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RESUMO

O Staphylococcus aureus € um patdgeno capaz de colonizar aproximadamente
metade dos pacientes submetidos & hemodialise, e é também o principal micro-
organismo isolado de bacteriemias nesse grupo de pacientes. A colonizagéo
nasal por S. aureus é fator de risco para o desenvolvimento de bacteriemias e,
apesar da grande importancia em se determinar o status de colonizacdo dos
pacientes submetidos a hemodidlise, ndo existe atualmente uma metodologia
padronizada para classificar tais pacientes. O presente estudo foi delineado
com o objetivo de: determinar o status de colonizacdo nasal dos pacientes
submetidos a hemodidlise em dois centros de dialise, otimizar o protocolo de
referéncia para classificacdo do status de colonizacdo e avaliar 0 risco
conferido pela colonizacdo nasal no desenvolvimento de bacteriemias . Foram
incluidos no estudo 219 pacientes destes, 22,8% eram portadores nasais de S.
aureus. Todas as 182 amostras de S. aureus isoladas foram sensiveis a
oxacilina e vancomicina e dessas, 2,7% (5/182) das amostras apresentaram
heterorresisténcia a vancomicina. A classificacdo do status de colonizacao foi
realizada para 178 pacientes sendo que 22,5% eram portadores nasais de S.
aureus [20% (8/40) portadores persistentes e 80% (32/40) portadores
intermitentes] e 77,5%(138/178) nao portadores. Dentre o0s tipos de
colonizacéo, apenas a colonizacdo nasal persistente foi fortemente associada
ao desenvolvimento de bacteriemias por S. aureus conferindo um risco de
17,6% (p=0,05) para tal. O uso de fistula demonstrou um efeito protetor
apresentando 7% (p=0,00) e 11% (p=0,01) do risco conferido pelo uso do
cateter para o desenvolvimento de bacteriemias por S. aureus e outros micro-
organismos, respectivamente. Além disso, verificamos que o0 uso de um
protocolo com sete coletas de periodicidade semanal exibiu uma correlacéo
excelente com a metodologia de referéncia (k=0, 834) para distinguir os tipos
de portadores nasais e apresentou um VPP e VPN equivalentes a 100% para
diferenciar os portadores persistentes dos intermitentes, podendo ser utilizada
como alternativa ao protocolo de referéncia para a triagem de portadores
nasais de S. aureus e empregado como medida de vigilancia epidemioldgica.
lugar desta Em vista do alto risco conferido pela colonizacdo persistente,
nossos resultados sugerem que a classificacdo dos portadores nasais € uma
medida de extrema importancia para monitorar risco para o desenvolvimento
de bacteriemias em pacientes submetidos a hemodialise.

Palavras- chave: Staphylococcus aureus, hemodialise, colonizacdo nasal e
vancomicina.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a pathogen that has the ability to colonize
approximately half of the patients undergoing hemodialysis and also is the main
cause of infections in these patients. The nasal colonization by S. aureus is a
risk factor for developing bacteremia and, despite the great importance in
determining the colonization status of patients undergoing hemodialysis, there
is no currently a standardized methodology to classify such patients. This study
was designed in order to: determine the status of nasal colonization of patients
undergoing hemodialysis in two dialysis centers; to improve the reference
methodology to classify the status of nasal colonization and assess the risk
conferred by nasal colonization in the development of bacteriemia. The study
included 219 patients of which 22.8% were nasal carriers of S. aureus. All 182
samples of S. aureus isolates were sensitive to oxacillin and vancomycin but
2.7% (5 / 182) samples were heteroresistant to vancomycin. The classification
of the nasal carriage status was performed in 178 patients of which 22.5% were
nasal carriers of S. aureus [20% (8 / 40) with persistent and 80% (32/40)
intermittent carriers] and 77.5% (138/178) non-carriers. Among the types of
colonization, only persistent nasal colonization was substantially associated
with the development of bacteremia caused by S. aureus conferring a risk of
17.6% (p = 0.05). The use of fistula demonstrated a protective effect featuring
7% (p = 0.00) and 11% (p = 0.01) the risk conferred by the use of the catheter
on the development of bacteremia caused by S.aureus or other
microorganisms, respectively. Also, the use of a protocol with seven weekly
collections showed an excellent correlation with the reference method (k =
0.834) to distinguish the types of nasal carriers and had a PPV and PNV equal
to 100% to differentiate patients with persistent and intermittent colonization,
therefore it can be used as an alternative to the reference protocol for screening
S. aureus nasal carriers and be used as a surveillance measure. Given the
high risk conferred by persistent colonization, our results suggest that
classification of nasal carriers is a very important measure to minimize the risk
for development of bacteraemia in patients undergoing hemodialysis.

Key words: Staphylococcus aureus, hemodialysis, nasal carriage, vancomycin.
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1 INTRODUCAO

A taxa de colonizacdo nasal por S. aureus varia de acordo com a populacao
estudada, e nota-se que em alguns grupos, como em pacientes submetidos a
hemodidlise, essa taxa pode ser superior a 50% (Kluytmans, Belkum &
Verbrugh, 1997). Episédios de bacteriemias associados ao acesso vascular
séo frequentes nessa populacéo (Von Eiff et al., 2001; Sesso et al., 2010) em
gue o principal micro-organismo isolado é o S. aureus. Sabe-se que a maioria
dessas infeccbes é de origem enddgena e que os vestibulos nasais atuam
como principal reservatorio (Cavalcanti et al., 2006; Fournier & Philpott, 2005).

