a radiagdo UV (Figura 14).

Figura 14 - Fotografias do gel de electroforese apos exposigdo a radiagdo UV

O aparelho de qPCR utilizado foi o Rotor Gene 6000 (Qiagen, Portugal) e o kit, para a
detegdo da presenga dos genes, foi 0 SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit (Bioline, Portugal).
A mastermix, incluida no kit, continha todos os constituintes necessarios para a correta
amplificacio dos genes, incluindo: corante SYBR® Green, dNTPs, estabilizadores e
promotores da reacdo (DNA polimerase), exceto os primers. A Tabela 11 apresenta os
primers escolhidos utilizados (Stabvida, Caparica, Portugal), a sua sequéncia, temperatura

de melting (Tm), concentragdo inicial e referéncia bibliografica.
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Tabela 11 - Primers utilizados no gPCR

Tm Concentracdo
Primers Sequéncia (5’----- 3’) Ref.
(O (uM)
nucFor CAAAGCATCAAAAAGGTGTAGAGA 53,6 65,6 (Mcdonald
etal,
nucRev TTCAATTTTCTTTGCATTTTCTACCA 52,5 66,7 2005)
mecA F TCCAGATTACAACTTCACCAGG 54,4 10 ,
mecA R CCACTTCATATCTTGTAACG 48,2 10
wkPV1 | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA | 57,8 76 (Mcdonald
etal,
ukPVv2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 56,9 73,7 2005)

Os primers nucFor/nucRev e ukPV1/lukPV2 foram reconstituidos em 1 ml de agua
Milipore, tendo-se, posteriormente, feito 5 aliquotas, protegidas com Parafilm “M”
(Bemis Company, Wisconsin, EUA), de 100ul cada e armazenados a — 20°C. Esta divisao
permitiu minimizar a contamina¢do do volume total dos primers e assegurar a sua

conservagao.

Antes de se realizar o ensaio com as amostras a analisar foi necessario proceder a
otimizagdo e validacdo do método. Todos os pontos dos ensaios foram realizados em
triplicado. Assim, determinou-se primeiro qual a concentragdo 6tima de primers a utilizar
em cada ensaio e, posteriormente, validou-se o método através da construgdo de uma
curva padrdao. A concentragao 6tima de primers foi determinada utilizando-se diluigdes
sucessivas de 1:10, num total de sete diluicdes em triplicado. A Tabela 12 apresenta a

concentragdo 6tima de primers determinada experimentalmente.

Tabela 12 - Concentragdo 6tima para cada par de primers

Primers Concentracdo otima (nM)
nucFor 524,8

nucRev 533,6

mecA F 800

mecA R 800

lukPV1 608

lukPVv?2 589,6

2 Estes primers ja haviam sido utilizados num trabalho realizado anteriormente por uma aluna de Mestrado
do ISCSEM.
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Apos este passo, procedeu-se, entdo, a validacdo do ensaio, recorrendo-se a diluigdes
sucessivas de 1:100 do DNA do controlo positivo, num total de quatro dilui¢des em
triplicado. Segundo o Guia Técnico de qPCR, desenvolvido pelo Sigma Life Science, um
ensaio ¢ considerado validado quando apresenta uma curva padrdo com os seguintes

parametros:

a) Um coeficiente de correlagio de Pearson (1?) > 0,985;
b) Um declive entre — 3,9 ¢ -3,0;

¢) Uma eficiéncia compreendida entre 80 a 110% (Sigma Life Science, s.d.).

Em cada ensaio realizado foi necessario fazer a mistura dos constituintes, adicionando-se
10ul de 2x SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit, 0,8ul de cada primer (Reverse € Forward)
e 3,4ul de a4gua Milipore. Depois de preparada a mastermix, era, entdo, agitada lentamente
no vortex (evitando a quebra das extremidades dos primers). Finalmente, adicionou-se
5ul de DNA de cada amostra e controlos, exceto nos tubos correspondentes ao branco,
que continham apenas a mastermix. O volume final, em cada tubo de reacdo, foi 20ul. Os

controlos de qualidade utilizados encontram-se descritos na Tabela 13.

Tabela 13 - Controlos de qualidade utilizados nos ensaios efetuados para cada gene

Gene Controlo Positivo Controlo Negativo

nuc S. aureus ATCC 29213 E.coli ATCC 10536
mecA S. aureus ATCC 43300 S. aureus ATCC 29213
ukS-lukF S. aureus PVL-positivo® S. aureus ATCC 43300

O programa de qPCR escolhido consistiu num primeiro ciclo (ativagdo da DNA
polimerase) a 95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos: 95°C/5 segundos
(Desnaturagao), 62°C/10 segundos (Annealing) e 72°C/15 segundos (Extensdo). Ao fim
de cada passo de Extensdo, era registada a fluorescéncia emitida. Finalmente, a curva de
Melting foi obtida através da continua emissdo de fluorescéncia, durante a elevagdo da

temperatura de 72 a 95°C.

3 Gentilmente cedido pela Prof. Doutora Constanga Pomba.

61



Colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus em estudantes universitarios: um problema?

3.3.5. Teste de Suscetibilidade aos Antibidticos (TSA)

Um dos Testes de Suscetibilidade aos Antibioticos (TSA) foi realizado segundo o método
de Kirby-Bauer (teste de difusdo dos discos em gelose), seguindo o protocolo proposto

pelo EUCAST. A Tabela 14 resume os antibidticos utilizados para a realizagdo dos TSA.

Tabela 14 - Antibioticos utilizados na realizagdo dos TSA

Antibioticos Abreviatura Conteudo do disco (ug)
Tigeciclina TGC 15
Acido fusidico FD 10
Gentamicina CN 10
Tetraciclina TE 30
Cotrimoxazol (Sulfametoxazol + Trimetoprim) SXT 23,75 + 1,25
Ciprofloxacina CIP 5
Clindamicina DA 2
Eritromicina E 15
Penicilina G P 10*
Tobramicina TOB 10

Para a validacao do ensaio, utilizaram-se como controlos de qualidade o S. aureus ATCC
29213 (EUCAST) e S. aureus ATCC 25293 (CLSI). Optou-se por escolher 2 estirpes
diferentes, pois alguns dos antibidticos utilizados nao tém critérios de suscetibilidade
definidos pelo EUCAST, tendo sido necessario, nesse caso, recorrer aos critérios
propostos pelo CLSI. Assim, utilizaram-se os critérios de suscetibilidade definidos pelo
EUCAST para os seguintes antibidticos: TGC, FD, CN, TE, SXT, CIP, DA, E ¢ TOB, e
para a P utilizaram-se os critérios definidos pelo CLSI. A Tabela 15 apresenta os critérios

de suscetibilidade definidos para cada antibiotico utilizado e os critérios de validagao do

ensaio.
Tabela 15 — Critérios de suscetibilidade ¢ valida¢do definidos pelo CLSI e EUCAST

A — CLSI

Controlo de Intervalo de
Antibiotico Sensivel Intermédio Resistente
Qualidade aceitacdo
S. aureus ATCC
P >29 - <28 26 - 37
25293

4 Neste caso, as unidades ndo sdo microgramas (ug), mas sim Unidades (U).
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B - EUCAST
Antibiéticos Sensivel Intermédio Resistente Controlo de [ntervalo de
Qualidade aceitacdo

TGC >18 - <18 19 - 25
FD >24 - <24 26 - 32
CN > 18 - <18 = 19-25
TE >22 19-21 <19 § 23 -31
SXT >17 14-16 <14 E 26 - 32
cip >20 - <20 § 21-27
DA >22 19 -21 <19 § 23-29

E >21 18 - 20 <18 - 23-29
TOB >18 - <18 20 - 26

Além do teste de difusdo dos discos em gelose, foi também realizada a determinagdo da
CMI para a vancomicina. Este ensaio foi efetuado pelo método de macrodilui¢ado em meio
liquido, seguindo-se as recomendag¢des do CLSI (Anexo VII). Utilizou-se uma solugdo
de vancomicina a 16ug/ml e, como controlo de qualidade, a estirpe S. aureus ATCC
29213. Os critérios de suscetibilidade e validagdo, definidos pelo CLSI, encontram-se

resumidos na Tabela 16.

Tabela 16 - Critérios de suscetibilidade e valida¢do da vancomicina

Controlo de Intervalo de
Antibiotico Sensivel Intermédio Resistente
Qualidade aceitacio
S. aureus ATCC
Vancomicina <2 4-8 >16 0,5-2
29213

3.3.6. Determinacio da sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos

Métodos de Identificacao utilizados

Dado que se utilizaram varias metodologias para identificacao do S. aureus e MRSA, foi
possivel fazer a comparacao da sensibilidade e especificidade entre elas. Deste modo,
para a identificacdao do S. aureus, a comparagdo foi feita entre o teste da coagulase em
tubo, API® Staph e gPCR. Relativamente aos MRSA, a comparag¢io dos parametros foi
feita entre o teste da difusdo dos discos em gelose, teste de screening em gelose de

Mueller-Hinton com oxacilina 6pg/ml, MRSA ID e qPCR.
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Assim, definiu-se o termo sensibilidade como a capacidade do teste identificar
corretamente os isolados positivos e o termo especificidade como a capacidade do teste
identificar corretamente os isolados negativos. Relativamente aos valores preditivos,
definiu-se o Valor Preditivo Positivo (VPP) como a probabilidade de detetar um resultado
verdadeiramente positivo dentro do universo de resultados positivos e o Valor Preditivo
Negativo (VPN) como a probabilidade de detetar um resultado verdadeiramente negativo
dentro do universo de resultados negativos (Akobeng, 2007). As férmulas utilizadas no

calculo dos pardmetros em causa foram:

Sensibilidade = Verdadeiros Positivos / (Verdadeiros Positivos + Falsos Negativos);
Especificidade = Verdadeiros Negativos / (Verdadeiros Negativos + Falsos Positivos);
VPP = Verdadeiros Positivos / (Verdadeiros Positivos + Falsos Positivos);

VPN = Verdadeiros Negativos / (Verdadeiros Negativos + Falsos Negativos).
3.4. Etica e Confidencialidade

Os dados pessoais dos alunos, recolhidos durante o estudo, foram tratados com um cédigo
alfanumérico atribuido pela equipa de investigacdo no decorrer da realizagao do
questionario. Assim, manteve-se a privacidade dos participantes e a confidencialidade
dos dados recolhidos. O coédigo atribuido era constituido pela turma do aluno e por um

numero de identificacdo aleatorio (e.g. 01, 02).