Individuos colonizados, chamados de portadores funcionam como reservatorios
gue podem levar a disseminacao desses micro-organismos para outros setores
do hospital e para pacientes ndo colonizados. Os portadores nasais de S.
aureus podem ser classificados em trés grupos (ndo portadores, portadores
intermitentes e portadores persistentes), de acordo com o0 tempo em que
permanecem colonizados (Vandenberg et al.,, 1999; Nouwen et al., 2004;
Nouwen et al., 2005).

A determinacéo do estado portador de S. aureus € de grande importancia nao
apenas para 0s pacientes submetidos a hemodialise, mas também para
pacientes com infeccdes de repeticdo por esta espécie, além dos pacientes
internados nas Unidades de Tratamento Intensivo (UTI). Porém, ndo existe
atualmente um protocolo de coleta que seja pratico e sensivel
simultaneamente. Um dos procedimentos de coleta mais adotados nos estudos
de coorte longitudinal determina a coleta por periodos de até 12 semanas, 0
gue constitui uma pratica extenuante para o paciente, acarretando numa baixa
adesédo, um custo mais elevado e atraso no estabelecimento das medidas de
vigilancia (Sivaraman et al., 2009). Por outro lado, alguns protocolos de
vigilancia epidemioldgica se baseiam na triagem dos portadores de S. aureus
com no maximo duas coletas de secrecao nasal com intervalos inferiores a 24
horas (Geert et al.,, 1998; Saxena et al., 2004;Hacek et al., 2009). Contudo,
esses protocolos ndo sdo capazes de classificar corretamente os portadores
nasais de S. aureus, principalmente os portadores intermitentes e aqueles com

baixa carga bacteriana. Isto € decorrente das limitagbes de sensibilidade da
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técnica que promove a identificagcdo subestimada dos portadores, e dificulta,
automaticamente, a implantagdo adequada de medidas de controle e
prevencéo, favorecendo o desenvolvimento de infec¢des (D’agata et al., 2009 ;
Yang et al., 2009; Stevens et al., 2010). A falta de uma metodologia
padronizada dificulta a comparacdo entre as taxas de colonizagdo e 0 risco
inerente a cada grupo de pacientes, além disso, a padronizacdo e a correta
determinacdo do status de colonizagdo de S. aureus permitiria o
desenvolvimento de estratégias de profilaxia mais efetivas, restritas aqueles
com um risco maior de desenvolvimento de infec¢cbes, reduzindo assim o

consumo de antibidticos.

Infelizmente, ndo observamos no atual cenario capixaba, uma pratica de
monitoramento ou estudos que fornecam dados acerca da taxa de colonizacao
entre os pacientes de hemodialise ou o risco conferido por este evento. Diante
disto, torna-se absolutamente necessario uma avaliacdo deste quadro nos
setores de hemodialise do nosso estado. De acordo com o censo de dialise da
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) (2009), a regido sudeste abriga
guase 60% dos pacientes em dialise, e no cenario atual, o estado do Espirito
Santo (ES) conta com 15 unidades de hemodialise. Dentre os centros de
nefrologia situados no ES, a Clinica Capixaba do Rim-Unidade de Cariacica
(CCR) e Hospital Santa Rita de Céassia (HSRC) foram convidados a participar
deste estudo por estarem sediados na regido da Grande Vitéria e atenderem a
um numero significativo de pacientes com Insuficiéncia renal Crénica (IRC) e

possuirem uma oOtima infra-estrutura.

Por meio dos dados gerados pelo nosso estudo, mensuramos o risco conferido
pela colonizagdo nasal por S. aureus ao qual os pacientes de hemodialise
estdo submetidos e esperamos que tais resultados auxiliem na aplicacdo de
medidas de controle e vigilancia a fim de melhorar a qualidade de vida dos
pacientes e reduzir os custos conferidos pelos constantes episédios de
infeccdo. Para isso, buscamos também com este trabalho apresentar
sugestbes de protocolos de triagem de facil execucéo e baixo custo passiveis

de serem aplicados a rotina clinica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende células esféricas (cocos) procariotas,
pertencente a familia Staphylococacceae (Garrity et al.,, 2001) com diametro
entre 0,5 e 1,5 um e coram-se pelo método de gram. Este género compreende
45 espécies (DSMZ. DE/ DSMZ, 2011), dessas, 16 podem ser encontradas na
pele e mucosas do ser humano (Koneman, 2008) e normalmente dividido em
dois grupos de acordo com a presenca da enzima coagulase (enzima
extracelular com capacidade de coagular o plasma humano ou de coelho):
Staphylococcus coagulase negativos (SCN) ou Staphylococcus coagulase
positivo cujo principal representante é o S. aureus (Murray, 2006).

A espécie S. aureus é considerada a mais patogénica do género e se encontra
entre os principais agentes causadores de infec¢des sistémicas e superficiais
de origem hospitalar ou comunitaria acometendo pessoas saudaveis e
pacientes com alguma comorbidade (Fournier & Philpott, 2005; Hasty et al.,
2007). As principais infec¢cbes causadas por S. aureus, estdo relacionadas a
pele e tecidos moles, incluindo: celulites, foliculites, impetigo e formacédo de
abscessos. Esse micro-organismo também pode causar doencas como
sindrome da pele escaldada, intoxicacdes alimentares e sindrome do choque
toxico devido a producéo de toxinas (Murray, 2006). Em ambito hospitalar, este
micro-organismo é causa predominante de bacteriemias e também € causa
frequente de infeccbes de sitio cirdrgico, infeccbes de articulacdes,
osteomielites, meningite, pneumonia e endocardites (Casey, Lambert & Elliot,
2007; Van Belkum, 2009b; Frank, 2010). Ja foi demonstrado que grande parte
dessas infec¢des acontece em decorréncia de procedimentos médicos como a
instalacdo de préteses, o uso de imunossupressores e cateteres (Casey,
Lambert & Elliot, 2007).

As taxas de morbidade e mortalidade relacionadas com infec¢cdes causadas
por S. aureus podem ultrapassar 60%, variando com o sitio da infeccédo e a

suscetibilidade do micro-organismo aos agentes antimicrobianos (Casey,
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Lambert & Elliot, 2007). A patogenicidade do S. aureus € multifatorial e envolve
um arsenal diversificado que compreende um grupo de enzimas secretadas
gue incluem quatro hemolisinas (a, B, y e d), nucleases, proteases, lipases,
hialuronidase e colagenase, além de outras enzimas como catalase,
fibrinolisina e coagulase. Toxinas extracelulares, adesinas, proteina A, capsula
e sintese de biofilme também contribuem para sua capacidade de evasao ao
sistema imune do hospedeiro e permitem sua instalagédo, desenvolvimento e
manutencdo do tecido hospedeiro (Novick, 2001; Fournier & Philpott, 2005;
Murray, 2006). Além disso, esta espécie tem uma capacidade extraordinéria de
se adaptar a diferentes condi¢des ambientais e de adquirir resisténcia as mais
diversas classes de antibi6ticos, tornando-se um perigoso agente infeccioso
principalmente para o &mbito hospitalar por aumentar as taxas de mortalidade
e morbidade e onerar os custos ao sistema de saude (Henderson, 2006;
Koneman, 2008).

Durante os anos 40, a penicilina foi a droga de escolha para o tratamento de
infeccbes causadas por S. aureus, no entanto, o isolamento de amostras
resistentes a essa droga foi relatada pouco tempo depois. No final da década
de 50, iniciou-se o emprego das penicilinas semi-sintéticas como meticilina e
oxacilina, resistentes a degradacdo promovida pelas B-lactamases gerando
uma reducdo das taxas de infec¢cdes causadas por Staphylococcus (Casey,
Lambert & Elliot, 2007). Esse foi um importante passo na terapia
antiestafilococica, entretanto, em 1961 foi relatado o isolamento da primeira
amostra de S. aureus resistentes a oxacilina (MRSA, acrénimo do inglés para:
Methicillin-resistant S. aureus) (Lowy, 2003). Durante as décadas seguintes
estas amostras tornaram-se prevalentes no ambito hospitalar em diversos
paises (Livermore, 2000; Diekema et al., 2001; Martins & Cunha, 2007). No
Brasil, a taxa de infeccBes primarias de corrente sanguinea causadas por
MRSA foi superior a 60% no periodo de 2006-2008 (ANVISA, 2009).

A resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp. € mediada pelo gene mecA,
responsavel pela producdo de uma proteina ligadora a penicilina adicional
(PBP 2a ou PBP 2’), que apresenta uma baixa afinidade pelos B-lactamicos

(Lowy, 2003). O gene mecA estad inserido num cassete cromossdmico
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estafilococcico (SCCmec acronimo em inglés para: Staphylococcal cassete
chromosome mec) que compreende uma estrutura composta por 2 complexos
genéticos: complexo mec, responsavel pela resisténcia e o complexo ccr,
responsavel pela excisdo e integracdo do cassete no genoma bacteriano
(Katayama & Kiramatsu, 2000; Zhang et al., 2005). Apesar da resisténcia
mediada pelo mecA ser o mecanismo de resisténcia mais frequente, outros
como a alteracdo de PBPs e a hiperproducéo de B-lactamases também foram
descritos (Jarlov, 1997). Elementos genéticos adicionais podem estar
presentes nesse cassete cromossOmico conferindo resisténcia a outras classes
de antimicrobianos como aos macrolideos, clindamicina e streptograminas
(Tn554) e as tetraciclinas (pT181) e conferindo propriedades adicionais de

viruléncia (Lowy, 2003; Appelbaum, 2007).

A existéncia de amostras MRSA limita a escolha dos antimicrobianos a serem
usados para o tratamento de infeccbes causadas por este agente e por isso
tornou-se um problema prevalente no setor de saude (Shorr, 2007). Embora
atualmente existam novos antimicrobianos como: lipopeptideos ciclicos
(Daptomicina), oxazololidinonas (Linezulida), glicilciclinas (Tigeciclina) e
estreptograminas (Quinopristina-Dalfopristin), os glicopeptideos, com destaque
para a vancomicina, ainda continuam sendo 0s agentes antimicrobianos mais
comumente utilizados no tratamento empirico das bacteriemias hospitalares
(Pallotta & Manley, 2008).

A vancomicina inibe a sintese da parede bacteriana por bloquear a
incorporacao no peptidoglicano das subunidades N-acido acetilmuramico e N-
acetilglucosamina, ao se ligar reversivelmente a estas moléculas
(Watanakunakorn, 1984). Ndo é absorvida pelo intestino, tendo que ser
administrada por via intravenosa. O uso indiscriminado dos glicopeptidios,
principalmente da vancomicina, foi relacionado com o desenvolvimento do
fendtipo de suscetibilidade intermediaria a vancomicina (amostra VISA:
acrébnimo em inglés para: Vancomycin-Intermediate S. aureus) e favoreceu a
troca de plasmidio contendo 0s genes van entre enterococos e S. aureus

dando origem a amostra VRSA (acrébnimo em inglés para: Vancomycin-
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Resistant S. aureus) por selecionar amostras de enterococos resistentes a
vancomicina (Tenover, Weigel & Appelbaum, 2004).