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica do ISCSEM (27 de
Maio de 2013). As Declaragdes de Consentimento Informado, depois de finalizado o

estudo, foram entregues a esta comissao, juntamente com o parecer emitido pela mesma.

3.5. Analise dos dados

A andlise dos dados foi feita recorrendo ao programa estatistico /BM SPSS Statistics v.
20,0. Foi feita uma analise descritiva de variaveis categoriais e escalares. As varidveis
categoriais foram analisadas recorrendo-se as frequéncias relativas e absolutas. Ja as
variaveis escalares foram analisadas através de medidas de tendéncia central (média,
moda e mediana) e medidas de dispersdo (desvio-padrao, maximo e minimo). Procedeu-
se, ainda, a estatistica bivariada para responder aos testes de hipdteses estabelecidos,
recorrendo-se a testes ndo paramétricos (qui-quadrado simples). Considerou-se para todos

os testes efetuados um IC de 95%.
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As curvas de Melt foram realizadas com recurso ao programa Rotor Gene v. 6.1.93. Os
resultados obtidos através do qPCR foram meramente qualitativos, ou seja, pesquisou-se,
apenas, a presenca do gene em estudo. Assim, os resultados das amostras analisadas

foram comparados com o padrao de Melt do controlo positivo, utilizado em cada ensaio.
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Capitulo 4 — Resultados e Discussio

4.1. Caracterizaciao Sociodemografica da Amostra

Como referido na sec¢do 3.2.3, a amostra em estudo foi constituida por 25 alunos
portadores de S. aureus. Apesar disso, 3 deles nao responderam ao questionario, pelo que,
apenas, foi possivel contabilizar as respostas de 22 alunos. Assim, a caracterizagao
sociodemografica foi feita com recurso a dois parametros: sexo ¢ idade dos alunos. Na
amostra estudada, verificou-se, entdo, que 72,7% (n = 16) dos alunos eram do sexo

feminino (Tabela 17).

Tabela 17 - Distribui¢ao da amostra por sexo

Sexo n Percentagem (%)
Masculino 6 27,3
Feminino 16 72,7
Total 22 100
Missing values 3 -

De acordo com a literatura, normalmente, os individuos que constituem as amostras
obtidas, de cursos na area da saude, sdo do sexo feminino e, como tal, os resultados
obtidos corroboram esse facto (Du et al., 2011; Shen, Akoda, & Zhang, 2013). Além
disso, em Portugal, existem mais individuos do sexo feminino matriculados no ensino
superior, demonstrando, assim, uma tendéncia para a existéncia de mais mulheres em

cursos de saude, como ¢ o caso do MICF (PORDATA, 2013).

Relativamente a idade dos alunos, verificou-se que a média foi, aproximadamente, 22
anos (DP = 3,415), estando compreendidas entre um minimo de 20 e um maximo de 34
anos. Tratando-se da analise de um ano curricular especifico, ¢ normal que as idades
sejam muito proximas, ndo sendo possivel fazer elagdes sobre a existéncia de uma relagdo
estatisticamente significativa entre a colonizagdo nasal por S. aureus e a idade do

portador.

Pretendeu-se, também, estudar se existia alguma relacdo entre o sexo do aluno e a
colonizacdo pela bactéria em causa, ou seja, colocou-se a hipotese de um dos sexos ter
maior propensdo a colonizacdo por S. aureus que o outro. Assim, verificou-se que ndo

existe qualquer relagdo entre as duas variaveis, ou seja, a coloniza¢do nasal pelo
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microrganismo parece ocorrer de forma independente do sexo do aluno (p = 0,091)

(Tabela 18). Deste modo, rejeita-se a hipdtese alternativa colocada para a Questao 1, na

seccao 2.2.

Tabela 18 - Associagdo entre a colonizagdo nasal por S. aureus e o sexo do aluno

Colonizagdo nasal por S. aureus
Sexo Total D
Sim Nao
6 5 11
Masculino
(54,5%) (45,5%) (100,0%)
16 3 19
Feminino 0,091
(84,2%) (15,8%) (100,0%)
22 8 30
Total
(73,3%) (26,7%) (100,0%)

Segundo um estudo conduzido por Miller et al. (2009), a relagdo entre as duas variaveis
mencionadas foi estatisticamente significativa (p = 0,003), sendo o sexo masculino mais
associado a colonizagdo nasal por esta bactéria. Contudo, a amostra analisada era muito
heterogénea, comparativamente a amostra do presente estudo. Através dos resultados
obtidos, neste estudo, poder-se-ia supor que a colonizacao poderia estar mais associada

ao sexo feminino, dada a propor¢do de casos positivos vs. casos negativos.
4.2. Caracterizacao da prevaléncia de S. aureus na populacio estudada

Como ja referido na secg¢do 3.2.1., a populacdo em estudo eram 104 alunos. Desses,
apenas, 25 eram portadores de S. aureus, tendo-se estimado, assim, uma prevaléncia do
fenomeno de 24,04%. Estudos efetuados tém determinado prevaléncias do fenomeno que
variam desde 15,4% a 27%, tendo o resultado obtido corroborado os dados apresentados

pela literatura (Du et al., 2011; Wertheim et al., 2005).

Relativamente a caracterizagdo clinica dos portadores de S. aureus, verificou-se que
47,6% (n = 10) apresentavam historia de doencas do Trato Respiratorio Superior (TRS)
(Tabela 19).
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Tabela 19 - Presenca de Doengas do Trato Respiratorio Superior nos alunos portadores

Doencas TRS n Percentagem (%)
Sim 10 47,6
Nao 11 52,4
Total 21 100
”””””” Missing values | 4 o

Dos alunos que responderam afirmativamente a questdo anterior, procurou-se, entao,
saber quais as Doengas do TRS que apresentavam. Obteve-se, assim, que uma parte dos
alunos apresentava Rinite Alérgica (30,0%; n = 3), Sinusite (10,0%; n = 1) e Amigdalite
(20,0%; n = 2). A outra parte da amostra estudada, referiu apresentar duas ou mais
doengas, tendo-se obtido que 20,0% (n = 2) tinham Rinite Alérgica e Sinusite, 10,0% (n
= 1) apresentavam Rinite Alérgica e Amigdalite e, por fim, 10,0% (n =1) tinham Sinusite
e Amigdalite (Figura 15). Além disso, questionou-se os alunos sobre a presenga de
sintomatologia no dia da colheita, tendo, apenas, 2 alunos (9,1%) respondido
afirmativamente a esta questdo, enquanto os restantes 20 (90,9%) se encontravam

assintomaticos.

Sinusite + Amigdalite -10% (n=1)
Rinite Alérgica + Amigdalite 10% (m=1)
Rinite Alérgica + Sinusite _l 20% (n=2)
Amigdalite - 20% (n=2)
Sinusite - 10% (n=1)
Rinite Alérgica — 30% (n=3)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Percentagem (%)

Figura 15 - Doengas do TRS apresentadas pelos portadores de S. aureus

Na sec¢do 2.2., colocou-se a hipotese de a colonizagdo por S. aureus estar relacionada
com a existéncia de doengas do TRS, ou seja, um individuo com, por exemplo, Sinusite
ter maior probabilidade de estar colonizado com a bactéria em estudo. Assim, verificou-

se que a propor¢dao de alunos com historia de doengcas do TRS foi substancialmente
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superior no grupo de alunos colonizados. Contudo, esta diferencga nao foi estatisticamente
significativa (p = 0,092), ndo se podendo rejeitar a hipdtese nula. Os resultados

encontram-se descritos na Tabela 20.

Tabela 20 - Associagdo entre a colonizagdo por S. aureus ¢ a historia de existéncia de doengas do TRS

Historia de Colonizagdo nasal por S. aureus
Total D
doencas do TRS Sim Nao
10 1 11
Sim
(90,9%) 9,1%) (100,0%)
11 7 18
Nao 0,092
(61,1%) (38,9%) (100,0%)
22 8 29
Total
(72,4%) (27,6%) (100,0%)

Geralmente, encontra-se, na literatura, que doencas do TRS, nomeadamente, a Sinusite,
estao associadas a colonizagdo nasal por S. aureus (Bischoff et al., 2013). Para além disso,
um outro estudo demonstrou que individuos com Rinite Alérgica conseguem disseminar
maior quantidade de bactérias no ambiente, sendo um importante reservatorio e foco de
surtos (Wertheim et al., 2005). A falta de associa¢do encontrada entre as duas variaveis,
no presente estudo, podera estar relacionada com a dimensdo da amostra. Contudo, o p
obtido podera sugerir que com uma dimensdo de amostra superior, os resultados

coincidam com o descrito na literatura.

Avaliou-se, também, mais dois pardmetros com importancia para a colonizagdo por S.
aureus, nomeadamente: a exposicdo a UPCS, nos ultimos 6 meses, e utilizacdo de

antibioterapia, nos ultimos 2 meses.

Em relagdo ao primeiro parametro, verificou-se que a maioria dos alunos portadores de
um isolado de S. aureus, ou seja, 68,2% (n = 15) esteve em contacto com uma Unidade

de Cuidados de Saude, nos ultimos 6 meses. A Tabela 21 resume os resultados obtidos.

Tabela 21 - Distribuigdo por exposig¢do as UPCS nos tltimos 6 meses

Exposicao as UPCS nos ultimos 6 meses n Percentagem (%)
Sim 15 68,2
Nao 7 31,8
Total 22 100
.~ Missingvalues | 3 -
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Dos alunos expostos, verificou-se que a UCPS mais descrita foi o Hospital (46,7%; n =
7), seguindo-se os Centros de Satude (20,0%; n = 3) e as Clinicas Privadas (6,7%; n=1).
Alguns portadores referiram ter recorrido a dois settings distintos, durante o periodo
mencionado: Hospital e Clinicas Privadas (13,3%; n = 2); Hospital e Centros de Satude

(13,3%; n =2). A Figura 16 resume os resultados obtidos.

= Hospital

= Centros de Satde
m = Clinicas Privadas
Hospital + Centros de Satde

= Hospital + Clinicas Privadas

Figura 16 - UPCS frequentadas pelos alunos nos ultimos 6 meses

A literatura descreve que a exposicao a Unidades de Prestagdao de Cuidados de Saude, nos
ultimos 12 meses, ¢ um importante fator de risco que contribui para a colonizagdo por S.
aureus. Além disso, a aquisi¢do deste microrganismo, a nivel hospitalar, tem grande
implicagdo na escolha da antibioterapia, dada a multirresisténcia apresentada por essas
estirpes bacterianas (Du ef al., 2011; Shen et al., 2013; Wertheim et al., 2005). Assim,
uma possivel modificagdo poderia ser feita ao questionario desenvolvido, adicionando-se
uma questdo relativa ao motivo da exposi¢do (e.g. internamento, cirurgia, consulta ou
visita). Deste modo, poder-se-ia fazer elagdes sobre o tempo que o aluno esteve exposto
e, assim, verificar a existéncia de uma associacao estatisticamente significativa entre as

variaveis.

A utilizag¢do de antibioterapia ¢ considerado um importante fator na colonizagdo por S.
aureus (Bischoff et al., 2013; Rasamiravaka et al., 2013). Assim, verificou-se que,
apenas, 19,0% (n = 4) dos alunos colonizados utilizaram antibioterapia nos ultimos 2

meses. Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 22.
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Tabela 22 - Distribuigdo pela utilizagdo de antibioterapia nos ultimos 2 meses

Exposicdo a antibioterapia nos ultimos 2 meses n Percentagem (%)
Sim 4 19,0
Ndo 17 81,0
Total 21 100
""""""""""""""""""""" Missing values | 4 | o

Dos antibitticos utilizados, observou-se que 25,0% (n = 1) dos portadores utilizaram
Fosfomicina e outros 25,0% (n = 1) Amoxicilina + Acido Clavulanico. Contudo, um dos
alunos, que respondeu afirmativamente a questdo, ndo sabia o nome comercial nem a DCI
do antibiotico utilizado. Um outro aluno, apenas, referiu ter utilizado um antibidtico para

erradicagao de Helicobacter pylori. A Figura 17 detalha os resultados descritos.

100
~ 80
9},
g 60
I0)
8
5 25% (n=1)
o 40 B
259 =1
% %@=1) 25% (n=1) .
20 25% (n=1)
0
Fosfomicina
Amoxicilina +
Acido Desconhecido
Clavuldnico Antibidtico
para
erradicacdo de
H. pylori

Figura 17 - Antibioterapia utilizada pelos portadores de S. aureus

Pretendeu-se, ainda, estudar se existe uma associagao entre a exposi¢ao aos antibidticos,
nos ultimos dois meses, e a colonizagdo nasal por S. aureus. Assim, verificou-se que a
colonizagdo por este microrganismo parece ocorrer de forma independente da utilizagao
de antibioterapia, nos ultimos 2 meses (p = 0,282). Deste modo, ndo ¢ possivel rejeitar a
hipotese nula colocada para a Questdo 3, da seccao 2.2. Os resultados obtidos encontram-

se descritos na Tabela 23.
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Tabela 23 - Associagdo entre a exposigdo a antibioterapia e a colonizagdo nasal por S. aureus

Exposicio a Colonizacdo nasal por S. aureus
Total P
antibioterapia Sim Nao
4 3 7
Sim
(57,1%) (42,9%) (100,0%)
17 5 22
Nao 0,282
(77,3%) (22,7%) (100,0%)
21 8 29
Total
(72,4%) (27,6%) (100,0%)

A falta de associacdo encontrada entre as duas variaveis deve-se, essencialmente, ao
mesmo motivo ja referido para as outras hipdteses ja testadas. A utilizagdo de
antibioterapia tem implicagdes, ndo s6 ao nivel da colonizagdo nasal, mas, também, na

emergéncia de resisténcias (Miller et al., 2012).

4.3. Caracterizacao da prevaléncia de S. aureus Resistentes a Meticilina (MRSA)

Para além de se estimar a prevaléncia de colonizagao por S. aureus, pretendeu-se, ainda,
determinar a prevaléncia de colonizagdo nasal por MRSA. Assim, dos 25 alunos
colonizados por Staphylococcus aureus, apenas, 1 deles apresentava um isolado de
MRSA. Deste modo, a prevaléncia estimada, na populacdo em estudo, foi 0,96%.
Segundo a literatura, a prevaléncia de colonizagao nasal por MRSA ¢ relativamente baixa,
variando entre 1 e 8% (Rasamiravaka et al., 2013). Um estudo conduzido por Shen et al.
(2013), em estudantes universitarios, estimou uma prevaléncia do fenomeno de 0,65%,
estando, por isso, o valor encontrado, no presente estudo, de acordo com o que ¢ descrito
na literatura. O estudo mencionado foi realizado com recurso a uma metodologia
laboratorial semelhante a utilizada e, por isso, confere maior confianga na comparagao
dos dados. No entanto, a populacdo utilizada, no referido estudo, era, essencialmente, de

raga negra e o estudo foi realizado nos EUA, o que impede uma comparagdo mais fiavel.

Como apenas 1 aluno se encontrava colonizado por MRSA, ndo foi possivel estudar a
existéncia de uma associacdo estatisticamente significativa entre a colonizacdo nasal por
este patogéneo e as variaveis estudadas na sec¢do anterior. Assim, ndo foi possivel colocar

e responder as questdes para a colonizag@o nasal por MRSA.
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A partir do questionario do referido aluno, ndo seria possivel classificar o isolado de
MRSA como CA-MRSA ou HA-MRSA. Apesar de o ultimo nao ter sido exposto a
UPCS, nos ultimos 6 meses, a maioria dos questiondrios avaliam essa exposi¢do num
periodo de 12 meses, visto que ¢ o critério definido para a classificagio do HA-MRSA
(Anderson, 2013). Assim, este critério torna a classifica¢do epidemiologica dificil de ser
aplicada, dado que ¢ quase impossivel um individuo nao recorrer a uma Unidade de

Cuidados de Saude no espago de 1 ano.

A colonizagdo por este patogéneo representa um fator de risco para subsequente infe¢ao
que possa surgir no portador, aquando de um internamento ou cirurgia e, além disso, os
portadores desta bactéria podem facilmente dissemina-la no ambiente e, assim, introduzi-

la nos diversos settings onde se encontrem (Gorwitz et al., 2008).

4.4. Estudo da presenca do gene que codifica a Panton-Valentine Leukocidin (PVL)
nos isolados de MSSA e MRSA

Antes de se proceder a pesquisa do gene em causa nas amostras em estudo, foi necessario
construir uma curva padrao, validando, assim, o ensaio. Deste modo, obteve-se os
seguintes parAmetros: coeficiente de correlagido de Pearson (1?) de 0,992; declive igual a
-3,01; e eficiéncia de reacdo de 114,78% (Figura 18). Dado que se trata de um ensaio
meramente qualitativo, as exigéncias de validacdo nao sdo tio restritas, podendo alguns
parametros ndo estar dentro dos intervalos 6timos. Porém, a diferenca entre os valores

obtidos e os tedricos ndo pode ser muito marcada.

Cr

1000 1001 1002 1003 1004 1005 1006 1007 1 D";CIB
Concentragdo (UFC/ml)

Figura 18 - Curva padrdo de otimiza¢do do ensaio para o gene lukS-lukF

A avaliacdo da presenca do gene foi feita por comparacdo com o padrao de Melt do
controlo positivo utilizado (S. aureus PVL-positivo). Deste modo, obteve-se uma

temperatura de melting (Tm) de 81,2 °C (intervalo: 76 a 88,5°C). Relativamente ao
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controlo negativo, a amplificacdo deu-se a um Cr de, aproximadamente, 36, sendo, por
isso, desprezado o significado deste valor, tratando-se, apenas, de uma associagao
inespecifica de fragmentos de &cidos nucleicos e dai a emissdo de fluorescéncia. Esta
curva deveria ter sido realizada em todos os ensaios em que se testaram as amostras, mas
tal ndo foi realizado de forma a cortar nos custos e, também, devido ao facto de se tratar

de um ensaio de detecdo e ndo de um ensaio quantitativo.