2.2 Colonizagéo por S. aureus

O processo de colonizagdo é normalmente definido como o crescimento e a
multiplicacdo de micro-organismos em superficies epiteliais dos hospedeiros
sem expressao clinica ou resposta imunoldgica (Souza et al., 2004). A pele
humana constitui um ambiente diverso e habitado por um grande nimero de
micro-organismos, entre elas espécies do género Staphylococcus e outras
bactérias ubiquitarias que evoluiram para sobreviver nos VAarios micro
ambientes encontrados nesse 6rgdo (Naimi et al, 2003). A espécie S. aureus
faz parte da microbiota da pele em até um terco da populacdo em geral, sendo
as narinas (35%) e a regido perineal (20%) os principais sitios de colonizacéo,
além das regides umbilical, axilar e interpododactila (5% a 10%) (Cavalcanti et
al, 2006).

Tanto o epitélio queratinizado, os pélos, as glandulas sebaceas e a reduzida
acao do sistema imune fazem das narinas anteriores o ambiente ideal para a
colonizacédo e disseminacdo dos micro-organismos, principalmente S. aureus
(Wertheim et al., 2005). Para que ocorra a colonizacdo nasal, é necessaria a
interacdo desta espécie com as células da mucosa nasal, por meio de
interacdes ndo especificas (interacbes hidrofobicas) e interacbes especificas,
mediadas por adesinas (Peacock et al., 2001; Wertheim et al., 2005;Corrigan et
al., 2009).

A capacidade de colonizacdo inerente a cada micro-organismo € determinada
por inumeros fatores ecoldgicos, como a resposta imunoldgica, presenca de
metabolitos e substancias toéxicas e disponibilidade de espaco e nutrientes. A
presenca de uma microbiota residente pode influenciar em todos esses fatores,
modulando o estabelecimento e desenvolvimento de outras espécies. Apesar
de ser um espaco limitado, a cavidade nasal consegue albergar uma enorme
diversidade de micro-organismos que podem co-colonizar o espaco ou impedir
0 estabelecimento de outras espécies. Dentre 0s principais micro-organismos

encontrados nas narinas, temos: S. aureus (30%), SCN (97%),
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Corynebacterium spp. (69%), Propionibacterium acnes (3,4%), bacilos gram-
negativos (8%), Streptococcus spp. (1%) e Micrococcus spp.(1%) (Lina et al.,
2003; Frank et al., 2010). Essa biodiversidade é maior em adultos saudaveis do
gue em pacientes hospitalizados, os quais albergam em sua maioria bactérias
do género Staphylococcus (Frank et al., 2010). Apesar de diversa e distinta dos
outros sitios de colonizacao como axilia e virilha, a microbiota nasal se mantém
estavel ao longo do tempo (na auséncia de fatores atenuantes) com pequenas
variagdes populacionais em relagdo a comunidade previamente estabelecida
(Cavalcanti et al., 2006; Frank et al., 2010). O proprio fluido nasal é composto
por uma grande variedade de proteinas e substancias antimicrobianas como
lisozima, lactoferrina, catelicidinas e alfa e B- defensinas (Cole, et al., 1999;
Laube, et al., 2006). No entanto, muitos desses peptideos antimicrobianos
demonstraram pouca ou nenhuma atividade contra amostras de S. aureus
(Cole et al., 2001). Entre as B-defensinas, a HBD-3 (acrénimo em inglés para:
human B-defensin 3) é a mais efetiva na prevencado da colonizacdo do S.
aureus (Schutte & McCray, 2002; Quinn & Cole, 2007). Acredita-se que essas
substancias antimicrobianas atuem de forma sinérgica para dificultar a adeséo
e 0 consequente estabelecimento do S. aureus como colonizador de mucosa
nasal e alteracdes na expressao desses fatores antimicrobianos presentes no
fluido nasal podem influenciar diretamente na maior ou menor capacidade de

um individuo ser colonizado por esta espécie (Quinn & Cole, 2007).

2.2.1 Aspectos gerais da colonizacao nasal

A colonizacdo nasal por S. aureus é um fenémeno global influenciado por
diversos fatores, como idade, status imunolégico, status econdémico e pais de
residéncia. A frequéncia deste tipo de colonizacao € distinta de acordo com o
local estudado e a populacdo em analise, sendo que nos Estados Unidos da
América (EUA) a taxa de colonizacdo varia de 26 (Cole et al., 2001) a 32%
(Mainous et al., 2006), enquanto que em outros paises, como na Turguia, essa
taxa € inferior a 7%( Erdenizmenli et al., 2004). Os mecanismos que levam a
colonizacdo nasal por S. aureus sao multifatoriais e podem ser classificados

em: fatores abidticos (ecoldgicos), propriedades microbioldgicas (fatores de
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viruléncia) e caracteristicas intrinsecas ao hospedeiro (Peacock, Silva & Lowy,
2001; Van Belkun et al., 2008; Sivaraman et al., 2009).

Segundo Morgolis, Yates & Levin (2010) apesar de existir uma competicao intra
e inter-espécie pelo estabelecimento da colonizagdo, alguns micro-organismos
conseguem co-colonizar 0 mesmo espago, como é o caso do S. aureus,
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae. O estabelecimento de
uma microbiota composta por Corynebacterium spp. ou Staphylococcus
epidermidis pode proteger uma pessoa de ser colonizada por S. aureus e
assim prevenir o desenvolvimento de infeccdes. Varios estudos também
demostraram que S. epidermidis tem a capacidade de modular negativamente
o estabelecimento do S. aureus nas narinas (Frank et al., 2010) e a producéo
de biofilme in vitro e in vivo (Mack et al., 2004; Ilwase et al., 2010). O
estabelecimento da colonizagdo nasal por micro-organismos diferentes do S.
aureus pode atuar como um fator protetor visto que cerca de 80% (Boleart et
al.,1995; Von Eiff et al., 2001) das infeccdes causadas por S. aureus sao de
origem endogena, causadas pelo deslocamento da bactéria do reservatorio
nasal para as maos, cateteres ou outros tipos de acesso vascular) bem como
para outras areas com fissuras. Ainda, a colonizacdo prévia das narinas
anteriores por um micro-organismo, pode inibir o estabelecimento de outro da
mesma espécie com similar capacidade adesiva em decorréncia da escassez
de recursos ou pela utilizacdo dos ligantes disponiveis. Essa competicéo intra-
espécie foi observada entre amostras de S. aureus, na qual a cepa residente
inibiu o estabelecimento subsequente de uma outra com a mesma capacidade

de colonizacao (Morgolis, Yates & Levin, 2010).