Relativamente a pesquisa do gene nas amostras em estudo, verificou-se que dos 25
isolados, nenhum apresentava o gene em causa e, por isso, ndo eram produtores de PVL.
Apenas um dos isolados apresentou um pico de Melt, mas, apesar disso, nao era
sobreponivel com o do controlo positivo, sendo, por isso, considerado negativo (Figura
19). Além disso, o seu Ct foi na ordem dos 34, sendo ja considerada uma zona de

amplificacao de sequéncias inespecificas.
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Figura 19 - Curva de Melt do gene PVL

Geralmente, os isolados que colonizam as fossas nasais anteriores, ndo contém este gene
e, por isso, os dados obtidos estdo de acordo com a literatura descrita. Este fator de
viruléncia parece estar mais associado a isolados bacterianos responsaveis por doenga,
demonstrando uma viruléncia superior aos isolados que se obtém dos portadores sdos.
Contudo, e dado que a transferéncia destes genes se faz de forma horizontal entre as
bactérias, ¢ de extrema importadncia o seu screening (Johnsson, Molling, Stralin, &

Soderquist, 2004; Munckhof et al., 2009).
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4.5. Estudo do perfil de suscetibilidade aos antibidticos dos isolados bacterianos

O teste de difusdo dos discos em gelose (método de Kirby-Bauer) foi um dos ensaios
utilizados para determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados obtidos.
Numa primeira fase, realizou-se o ensaio com recurso as estirpes de S. aureus ATCC
29213 e 25923, por forma a validar o método. Os resultados obtidos encontram-se

descritos na Tabela 24.

Tabela 24 — Validacdo do ensaio do teste de difusdo dos discos em gelose

A - CLSI
Antibiotico Diametro do halo (mm) Controlo de Qualidade ‘ Intervalo de aceitacido
P 30 S. aureus ATCC 25293 ‘ 26 - 37
B — EUCAST
TGC 22 19-25
FD 28 26 - 32
CN 20 = 19-25
DN
N
TE 26 8 23-31
SXT 27 ; 26 - 32
CIP 24 g 21-27
DA 26 8 23-29
1%
E 25 23-29
TOB 20 20 - 26

Depois de validado, procedeu-se, entdo, a determinacao da suscetibilidade dos isolados
bacterianos aos antibioticos utilizados. Assim, verificou-se que a maioria dos isolados
eram sensiveis aos seguintes antibioticos: TOB (91,7%; n =22), TE (95,8%; n =23), CIP
(100,0%; n = 24), FD (100,0%; n = 24), TGC (100,0%; n = 24) e DA (95,8%; n = 23).
Relativamente a CN, SXT e E, registou-se uma resisténcia consideravel, sendo o valor
obtido, para a CN e E, de 20,8% (n = 5) e, para o SXT, de 16,7% (n = 4). O tltimo
antibidtico mencionado, foi o tinico em que se registou uma suscetibilidade intermédia de
4,2% (n = 1). Finalmente, a P foi o antibiético com maior taxa de resisténcia, tendo-se
obtido um valor de 79,2% (n = 19), como seria de esperar. A Figura 20 detalha os

resultados obtidos para cada antibiotico testado.
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Figura 20 - Suscetibilidade aos antibidticos — Teste de Kirby-Bauer

A determinagdo da CMI da vancomicina, como ja referido na secc¢do 3.3.5., foi realizada
com recurso ao método da macrodiluicdo em meio liquido. Assim, foi realizado um
primeiro ensaio com a estirpe de controlo de qualidade (S. aureus ATCC 29213) para a

validagdo do método. Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 25.

Tabela 25 — Validacdo do ensaio para determina¢do da CMI da vancomicina

Antibiotico ‘ CMI determinada ‘ Controlo de Qualidade ‘ Intervalo de aceitagdo

Vancomicina ‘ 1pg/ml ‘ S. aureus ATCC 21293 ‘ 0,5-2

A CMI média, determinada experimentalmente, foi de 1,92 pg/ml (DP = 0,282) e o
minimo e maximo de 1 e 2 pg/ml, respetivamente. Deste modo, verificou-se que todos os
1solados bacterianos testados eram sensiveis a vancomicina, antibiotico de 1* linha em
infegOes causadas por MRSA. A sensibilidade encontrada para a vancomicina tem sido
de 100,0%, estando, assim, o valor obtido de acordo com a literatura (Wang et al., 2008).
O MRSA encontrado apresentava resisténcia, apenas, aos antibidticos B-lactdmicos e
Eritromicina e, como tal, poderia classificar-se o isolado obtido como CA-MRSA, tal
como dois isolados obtidos num estudo conduzido por Shen et al. (2013). Contudo, dado
que nao se procedeu a tipagem do SCCmec, ndo se poderia afirmar que se trata

efetivamente de um CA-MRSA, visto que, como mencionado na sec¢ao 1.3.2.2., a cassete
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do tipo I, também, contém resisténcia exclusiva a esta classe de antibidticos e esta

associada a estirpes isoladas no setting hospitalar.

Em relagdo aos restantes antibidticos, o perfil de resisténcia determinado est4 de acordo
com o descrito na literatura para isolados de colonizagdo. (Du et al., 2011; Fluit, Wielders,
Verhoef, & Homer, 2001). A Clindamicina ¢ um dos antibioticos mais utilizados no
tratamento de infegdes da pele e tecidos moles causadas por CA-MRSA, mas, apesar
disso, a utilizacdo deste antibidtico em Portugal ¢ muito reduzida (Adriaenssens et al.,
2011; Shen et al., 2013). Assim, ¢ justificavel a baixa resisténcia encontrada para este
antibiotico. A emergéncia de estirpes resistentes aos antibioticos ¢ uma problematica atual
e estd relacionada com a ma utilizacdo da antibioterapia e a sua obtencdo sem receita
médica, sendo este fendmeno pouco monitorizado a nivel de ambulatério (Miller et al.,

2009).

Geralmente, a definicdo de Multirresisténcia aos Antibioticos utilizada é: bactéria que
seja resistente a 3 ou mais classes de antibioticos (Magiorakos et al., 2011). Verificou-se
que dois isolados de MSSA (8,0%) apresentavam resisténcia a 3 ou mais classes de
antibioticos, podendo ser classificados como multirresistentes, sendo que apenas um dos
portadores esteve em contacto com UPCS e nenhum deles utilizou antibioterapia nos
ultimos 2 meses. Estes dois alunos estdo, assim, mais suscetiveis a falha terapéutica em
caso de infecdo por essas estirpes (Tabela 26). Um estudo realizado na Nigéria, em
estudantes universitarios e aldeds, demonstrou que 52,5% dos isolados nasais foram
classificados como multirresistentes aos antimicrobianos, sendo, que dessa percentagem,

12,5% eram resistentes a 4 classes de antibidticos (Onanuga & Temedie, 2011).

Tabela 26 — Isolados bacterianos multirresistentes aos antimicrobianos

Utilizacdo de
Isolados Classes de antibioticos as quais sdo Exposicao as UPCS
antibioterapia nos
bacterianos resistentes nos ultimos 6 meses
ultimos 2 meses

Aminoglicosideos, Cotrimoxazol, )
T1 7 ) o Sim Nao
Macrolidos e Penicilinas

Aminoglicosideos, Tetraciclinas, Penicilinas . .
75 9 ) ] ) Nao Nao
e intermédio ao Cotrimoxazol
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4.6. Comparacgio da sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos varios

métodos de identificaciao utilizados
4.6.1. Identificacao de S. aureus

Para a identificacdo do S. aureus utilizaram-se trés ensaios: teste da coagulase em tubo,
API® Staph e pesquisa do gene nuc por qPCR. Este tltimo método foi utilizado como
teste padrdo, possibilitando, assim, a comparacdo dos pardmetros em estudo para os
varios métodos de identificacdo utilizados. Com o teste da coagulase em tubo, obtiveram-
se 24 resultados verdadeiramente positivos e 1 falso negativo, estimando-se, assim, uma
sensibilidade de 96,0%. Relativamente a especificidade, obteve-se um valor de 100,0%,
tendo identificado corretamente os 11 resultados verdadeiramente negativos.

Adicionalmente, o VPP obtido foi de 100,0% (24/24) e o VPN de 91,67% (11/12).

Com o API® Staph obtiveram-se 22 resultados verdadeiramente positivos e 3 resultados
falsos negativos. Deste modo, estimou-se que a sensibilidade deste método foi de 88,0%.
Em relacdo a especificidade, o ensaio identificou corretamente 10 resultados negativos e
1 falso positivo, obtendo-se, assim, um valor de 90,9%. Além disso, o VPP obtido foi de

95,65% (22/23) ¢ 0 VPN de 76,92% (10/13).

Antes de se proceder a pesquisa do gene nuc nos isolados bacterianos, foi necessario
construir uma curva de calibragdo para valida¢do do ensaio de qPCR. Assim, obtiveram-
se os seguintes parametros de validacdo: coeficiente de correlacio de Pearson (1) de

0,999; declive igual a -2,30; e eficiéncia de reacao de 172,42% (Figura 21).

Cr

1000 101 10702 1003 10704 1005 10M6 1007

Concentragdo (UFC/ml)

Figura 21 - Curva padrdo de otimizag¢do do ensaio para o gene nuc

A avaliacdo da presenca do gene foi feita por comparagdo com o padrao de Melt do

controlo positivo utilizado (S. aureus ATCC 29213). Deste modo, obteve-se uma
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temperatura de melting (Tm) de 78,93 °C (intervalo: 78,8 a 86,2°C). Relativamente ao
controlo negativo, a amplificacdo deu-se a um Cr de, aproximadamente, 30, sendo, por
isso, desprezado o significado deste valor, tratando-se, apenas, de uma associagdo

inespecifica de fragmentos de acidos nucleicos e dai a emissdo de fluorescéncia.

Este ensaio identificou corretamente os 25 isolados de S. aureus e os 11 ECN, estimando-
se, assim, uma sensibilidade, especificidade e valores preditivos de 100,0%. A Figura 22
ilustra a curva de Melt do gene nuc, identificando o controlo positivo e negativo e as

amostras positivas.
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Figura 22 - Curva de Melt do gene nuc

A Tabela 27 resume os valores de sensibilidade, especificidade e valores preditivos (VPP
e VPN) obtidos para os varios métodos de identificacdo de S. aureus utilizados neste

estudo.

Tabela 27 — Comparagdo da sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos ensaios de

identificagdo de S. aureus

Meétodo Sensibilidade (%) | Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)
Teste da coagulase em tubo 96,0 100,0 100,0 91,67
API® Staph 88 90,9 95,65 76,92
qPCR 100,0 100,0 100,0 100,0
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Segundo Brown et al. (2005), a sensibilidade e especificidade dos testes de identificacao
bioquimica sao superiores aos valores obtidos para o teste da coagulase em tubo. Contudo,
os resultados estimados, no presente estudo, ndo estdo de acordo com esses dados,
demonstrando que o teste da coagulase em tubo ¢ preferivel, ndo so6 pela sensibilidade e
especificidade determinadas, mas, também, por ser bem mais econdémico e de facil
execuc¢ao, face as galerias de identificagdo bioquimicas. Assim, este ensaio ¢ altamente
recomendado para identificag@o de rotina do S. aureus tal como ja descrito por Brown et
al. (2005). O qPCR ¢ o método mais sensivel e especifico, sendo utilizado, na maioria
das vezes, como alternativa para confirmacgdo de resultados inconclusivos, sendo, no

entanto, bastante mais dispendioso que os anteriores (Brown ef al., 2005).
4.6.2. Identificacio de MRSA

A identificacdo dos isolados de MRSA foi feita com recurso a quatro ensaios: meio
cromogéneo (MRSA ID), teste de difusdo dos discos em gelose, teste de screening em
gelose de Mueller-Hinton com oxacilina 6pg/ml e pesquisa do gene mecA por qPCR.
Para os trés ultimos ensaios, utilizou-se como controlo positivo, a estirpe S. aureus ATCC
43300, de forma a identificar corretamente os isolados positivos. Relativamente aos
controlos negativos, utilizaram-se o S. aureus ATCC 29213 e E.coli ATCC 10536. E
importante, ainda, referir que, tal como mencionado na sec¢do anterior, o qPCR foi
utilizado como teste padrao, de forma a possibilitar a comparagdo dos pardmetros entre

os varios teste de identificacdo utilizados, visto ser o0 método mais sensivel e especifico.

O meio MRSA ID permitiu a identificacdo direta do isolado bacteriano, através da
coloragdo verde/turquesa, caracteristica das colénias de MRSA (Figura 23). Deste modo,
obteve-se 1 resultado verdadeiramente positivo e nenhum falso negativo. Estimou-se,
assim, uma sensibilidade de 100,0%. Relativamente a especificidade, o valor encontrado
foi de 73,9%, tendo-se obtido 17 resultados verdadeiramente negativos e 6 falsos
positivos. Além disso, obteve-se um VPP e um VPN de 14,29% (1/7) e 100,0% (17/17),

respetivamente.
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Figura 23 - Coloracgdo carateristica das colonias de MRSA em MRSA ID

Em relacdo ao teste de difusdo dos discos em gelose, utilizaram-se dois discos de

antibioticos: oxacilina e cefoxitina. Os resultados obtidos encontram-se descritos na

Figura 24.
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Figura 24 - Resultados do teste de suscetibilidade a oxacilina e cefoxitina

Assim, verificou-se que tanto a oxacilina como a cefoxitina identificaram corretamente o
unico isolado de MRSA obtido e nenhum falso negativo foi obtido, estimando-se uma
sensibilidade de 100,0% para ambos. Contudo, com o disco de oxacilina, obtiveram-se 6

resultados falsos positivos e 19 verdadeiramente negativos, estimando-se uma
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especificidade de 82,6%. Relativamente a cefoxitina, obtiveram-se 23 resultados
verdadeiramente negativos, sendo a especificidade determinada de 100,0%. Para além
disso, o VPP obtido, para a oxacilina, foi de 20,0% (1/5) e, para a cefoxitina, de 100,0%
(1/1). Em relagdo ao VPN, ambos os antibioticos apresentaram um valor de 100,0%

(19/19 — oxacilina — e 23/23 - cefoxitina).

Com o teste de screening em gelose de Mueller-Hinton com oxacilina 6pug/ml obteve-se
um resultado verdadeiramente positivo e nenhum falso negativo, estimando-se uma
sensibilidade de 100,0%. Em relacdo aos resultados verdadeiramente negativos, foram
identificados um total de 23 e nenhum falso positivo, tendo-se obtido uma especificidade

de 100,0%. Adicionalmente, obteve-se um VPP ¢ VPN de 100,0%

Antes de se proceder a pesquisa do gene mecA nos isolados bacterianos, foi necessario
construir uma curva de calibracdo para validagdao do ensaio de qPCR. Assim, obtiveram-
se os seguintes parametros de validagdo: coeficiente de correlagdo de Pearson (1) de

0,999; declive igual a -3,50; e eficiéncia de reagdo de 92,99% (Figura 25).
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Figura 25 - Curva padrdo de otimizacdo do ensaio para o gene mecA

A avaliagdo da presenca do gene foi feita por comparacdo com o padrao de Melt do
controlo positivo utilizado (S. aureus ATCC 43300). Deste modo, obteve-se uma
temperatura de melting (T») de 79,58 °C (intervalo: 79,2 a 80,0°C). Relativamente ao
controlo negativo, a amplificagdo deu-se a um Cr correspondente a regido onde se verifica
normalmente a associacdo inespecifica de fragmentos de DNA, tendo-se desprezado o

seu valor.
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Este ensaio identificou corretamente o Uinico isolado de MRSA e 0s 23 MSSA, estimando-
se, assim, uma sensibilidade, especificidade e valores preditivos (VPP e VPN) de 100,0%.
A Figura 26 ilustra a curva de Melt do gene mecA, identificando o controlo positivo e a

amostra positiva.
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Figura 26 - Curva de Melt do gene mecA

A Tabela 28 resume os valores de sensibilidade e especificidade obtidos para os varios

métodos de identificacdo de MRSA utilizados, neste estudo.

Tabela 28 - Comparagdo da sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos ensaios de identificagdo

de MRSA utilizados

Método Sensibilidade (%) Especificidade (%) | VPP (%) | VPN (%)
MRSA ID 100,0 73,9 14,29 100,0
Disco de Oxacilina 100,0 82,6 20,0 100,0
Disco de Cefoxitina 100,0 100,0 100,0 100,0
Screening em gelose de MH 100,0 100,0 100,0 100,0

com Oxacilina 6ug/ml

qPCR 100,0 100,0 100,0 100,0

E importante referir que a sensibilidade e VPP determinados, para os referidos ensaios,
se encontram sobrestimada e subestimada, respetivamente, devido ao facto de, apenas,
haver um isolado MRSA, niao sendo suficiente para uma correta estimativa deste

parametro. O teste de difusdo dos discos em gelose, utilizando a oxacilina, ¢ visto como
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um teste pouco sensivel e especifico, quando comparado com os restantes métodos de
identificacao. Tal facto podera estar relacionado com a hiperprodugdo de B-lactamases,
conferindo, assim, o fenotipo resistente ao antibiotico em causa (Mathews, Thomas,
Appalaraju, & Jayalakshmi, 2010). Diversos grupos de investigadores referem que a
utilizagdo do disco de Cefoxitina confere resultados que se correlacionam melhor com a
presenca do gene mecA, sendo um potente indutor do sistema regulador desse gene
(Mathews et al., 2010; Swenson et al., 2005). Em relacdo ao meio cromogéneo, MRSA
ID, espera-se que apresente uma elevada sensibilidade e especificidade, dada a
identificacdo direta a partir de amostras bioldgicas. Apesar disso, verificou-se que a
especificidade do método ficou aquém do que se esperaria encontrar, tendo-se verificado
na literatura valores superiores ao encontrado (Diederen ef al., 2006). Finalmente, o teste
de screening em gelose de Mueller-Hinton com oxacilina 6pg/ml permite confirmar o
resultado negativo obtido com o disco de oxacilina, dado que, por vezes, torna-se dificil

avaliar o diametro do halo obtido.

4.7. Limitacoes do Estudo

Este estudo apresenta varias limitagdes, sendo uma das principais referente aos
resultados. Estes representam uma amostra por conveniéncia, obtida de uma institui¢ao
de ensino, e, por isso, ndo podem ser generalizados para prever a prevaléncia em outras
instituicdes. O desenho de estudo utilizado é também uma importante limitagdo, nao
permitindo a diferenciagdo dos varios padrdes de colonizacao, dado que, apenas, se
colheu uma amostra num tnico momento do tempo. Adicionalmente, o facto de existir
uma escassez de estudos nesta 4area, em Portugal, também, contribui para a
impossibilidade de comparagao dos resultados obtidos, sendo, apenas, possivel comparar

com outros paises.