S. aureus pode expressar uma grande variedade de adesinas e fatores de
viruléncia, tendo estes uma grande influéncia em sua capacidade de
colonizacéo e subsequente infeccdo e evasdo do sistema imune. Grande parte
das estruturas de superficie corresponde a proteinas de adesdo que medeiam
a ligacao inicial e a perpetuacdo da colonizacdo desta espécie ao tecido

hospedeiro. Muitas dessas proteinas ficam ancoradas na parede celular e
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pertencem a uma grande familia denominada MSCRAMM (acrénimo em inglés
para: Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules,
gue significa: componentes microbianos de superficie que reconhecem
moléculas da matriz extracelular) que amplia a interacdo do patdégeno com o
tecido hospedeiro (Nashev et al., 2004; Clarke & Foster, 2006). Esse grupo se
tornou o foco de varios estudos que visam elucidar a participacdo dessas
moléculas na capacidade de colonizacdo nasal por S. aureus. Entre os
membros da familia MSCRAMM, os genes mais estudados sdo: o sdr (serine-
aspartate repeat proteins) composto por SdrC, SdrD e SdrE (Sabat et al., 2006;
Corrigan, Miajlovic &Foster 2009; Burian, Wolz &Goerk, 2010a; Burian et al.,
2010b); CIfB (clumping factor B) (O"Brien et al., 2002; Wertheim et al., 2008;
Burian et al., 2010b) e fnbA (fibronecting binding protein) (Mongodin et al.,
2002; Pragman & Schlievert, 2004). A participacdo de outros fatores de
viruléncia como biofilme (Mack et al., 2004; Scroeder et al., 2009; lwase et
al.,2010), IsdA (Iron regulated surface determinant protein A) (Corrigan,
Miajlovic & Foster, 2009) e acido teicéico (Weidenmaier et al., 2008) na
interacdo Inicial e persisténcia da colonizacdo nasal também ja foi
demonstrada. No entanto, apesar dessas moléculas serem importantes para o
estabelecimento da ades&do as narinas, nenhuma delas & exclusiva de
amostras provenientes de colonizacdo nasal, ja que estdo presentes também
em amostras isoladas de episodios de infeccéo (Sivaraman et al., 2010; Burian,
Wolz & Goerk, 2010a; Lamers et al., 2011). E valido notar também que a
maioria dos estudos foram realizados in vitro ou em modelos animais e que a
falta de estudos in vivo dificulta a elucidacéo de fatores bacterianos e genéticos
(do hospedeiro) que influenciam o sucesso de uma colonizacdo duradoura e

sua possivel evolucéo para processos infecciosos (Van Belkum et al., 2009a).

Acredita-se que alguns fatores imunes e genéticos inerentes ao hospedeiro
poderiam favorecer a colonizacdo pelos S. aureus (Foster et al., 2004). O
primeiro estudo que tentou correlacionar um determinado gendétipo com a
colonizacdo nasal foi desenvolvido por Kinsman, Mc Kenna & Noble (1983), o
qgual verificou a influéncia da presenca do antigeno leucocitario humano (HLA-

DR3) com a colonizacdo nasal. Outros polimorfismos génicos como 0s
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correspondentes a porgdo Fc da Imunoglobulina G (Nouwen et al, 2004),
Interleucina 4 (alelo:IL4 C524T) (Emonts et al., 2008 Ruimy et al., 2010),
proteina C reativa (alelo: C2042T) (Ruimy et al., 2010) e subtipos de receptor
humano de glicocorticéide mais responsivos (Van Den Akker et al., 2006) e
receptor de vitamina D (Claassen et al., 2005; Van Den Akker et al., 2006;
Panierakis et al., 2009) se mostraram pecas importantes no estabelecimento da

colonizag&o nasal.

2.3 Status de colonizacao por S. aureus — O estado portador

A colonizagdo por S. aureus no corpo humano nao é constante, jA que existem
padrées diferentes, nos quais os individuos podem albergar (por periodos
variaveis de tempo) ou ndo micro-organismos desta espécie (Chapaval et al
.,2006). Os diferentes padrdes de colonizagdo sao denominados de “status de

colonizagao” por S. aureus, também conhecido como estado portador.