Uma das principais limitagdes, observada no decorrer da analise bivariada, foi o facto de
ndo se ter aplicado o questiondrio aos alunos ndo colonizados e, deste modo, a dimensao

da amostra ser reduzida (25 alunos), face a que se poderia ter obtido, ou seja, 104 alunos.

4.8. Pontos fortes do Estudo realizado

Depois de realizada uma revisao bibliogréfica, constatou-se que, tanto quanto sabemos,

sO existe um estudo portugués que inclui o tipo de populagdo estudada, ou seja, estudantes
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universitarios, sendo, por isso, o presente estudo inovador nesse aspeto (Marques,
Barbosa, Alves, & Moreira, 2010). Refere-se, ainda, que foi o primeiro isolado de MRSA
identificado em estudantes universitarios no distrito de Lisboa. Além disso, este estudo
permitiu, ndo sO caracterizar a prevaléncia de colonizacdo nasal, mas, também, a
correlacio da mesma com alguns dos fatores de risco descritos na literatura.
Adicionalmente, pesquisou-se o gene [ukS-lukF, cujo reconhecimento tem sido cada vez
maior na comunidade cientifica, dada a sua capacidade de causar sindromes severos.
Porém, poucos estudos tém sido realizados, em Portugal, para avaliar a sua presenga nos

1solados de colonizacao.

4.9. Perspetivas Futuras

No seguimento deste trabalho, a equipa de investigacdo gostaria de caracterizar
geneticamente o isolado de MRSA, através do método de MLST, e obter, também, nova

amostra biologica do aluno em questdo, com o intuito de seguir o estado de colonizacao.

Adicionalmente, ¢ adaptando a metodologia utilizada neste estudo, poder-se-ia realizar
um projeto com vista a estudar a prevaléncia de colonizagao nasal, por S. aureus e MRSA,
nos varios anos curriculares do MICF e, posteriormente, observar as variagdes entre eles,
particularmente nos alunos pos-estagio. Poder-se-ia, também, comparar com os restantes
cursos do ISCSEM, ou seja, analisar este fendmeno em todos os cursos desta instituicdo
e, posteriormente, comparar os dados obtidos. Assim, a proposta passa pela colheita de
amostras bioldgicas das fossas nasais anteriores e das maos, de forma a se poder estudar
a correlagdo existente entre a colonizacdo dos dois locais do organismo. Além disso, a
colheita deveria ser feita em varios momentos do tempo, permitindo, entdo, a distingdo
entre os trés tipos de padroes de colonizagdo. Adicionalmente, esta ltima ideia poderia
ter outro objetivo para além do mencionado, dado que analisando os contatos proximos
dos alunos portadores, poder-se-ia fazer elagdes sobre a dissemina¢do do microrganismo
entre dois ou mais alunos. Para confirmar o ultimo pressuposto, seria necessario, entao,

utilizar métodos de tipagem para verificar se o clone seria 0 mesmo.
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Capitulo 5 — Conclusoes

Neste estudo, verificou-se que 25, dos 104 alunos, se encontravam colonizados por S.
aureus e, apenas, um, dos 25 alunos, apresentava um isolado de MRSA. Assim, obteve-
se uma prevaléncia de colonizacdo nasal por S. aureus ¢ MRSA de 24,04% e 0,96%,
respetivamente. Adicionalmente, verificou-se que nenhum dos isolados bacterianos
apresentava o gene que codifica para a exotoxina PVL, sendo, por isso, concordante com

o descrito na literatura.

Em relagdo ao perfil de resisténcia, verificou-se que a maioria dos isolados bacterianos
eram sensiveis aos antibioticos testados, tendo-se obtido uma elevada taxa de resisténcia
a penicilina G e uma taxa moderada a gentamicina, cotrimoxazol e eritromicina, estando,
por isso, de acordo com o descrito para isolados de colonizagdo. Adicionalmente,
identificaram-se dois isolados bacterianos classificados como sendo multirresistentes aos

antibioticos.

Dos testes de identificagao utilizados, observou-se que o teste de coagulase em tubo ¢ um
excelente teste de rotina para a identificagdo de S. aureus e que a cefoxitina parece estar
a ganhar reconhecimento como teste de identificagdo de MRSA, sendo este ultimo facto
confirmado pelo presente estudo, dada sua utilidade na detecdo destas estirpes.
Adicionalmente, constatou-se que o teste de screening em meio de Mueller-Hinton com

oxacilina ¢ um bom teste de rastreio e barato.

Em suma, este estudo apresenta dados sobre a prevaléncia da colonizagdo nasal por S.
aureus ¢ MRSA em estudantes universitarios, tendo este fenomeno importancia, ndo sé
no posterior risco de infecdo no portador sdo, mas também na disseminagdo deste
patogéneo na comunidade. Além disso, e tratando-se de futuros profissionais de satde, a
importancia torna-se, ainda mais marcada, dado o risco de contaminagdo e disseminagao

num futuro local de prestacdo de cuidados de sade, nomeadamente um hospital.
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Anexo I — Declaracao de Consentimento Informado

Declaro saber que o Instituto Superior de Ciéncias da Satide Egas Moniz (ISCSEM), no
ambito da Unidade Curricular de Estagio — Trabalho Experimental de Investigacdo, esta
a realizar um estudo designado “Antimicrobial resistance profiles and presence of PVL
genes in nasal carriage isolates of Staphylococcus aureus ”, com os objetivos de estudar
a prevaléncia de Staphylococcus aureus na amostra, a prevaléncia de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA), a presenca do gene Panton — Valentine
Leukocidin (PVL) nos isolados de Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA)
e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e, ainda, estudar o perfil de

resisténcia aos antimicrobianos dos isolados.

Tendo aceite participar no estudo de investigagdo, declaro saber que a minha participagdo

consiste em:

1. Responder a um breve questionario que me sera feito pelo aluno que se
encontra a desenvolver o trabalho e/ou regente da Unidade Curricular de
Bacteriologia Médica;

2. Autorizar a utilizacdo do meu isolado bacteriano no estudo de investigacao
em questdo.

Compreendo que existem direitos e deveres que devo cumprir no decorrer do estudo em
que aceitei participar. Tenho o direito de poder desistir a qualquer momento do estudo e

de os dados que forneci serem tratados de forma confidencial.

Codigo de identificacdo do Aluno:

Turma:

(Assinatura do Aluno) (Assinatura do Investigador)



Anexo II — Questionario

Codigo ID do Aluno:

Turma:

1. Sexo: Masculino |:| Feminino |:|
2. Idade:
3. Tem historia de doencas do Trato Respiratorio Superior (TRS)?
Sim [_]
Nao |:|
3.1. Se respondeu sim, quais?
Rinite Alérgica l:l
Sinusite I:I
Amigdalite |:|
Outras I:I
4. Apresenta queixas no dia da colheita?
Sim [
Nao I:I

5. Este em contacto com Unidades de Prestacdo de Cuidados de Satude (UPCS) nos
ultimos 6 meses?

Sim []
Nao [

5.1. Se respondeu sim, que tipo de UPCS frequentou?
Hospital I:I Outros |:|
Centro de Saude I:I
Clinicas Privadas |:|

6. Fez algum tratamento antibiotico nos ultimos 2 meses?
Sim [_]
Nio [_]

6.1. Se respondeu sim, qual o antibiotico que utilizou?
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Qopl® Staph

de identificacio dos filococos; MiGrococos e

VD

INTRODUGAO E OBJECTIVO DO TESTE

O APl Staph ¢ um sistema padronizade para a
identificagdo dos géneros Staphylococcus, Mic cus e

PRECAUGOES DE UTILIZACGAO
- Para diagnéstico in vitro e conlrolo microbiolégico.

Kocuria que comporta mini-testes bioquimicos assim
eomo uma base de dados. A lista completa das bactérias
possiveis de identificar com esle sistema encontra-se no
Quadro de Identificagdio no final deste folheto informativo.

PRINCIPIO

A galeria AP Staph comporta 20 microtubos que contém
substratos desidratados. Os microtubos sa@o inoculados
com uma suspenséio bacteriana efectuada em API Staph
Medium que reconstitui os testes. As reacgdes
produzidas durante o periodo de incubagao traduzem-se
por alteracdes coloridas espontaneas ou reveladas pela
adigdo de reagentes.

A leitura destas reaccdes & faita com o Quadro de Leitura
e a identificagéo & feita com o Catalogo Analitico ou com
um sistema de identificagao.

Al TAGAO !
- 25 galerias APl Staph
- 25 caixas de incubacdo
- 25 ampaolas de AP| Staph Medium
- 25 fichas de resultados
- 1 folheto informativo

de 25 testes)

COMPOSIGAO
Galeria

A composigdo da galeria APl STAPH esta indicada no
quadro de leitura deste folheto informativo.

Meio
API Staph Extracto de levedura 059
Medium Baciopeptona
&6 ml (origem bovina/porcina) 10g
laCl 5g
Oligoelementos 10 mi
Agua desmineralizada q.b. 1000 mi
pH:70-74

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO
FORNECIDOS

Reagentes
- Oleo de parafina (Ref. 70 100)
- Reagentes : VP 1 + VP 2 (Ref'. 70 422)
NIT 1 + NIT 2 (Ref®. 70 442)
ZYM A (Ref*. 70 494)
ZYM B (Ref. 70 493)
- McFarland Standard (Ref®. 70 900)
- Catélego Analitico API Staph (Ref. 20 590) ou
sistema de identificacsio apiweb TM (Ref? 40 011)
(consultar a bioMérietix)

Materiais
- Pipetas ou PSipetas
- Suporte para ampolas
- Protecter de ampola
- Equipamento geral de laboratério de bacteriologia

- para uso profi

- Este dispositivo contém componentes de origem animal.
O controle da origem e/ou do estado sanitario dos
animais n&c podem garantir de maneira absoluta que
estes produtos n3o contenham nenhum agente
patogénico transmissivel, € recomendado manipula-los
com as precaugBes de utilizag@o relativas acs produtos
potenciaimente infecciosos (n&oc ingerir; ndo inalar).

= As amostras, culturas bacterianas e pmdulos 5en|eadns

CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

As galerlas e meios conservam-se a 2°-8°C aié a data de
na emt

AMOSTRAS (COLHEITA/ICOLETA E PREPARACAQ)

O APl Staph nZo deve ser utilizado directamente em
ammslras de urlgem clmnca ou outras.

Os m identifi devemn primeiro ser
isolados num meio de cultura adaptado segundo as
técnicas habituais de bacteriologia.

PROCEDIMENTO
Preparagéo da galeria

e Juntar fundo e tampa de uma caixa de incubacdo e
distribuir cerca de 5 ml de agua destilada ou

devem ser considerados potencialmente i
manipulados de maneira apropriada. As le!;nn:.as
assépticas e as precaugdes habituais de manipulacao
para o grupo bacteriano estudado devem ser
respeitadas durante toda a manipulagao; consultar o
“CLSI M29-A, Protection of Labu.ra!oly Workers Fr-::m
Acquired
— Revlsén em vigor". Para mformagées complementares
sobre as precaughes de manipulac@o, consultar o
"Biosafety in Mioroblologxcal and Biomedical
Laboratories — CDC/NIH - Ultima edigdo”, ou a
regulamentac@o em vigor no pais de utilizac&o.
Nao utilizar os reagentes apés a data de validade.
* Antes da utili: de que a er
e os componentes n&o estdo danificados.
= N#o utilizar galerias que tenham sofrido uma alteragao
fisica: ctpula deformada, saqueta/sachet desidratante
aberta,
= Abrir cuidadosamente as
indicado :

ampolas, como abaixo

Colocar a ampola no protector de ampola.
- Segurar o conjunto verticalmente numa méao
(com a tampa branca para cima).
- Fechar correctamente a tampa.

—— - Pressionar horizontalmente com o polegar a
parte estriada da tampa de modo a partir a
extremidade da ampola.

- Retirar a ampola do protector de ampola &
guarde-o para uma posterior utilizag&o.
- Retirar delicadamente a tampa.
= O comportamento funcional apresentado & obtido com o
procedimento  indicado neste folheto informativo.
Qualquer desvio & metodologia pode alterar os
resultados.
= A interp dos resultados do teste deve ser

efectuada tendo em conta o contexto clinico ou outro, a

origem da amostra, os aspectos macro e microscopicos

da estirpe/cepa e, eventualmente, os resullados de
outros testes, especialmente, do antibiograma.

= E aconselhade efectuar um controlo de qualidade antes
de utilizar cada nova ampola de reagente ZYM B.

ia [ou qualquer agua sem aditive ou
derivados susceptiveis de libertar gazes (Ex : Ci,
C0z...)] nos alvéolos para criar uma atmosfera humida

« Inscrever a referéncia da estirpe/cepa na lingueta lateral
da caixa. (N&o inscrever a referéncia na tampa, esta
pode ser movida durante a manipulagao).

e Retirar a galeria da embalagem individual.

= Colocar a galeria numa caixa de incubacgfo.

Preparagéo do inéculo

e Efectuar uma pré-cultura em gelose Columbia com
sangue (ou Agar P) 18-24 H a 36°C + 2°C.

e Verificar se a estirpe/cepa pertence a familia dos
Micrococcaceae (morfologia, Gram, catalase...), bem
como a sua pureza.

= Abrir uma ampola de APl Staph Medium como indicado
no paragrafo "Precaugées de utilizacao".

« Preparar uma suspens@o bacteriana homogénea, de
opacidade equivalente a 0.5 de McFarland. Utilizar de
preferéncia culturas recentes (18-24 horas).

A suspensao deve ser utilizada imediatamente apés a
sua preparagao.

Inoculagéo da galeria

» Encher os tubos da galeria utilizando uma pipeta ou
uma PSlpeta com API Staph Medium semeada. Encher
unicamente os tubos e ndo as clipulas, sem ultrapassar
o nivel do tubo. Para evitar a formagac de bolhas no
fundo dos tubos, colocar a ponta da pipeta ou a PSipeta
de lado na cupula, inclinando ligeiramente a caixa de
incubagdo para a frente.

e Criar uma anaerobiose nos testes ADH e URE
enchendo as suas clUpulas com dleo de parafina para
formar um menisco convexo.

= Fechar novamente a caixa de incubacgado.

= Incubar a 36°C + 2°C durante 18-24 horas

LEITURA E INTERPRETAGAO
Leitura da galeria
< Ap6s incubacéo, ler as reacgdes consultando o Quadro
de Leitura adicionando 1 gota de cada um dos
reagentes seguintes :
- Teste VP : VP 1e VP 2.
Esperar 10 minulos. Uma cor rosa ou vieleta indica
uma reaccgio positiva. Uma cor rosa palida ou rosa
clara obtida apds 10 minutos deve ser considerada
negativa.
- Teste NIT:NIT 1 e NIT 2.
Esperar 10 minutos. Uma coloragéo vermelha indica
uma reacgao positiva
- Teste PAL: ZYM A e ZYMB (*).
Esperar 10 minutos. Uma coloragéo violeta indica
uma reacgdo positiva.
() E aconselhado controlar cada ampola de
reagente ZYM B antes da 1° utilizagéio.
Para isso, recomenda-se a utilizagéo da estirpe/cepa
ATCC 700404 indicada no paragrafo Controlo de
Qualidade para excluir qualquer reagente defeituoso.
= Anotar os resultados na ficha de resultados.
Teste de resisténcia a lisostafina
Determinar a resisténcia a lisostafina num meio Agar P
segundo o meétodo seguinte.
Semear por inundagao a superficie de uma gelaaa Agsr P
com uma suspensdo bacteriana de cerca de
germes/ml.
Deixar secar 10-20 min a 36°C = 2°C.
Depositar & superficie da gelose, uma gota de uma
solugio de lisostafina a 200 pg/ml.
Incubar 18-24 H a 35°-37°C.
Uma lise total ou sublotal da cultura bacteriana indica
uma sensibilidade a enzima.
Este teste constitui o 21° teste da galeria. E considerado
positivo em caso de resisténcia a lisostafina.
Interpretagdo
A identificacgo & obtida a partir do perfil numérico.
« Determinagéo do perfil numeérico :
Na ficha de resultados, os testes sfo separados por
grupos de trés e um valor 1, 2 ou 4 & indicado para
cada um. Adicionando em cada grupo os numMeros
correspondentes as reacgdes positivas, obtém-se 7
algarismos que constituem o perfil numérico.
» Identificagéo -
E‘ efectuada a partir da base de dados (V 4.1)
“ com o Catalogo Analitico
- Pesquisar o perfil numérico na hsla dowerﬁs
* com o si; de ider
- Introduzir manualmente no teclado o perfl numérico
com nameros.
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CONTROLO DE QGUALIDADE
O meios, galerias @ reagentes sic objecta de controlos de qualidade sistemalicos nas diferentes etapas do seu fabrico.
0 Controlo de GQualidade Winime pode ser utiizado parm verificar que ss condiges de armazenamento e de
transporie nEo liveram impacto no compaitameanio funcional da galera APl STAPH. Este conliolo pode sar sfectuade
sequinda as instrucdes & critérics esparados acima em relaglo ac raferencial CLSI MSD-A Cuality Control for
Cammercial Microbial |dentification Systems.
O confrolo pode ser efectuado ulilzando a estipefcepa Staphylococcus capitis ATCC™ 38681 para avaliar o
comportamenta funcional do tesie XYL Os estudos cfecluados pela bicMarieus demanstraram gue na galeris AP
STAFH, o teste XYL ¢ o leste mais sensivel. Ac efeciusr o conirolo, @ integridade da galeria pode ser werificada
utllizande a estirpe/cepa Staphylococcus capitis ATGC 35861,
Mo caso de Controlo de Qualidade Completo, & axigide para esta galera gue seja sfectusdo o teste com as trés
esliipes/icepas seguintes para verificar as reacgbes pesilivas & negstivas da maicria dos lestes da galaria APl 3TAFH.

1. Staphiylocacsis Capitls ATCC 35881 3. Slaphyiococcus lentus ATCC 700403
2. Sfaphylcaccus xylecus ATCC 700404
ATOO :  American Type Gulture Gollectien, 10801 University Boulevard, Manassas, WA 20910-2200, USA.

o [mw | fru | e | sal | s | aee | wes | oot | el wir | pal | we | rar | o | sac [ mea [ ues | aon | uRs
1. - + + + - - - v - - + - + - - — - - - .
2. = + + + + + + + f — + + W — + + - s = +
3 [ - ] + = + + + + + W + + W W + + + + e B it

= Este resultade pode varar em lungo do meio de cultura wlilizado.