Apesar da distincdo entre os padrbes de colonizacdo de S. aureus ser de
extrema importancia para aplicacdo de medidas de vigilancia epidemioldgica,
nao existe atualmente um consenso a respeito do critério a ser adotado para
diferenciar esses padrdes de colonizacao. A forma de classificagcdo mais aceita
e utilizada foi determinada em estudos longitudinais que classificaram de
acordo com o tempo que os individuos permaneceram colonizados: o0s
individuos que estdo sempre colonizados pela mesma amostra de S. aureus e
assim chamados de Portadores Persistentes (PP) ou permanentes (10-35%);
0S que apresentam colonizacdo de forma transitoria e sdo chamados de
Portadores Intermitentes (PI) ou transitério e equivalem a uma grande porcao
da populacdo de colonizados (20-75%) e 0s que nunca apresentam
colonizacao por S. aureus, sendo entdo chamados de Nao-Portadores (NP) (5-
50%) (Lamikanra & Olusanya, 1988; Vandenbergh et al., 1999; Nouwen et al.,
2004;Nouwen et al., 2005).
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2.4 Impacto clinico da colonizagdo nasal por S. aureus

O portador de S. aureus tem um papel crucial na epidemiologia, transmisséo e
patogénese desse micro-organismo tanto em &ambito hospitalar como na
comunidade, pois comumente, esta bactéria pode se deslocar do reservatorio
(nasal ou extra-nasal) para maos e pele e assim colonizar e infectar areas
como cateteres, fistulas e consequentemente atingir a corrente sanguinea e
outros sitios estéreis apds quebra de barreira cutanea (Fournier & Philpott,
2005).

A distingdo entre padrBes de colonizagdo nasal € de extrema importancia em
decorréncia do elevado risco que os portadores nasais de S. aureus tém no
desenvolvimento dos processos infecciosos. Grande parte dos processos
infecciosos que ocorrem tanto em ambito comunitario como hospitalar sédo de
origem endogena (Ena et al., 1994; Dupeyron et al.,, 2002). Von Eieff e
colaboradores (2001) demonstraram que cerca de 80% das amostras de S.
aureus isoladas do sangue periférico de pacientes sépticos apresentaram o
mesmo perfil clonal das que estavam presentes nas narinas anteriores desses
pacientes. Foi verificado também, que a duracédo do periodo de hospitalizacéo
e a taxa de infeccdo foram significantemente maiores entre os portadores

nasais de S. aureus do que os NP( Nouwen et al., 2005).

O risco para o desenvolvimento de infeccbes entre os proprios portadores é
diferente sendo que os PP podem exibir um risco maior do que os PI, que por
sua vez apresenta um risco semelhante aos NP. Ja foi demonstrado que
portadores nasais de S. aureus tem um risco maior de desenvolver infeccdes
do que NP (Cavalcanti, 2006; Kluytmans & Wertheim, 2004; Fournier & Philpott,
2005), sendo que os pacientes submetidos a hemodidlise colonizados por S.
aureus tem um risco superior a 4 no desenvolvimento de infec¢cdes associadas
ao acesso vascular e bacteriemias. Outros estudos também demonstraram a
participacdo dos portadores nasais no desenvolvimento de bacteriemias, entre
0s pacientes sob dialise (Chow et al.,1989; Koziol-Montewka et al., 2001;
Nouwen et al., 2005; Akatas et al.,, 2011; Fitgibbons et al., 2011) e a
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importancia na elucidacdo de medidas que reduzam o indice de colonizagdo e
infecgbes subsequentes (Henderson, 2006; Anderson & Kaye, 2009).

A colonizacao nasal por S. aureus (inclusive MRSA) é um fator de risco para o
desenvolvimento de infeccbes de pele, de tecidos moles e bacteriemias, em
varios grupos populacionais (pacientes hospitalizados, pacientes submetidos a
cirurgias gerais, toracicas, pacientes em UTI, pacientes submetidos a didlise e
HIV-positivos (Coates, Bax & Coates, 2009). Uma das estratégias utilizadas
para conter e prevenir surtos e infec¢cdes causadas por S. aureus (inclusive
pelo MRSA) nesses e em outros grupos de pacientes, € a descolonizacdo. No
entanto, alguns estudos demonstraram que a eliminacdo da colonizacéo de S.
aureus das narinas anteriores reduziu, de forma significativa, a incidéncia de
infec¢des (Yu et al., 1986; Chow et al., 1989; Wenzel et al.,1995; Kluytmans et
al., 1996; Safdar et al., 2008) com consequente reducdo do indice de
mortalidade associada (Bloom et al., 1996). No entanto, apesar de alguns
estudos indicarem que a descolonizacdo nasal com mupirocina € benéfica,
poucos desses estudos conseguiram arrolar um numero suficiente de
participantes para comprovar sua eficacia. Dentre 0s grupos em que a
descolonizacdo nasal com mupirocina foi comprovada, estdo apenas o0s
pacientes pré cirargicos, pacientes em UTI, pacientes submetidos a
hemodialise e pacientes com infec¢des recorrentes de pele e tecidos moles
(Coates, Bax & Coates, 2009; Simor & Daneman, 2009). Ainda, ja foi
demonstrado também que a descolonizacao topica € um procedimento que nao
garante um efeito residual duradouro, permitindo a re-colonizacdo em algumas
semanas, com amostras genotipicamente idénticas as que estavam presentes

antes da descolonizacdo (Wertheim et al., 2004; Coates, Bax & Coates, 2009).

2.5 Protocolos para deteccdo de portadores nasais de S. aureus

Apesar da colonizacdo nasal ser extensamente estudada em ambito hospitalar
e comunitario (Boleart et al.,1995; Von Eiff et al., 2001;Henderson, 2006;Aktas
et al., 2011), sédo poucos os trabalhos que visaram elaborar, validar ou otimizar

protocolos de coleta e critérios de classificacdo capazes de distinguir o estado
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portador com acurécia (Tabela 1) (Geert et al., 1998; Vandenberg et al., 1999;
Nouwen et al., 2006).

A avaliagdo da colonizagdo nasal pode ser realizada por meio de estudos de
corte-transversal ou de estudos longitudinais. O primeiro tipo de estudo apenas
determina a taxa de colonizagdo, enquanto o segundo avalia a dinamica e o
padrdo de colonizacdo nasal durante um periodo de tempo e ainda
correlaciona essa caracteristica com a ocorréncia de determinados eventos
como episodios de infeccdo (Wertheim et al., 2005). No entanto, ndo existe
uma metodologia padronizada para triagem e classificacdo dos pacientes
guanto ao estado portador de S. aureus, sendo que cada estudo acaba por
estabelecer uma metodologia que difere quanto ao tempo de
acompanhamento, intervalo de coleta, processamento da amostra e critério
utilizado para se definir o estado portador. Esses fatores dificultam a
comparacao entre os dados encontrados entre estudos (Vandenberg et al.,
1999).

Em 1998, Geert e colaboradores elaboraram um protocolo para a triagem e
classificacdo dos portadores nasais. Para isso, o estudo contou com a
participacdo de 91 pacientes sob o regime de hemodialise, sendo que o
protocolo de triagem utilizado consistiu em cinco coletas e destas, as trés
primeiras coletas foram realizadas no mesmo dia com um intervalo de 1 hora e
entre as outras duas coletas com o intervalo de no minimo 2 dias. Os autores
avaliaram a influéncia da periodicidade das coletas e do enriquecimento
nutricional (caldo BHI (acrébnimo em inglés para: Brain Heart Infusion) com
6,5% de NaCl) na taxa de isolamento e identificacdo dos portadores nasais e
constataram que a utilizacdo do caldo aumentou a taxa de isolamento de S.
aureus por facilitar a deteccdo dos portadores com baixa carga bacteriana
(Geert et al, 1998). Apesar de aumentar a sensibilidade (Schuenck et al., 2006)
,outros estudos ja demonstraram que a utilizacdo do caldo ndo afeta a
deteccdo de PP como um estudo longitudinal realizado por Vandenberg e
colaboradores (1999) que avaliou a colonizacdo nasal de 91adultos durante um
periodo de 12 semanas e os classificou em 3 grupos de colonizacédo de acordo

como o numero de amostras de S. aureus isoladas de cada participante. Os


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuenck%20RP%22%5BAuthor%5D
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pacientes foram classificados em: NP (todas coletas negativas para S. aureus),
Pl (de uma até 80% das coletas positivas para S. aureus) e PP (80% ou mais
das coletas positivas para S. aureus). A persisténcia da colonizag&o nasal entre
os PP foi reexaminada 8 anos ap0s 0 primeiro contato com este grupo e notou-
se que os pacientes com 100% das coletas positivas para S. aureus
permaneceram colonizados. A metodologia utilizada por Vandenbergh e
colaboradores (1999) para classificar os portadores nasais serviu de modelo
para outros estudos (Nouwen et al., 2004; Nouwen et al., 2006) que
modificaram e aprimoraram o procedimento e interpretacdo dos dados.



39

Tabela 1- Protocolos adotados para classificacdo do tipo de portador nasal de S. aureus.

. % de culturas positivas para Frequéncia de
~ Design do Estudo d do d lonizaca lonizaca d
Referéncia Popu_lagao N _ cada estado de colonizacao colonizagcdo encontrada
analisada N°de Coletas/ Intervalo de coleta NP PI PP NP Pl PP
Periodo
SUEIES EES 10-12/10-12
Vandenberg et al., 1999 Universidade da 91 1 semana 0 1-80% 280% 47% 17% 36%
Irlanda semanas
12, 22 321 h de intervalo ;
Geert et al., 1998 Hemodidlise 91 5/5 dias 42 e 52 coleta com 2 dias 0 0-40% 240% 30% 37% 33%
de intervalo
Nouwen et al., 2004 F“”C'gl:j‘gos do 5 1212 semanas 1 semana 0 1-80% >80% 39,20  31,4%  29,4%
Nouwen, et al., 2006a Dlallzsnp;;e;jtzneal 98 12/12 semanas 1 semana 0 1-80% 280% 23% 22% 43%
Nouwen et al., 2006b Dlallzsnp;;enrlljtzneal 52 6/6 semanas 1 semana 0 1-50% 260% 42% 19% 39%
Van Belkun et al., 2009b  Adultos/voluntarios 51 5-10/6 meses 1 -4 semanas 0 1-80% 280% 29% 47% 24%

EMC - Erasmus Medical Center. NP- N&o portador; PI- Portador Intermitente; PP- Portador persistente.
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2.6 Infeccbes causadas por S. aureus em pacientes submetidos a
hemodidlise

A hemodialise esta associada com um alto risco de morbidade e mortalidade
(17,1%) (Sesso et al., 2010). Infecgbes, principalmente as relacionadas ao
acesso vascular, contribuem de forma significativa para o aumento desse risco.
A taxa de mortalidade em decorréncia de infec¢cbes associadas ao acesso
vascular é superior a 40% (Lafrance et al.,, 2008). Atualmente, no Brasil,
episodios de infeccdo sdo a segunda maior causa de morte entre os pacientes
submetidos aos procedimentos de hemodiélise com uma taxa de mortalidade
anual equivalente a 24% (Sesso et al., 2010). Desses episddios,
aproximadamente 60% sdo devido a infecgbes relacionadas ao acesso
vascular (Tokars, Miller & Stein, 2002; Patel et al., 2008; Chan et al., 2007).