Perfis obtidos apds cultura das estirpes/capas em gelose dea sangus cameire,

E de responsahilidade do utiizador assegurar que o contralo de qualldade & efectuado wm conformideds com a
legislagdo local em viger.

LIMITES DO TESTE

« (1 sistema AP Staph destina-ze a identiicago das
espécies mencionsdss na base de dados (consultar o
Quadra de Identificacio ne final do folheto informatived,
& apenas B estas, Mao pode ser utilizada para identificar
ouiros microrjanismos ou excluir 2 sua presanca.

= Devern apenas ser utiizadas culturas puras conlenda
um dnlco fipa de micrarganismo.

= Microcooos (Koouria

Foram testadas 171 estirpes/cepas de diversas origens

e estirpesicepas de colestdo pertencentos s sspaces

da base de dados ©

- B7,72% das estirpes/cepas foram  comectamente
identificadas (cam ou sem testes complamentares).

- 7,80 % das estirpes/cepas ndo foram ldentificadas.

- 4 &8 % das estirpesicepas foram mal idantificadas,

ELIMINAGAG DE RESIDUDS

Eliminar os resgantes utiiizades ou nio uiilizados, bem
coma o2 materais  descardveis  contaminados,  em
confarmidade com  oB  procadimentos  relativos sos
produtcs infecciosas au polendcalments infecciosos

E de responsabilidade de cade laboraténis gerir o=
residucs a os efluentes que este produz conscanta a sua
natureza e o seu perigo, & assegurar (ou fazer assegurar)
o tratamentc @ @ eliminacdo am conformidade com as
regulamentagbes aplicavais.

RESULTADOS ESPERADOS

Consullar o Quadro de |dentificagia no final doste folheto
informative para saber os resultados espensdos para as
diferentes reacgiies bioquimicas,

COMPORTAMENTO FUNCIONAL

= Estafilococos
Foram  lestadas 2104 westirpesicepas de diversas
origens e estirpesioopas de coleccdo pertencenies EES
aspacies da base de dados -
- 9749 % des estipesicepas foram  coroclaments

identificadas {com ou sem testes complementaras).

- 4,42 % das estirpasicepas nao foram identificadas.
- 3,09 %, das estirpesicepasz foram mal icdenlificadas.
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QUADRO DE LEITURA

TESTES GOT‘;?:E}"STEE l?"‘;:‘:*; REACCéES F EMZIMAS NEG.F\TIVROESUI-TF'UOPDSH'IVD |l
[+] Menhuem 3 Testemunha negativae vemmalha —_ 1

| @ C=alucoss 1.56 (Testemunho positive) (D-GLUsoze) :

FRLU O-fructoss 14 acidificagdo (D-FRUstose)

MNE D-mansss 1.4 acidificagio (O-ManhosE}

MAAL C-malosa 1.4 acidificacio (MALtosE)

LAC mg:;’f_lﬁnx? 14 | acaificagsn (LACtas=) wermelha * amarsin

TRE D-trahaloge 1,32 acidificagdo (O-TREhalose)

BAAR Deerizniled 1,24 acidificagdo (D-MAMNIto)

XLT wilitol 1.4 acidificagio (KiLTol

MEL D-melibicse 1,82 | acidificeyde (D-MELDiosa)

3 PIT 1 =+ WIT /10 min

NIT nitrato de polassio 0.08 Redugdo dos nitratos em nilitos incalor-rosa palida | weqmeino
_ ; ZYH fs + T B {10 min

FAL G-nanil fosfato 0.0244 | Fesfetass Alcalina amarels | viciots

: : WP 1472410 min
P Piruvsto de sodio 1,904 F{,‘;‘;‘;‘?ﬂrg:k?“f:‘l'] maill-carbing) incolor-ros plids violata-rosa

RAF D-rafinose 1,548 acidificagdo (RAFINosa)

XYl C-xilogs 1,4 acidificagdo ($1Lcsa)

SAC C-2acarcss 1,32 acidificagdo (SATaross) J—— Amarale

MBGG glu:)ﬁ:;:galda 128 gft;gg?:ﬂz;g:“:llﬂn-

MAG M-gcetil-glucosamina 1,28 acidificagio (M-Acatil-G lucosamina)
B A L-arqinina 1.204 | Argining DiHidrolase amareks laranja-verrnelbs

URE Lireia 0,76 UHEase jaune wermealho-violats

g leaten de acidificacdo devem ser lidos por comparagiio com os testemunhos negaliva () & positive (GLU.

~ Os testas MME & XLT podem ser laranjas, guanda cercados cu precedidos por testes positivos. Devern entao sar
considerados negativos.

» M5 quanbdades indicadas podem ser sjustadas em fungie das titulos das matdrias pnmas.

= Algumas copulas contém componentes de arigem animal, nomeadamenie peptonas.

PROCEDIMENT = [ER
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Anexo IV — Protocolo do Teste de screening em meio de oxacilina

Identificar os meios de cultura com a data em que foi realizado o ensaio e com o

Cod. ID do aluno;

Preparar a suspensao bacteriana, sendo que no final o indcuo deve conter 0.5 McF;

Inocular a gelose de Mueller-Hinton com oxacilina a 6pug/ml;

Incubar a 30 °C durante 24 horas;

Analisar a placa, pesquisando qualquer coldnia que tenha crescido.

Anexo V — Protocolo de Extracio: RTP® Bacteria DNA Mini Kit

Bactéria Gram — positiva:

*  Adicionar 400 pl Resuspension Buffer R 3 coldnia isolada e resuspender
com a pipeta;

®  Transferir a amostra para Extraction Tube L e levar ao vortex;

* Incubara 10 minutos a 37 2C. Depois com a amostra na placa, incubar a 65
2C durante 10 minutos;

Colocar Extraction Tube L na placa e incubar a 95 2C, durante 5 — 10 minutos;

Adicionar 400 pl Binding Buffer B6 e ir ao vortex;

Colocar a amostra RTA Spin Filter Set e vai a incubar 1 minuto. Centrifugar

12.000 rpm, durante 1 min. Descartar o filtrado e reposicionar para o Receiver

Tube;

Adicionar 500 pl Wash Buffer | e centrifugar a 10.000 rpm, durante 1 minuto.

Descartar o filtrado e reposicionar para o Receiver Tube;

Adicionar 600 pl Wash Buffer Il e centrifugar a 10.000 rpm, durante 1 minuto.

Centrifugar 3 x 3 maxima velocidade para eliminar o etanol;

Colocar RTA Spin Filter Set em um novo 1.5 ml Receiver Tube e adicionar 200

pl de Elution Buffer D. Incubar a temperatura ambiente. Centrifugar a 8.000

rpm, durante 1 minuto.

a1 p a1 e <



Anexo VI - Protocolo de Electroforese em gel de Agarose a 1%

Procedimento:

1. Preparacdo do tampdo de electroforese TAE 1x (stock de tampdao TAE 50x
concentrado): Para 1L adicionar 20 ml de TAE 50x e 980 ml de agua destilada.

2. Preparacido do suporte do gel:

Colocar fita-cola nas extremidades do suporte e posicionar o pente

3. Preparacdo da Agarose:
a) Pesar 1,5 g de agarose;

b) Colocar num erlenmeyer grande e adicionar 150 ml de TAE 1X;

c¢) Dissolver a agarose no micro-ondas (programar para ~2min, tendo o cuidado de
parar o programa a meio para homogeneizar a solug¢do. Caso a solu¢do nao esteja
totalmente translucida voltar a colocar mais 1 min no micro-ondas). Quando
totalmente dissolvida, deixar arrefecer um pouco;

d) Adicionar gel red e homogeneizar.

4. Verter no suporte com o pente ja posicionado corretamente.

5. Deixar solidificar.

6. Preparacdo das amostras a aplicar. Do marcador aplicar entre 1 e 2 pl, apenas, num

dos pocos do gel (inicio por exemplo). Se for incolor adicionar, antes da aplicagdo, o

tampao de amostra.

7. Retirar o pente com cuidado.

8. Colocar o suporte com o gel dentro da tina de electroforese.

9. Colocar o tampao de electroforese na tina até cobrir totalmente o gel.
10. Aplicar as amostras.

11. Electroforese a 90 volts.



Anexo VII — Protocolo de Determinacido da CMI para a vancomicina

a) Identificar 9 tubos contendo 1 ml de Mueller-Hinton (e.g. tubo 1 ou tubo com 4
mg/l de vancomicina);

b) Partindo de uma solucdo de vancomicina de 16pug/ml em Mueller-Hinton, retirar
1 ml para o 1° tubo e homogeneizar bem,;

¢) Do 1° tubo retirar 1 ml de solugdo e transferir para o 2° tubo, homogeneizando
bem;

d) Continuar o passo c¢) até ao 8° tubo. O 9° tubo nao levara antibidtico e servira,
portanto, como controlo de crescimento;

e) Preparar uma suspensdo bacteriana equivalente a 0.5 McF num tubo contendo
SFE;

f) Transferir 0.5 ml (500 pl) da suspensao referida em e) para todos os tubos, exceto
para o 8° tubo (controlo de esterilidade)

g) Incubar a 37 °C durante 24 horas;

h) Inocular uma gelose de sangue para controlo de pureza;

i) Passadas as 24 horas, analisar os resultados, sendo a CMI correspondente ao

primeiro tubo em que nao se verifique crescimento bacteriano

1 ml

Controlo de
Esterilidade

8ug/ml

4 ng/ml
2 pg/ml
1 pug/ml
0,5 ng/ml
5 ug/ml

Controlo de
Crescimento

0,125 pg/ml
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