Existem diversos fatores que foram identificados e relacionados com o risco de
desenvolvimento de bacteriemias em pacientes com IRC, porém muitos desses
fatores tém um baixo poder de correlacdo. Dentre os principais fatores de risco
para o desenvolvimento de bacteriemias nos pacientes em hemodialise estao:
a utilizacdo de cateter como acesso vascular; episédios anteriores de
bacteriemias; utilizacdo de terapia imunossupressora, valores altos de
hemoglobina corpuscular, diabetes e colonizacdo nasal por S. aureus (Hoen et
al.,, 1997; Lafrance et al., 2008). Além desses fatores, pacientes IRC séo
vulneraveis a infec¢cdes devido a imunossupressao urémica, desnutricdo que
ocasiona linfopenia, reducdo da atividade neutrofilica e piora da imunidade
celular pela deficiéncia de aminoéacidos, vitamina B6 e zinco, acumulacdo de
metabolitos toxicos, metabolismo de glicose deficiente e constante
hospitalizacdo (Hoen et al., 1997; Lafrance et al., 2008; Vandecasteele,
Boelaert & Vriese, 2009;).

Além dos fatores inerentes ao paciente que necessita de hemodidlise, o préprio
procedimento abriga riscos para aquisicdo de infeccbes, como: utilizacdo de
agua com tratamento inadequado, falta de técnica asséptica ha manipulacao
do acesso vascular, pun¢do constante do acesso vascular, tipo e tempo de

permanéncia do acesso vascular e nimero de sessfes de hemodialise (Hoen
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et al., 1998; Klevens ,Tokars & Andrus ,2005; Lafrance et al., 2008). O tipo de
acesso vascular, episodios anteriores de bacteriemia e colonizagdo nasal por
S. aureus foram as variaveis que apresentaram maior correlagdo com o

desenvolvimento de bacteriemias (Lafrance et al., 2008).

Os pacientes que fazem uso constante de cateter ou outro acesso a vascular
(ex.: fistulas), como os pacientes de hemodidlise, estdo muito suscetiveis a
infec¢des, devido ao status imunoldgico debilitado e a presenca de um acesso
vascular que atua como porta de entrada. O United States Renal Data Service
(USRDS) mostrou que de 15 a 17% das hospitalizacdes entre pacientes sob
hemodialise estavam relacionadas a infec¢des (Chan et al., 2007), sendo S.
aureus a bactéria mais isolada em casos de bacteriemia (Reed et al., 2005). O
custo médio de cada episodio de bacteriemia por S. aureus foi superior a
US$20.000 (Vandecasteele, Boelaert & Vriese, 2009). Klevens e colaboradores
(2005) analisaram os dados coletados no periodo de 1999 a 2005 (321.519
pacientes/més) pelo Dialysis Surveillance Network (DSN), e mostraram que dos
8.359 episodios de bacteriemias ocorridos nesse periodo, 19% foram
secundarias, 4% eram apenas contaminacbes e 77% foram bacteriemias
primarias, onde o segundo micro-organismo mais isolado foi S. aureus.
Bacteriemias causadas por bactérias gram-negativas ocorrem em menor
frequéncia e estdo geralmente relacionadas a surtos provenientes de

contaminacao da agua (Lafrance et al., 2008)

Uma grande proporcdo (31%) dos pacientes com IRC submetidos a
hemodialise sofrem complicacdes decorrentes das bacteriemias causadas por
S. aureus (Marr et al.,, 1998; Mesiano & Merchan-Hamann, 2007;Li et al.,
2008;). Dentre as complicacdes mais frequentes estdo: endocardite infecciosa
(17%), formacdo de abscesso (6%) e sepse (5%). Eventos mais raros como
osteomielite, meningite, artrite séptica equivalem a 3% (Mesiano & Merchan-
Hamann, 2007). Cerca de 15% das infeccfes causadas por MRSA ocorrem em
pacientes em dialise. Este fato, associado as propriedades farmacocinéticas,
cobertura contra 0s micro-organismos gram-positivos, especialmente SCN e a
possibilidade de administracdo apds as sessfes de dialise, fizeram da

Vancomicina a primeira escolha terapéutica no tratamento de bacteriemias em
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pacientes submetidos a didlise (Pallotta & Manley, 2008; Vandecasteele,
Boelaert & Vriese, 2009).

O conhecimento prévio dos principais micro-organismos que contribuem para
os episddios de bacteriemia permite um melhor direcionamento da terapia
empirica, reduzindo o uso dos antibioticos e dificultando o desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos como a vancomicina (Henderson, 2006). A
investigagdo dos principais fatores de risco (como determinagao do status de
colonizagédo nasal e tipo do acesso vascular) e a avaliacdo da sua influéncia
para o0 desenvolvimento de episédios de bacteriemias facilitam o
estabelecimento de medidas profilaticas eficientes com intuito de reduzir a
incidéncia de infecc¢des, reduzindo o risco de morte e melhorando a qualidade
de vida dos pacientes (Vandecasteele, Boelaert & Vriese, 2009; Grothe et al.,
2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Determinar a frequéncia e o perfil de colonizagao nasal por S. aureus entre 0s
pacientes de dois centros de hemodidlise da Grande Vitéria, ES.

3.2 Objetivos especificos

1-Determinar a frequéncia de colonizagcédo nasal e classificar os pacientes
segundo o status de colonizagédo por S. aureus em nédo portador, portador
intermitente e portador persistente.

2- Comparar diferentes protocolos de coleta para classificacdo de

portadores nasais de S. aureus aplicavel a rotina clinica.

3- Verificar o perfil de suscetibilidade das amostras de S. aureus
provenientes de colonizagdo nasal aos antimicrobianos em geral através de

teste de difusdo de disco.

4- Verificar a suscetibilidade das amostras a vancomicina e oxacilina por

meio da triagem e diluicdo em Agar.

5- Estimar o risco por meio da razdo de chances (OR-odds ratio) para o
desenvolvimento de bacteriemias entre as diferentes classes de portadores

nasais.



45

Materiais e Métodos
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estratégia do Estudo

4.1.1 Natureza e local do estudo

Estudo longitudinal prospectivo para avaliagdo do risco (por meio da razdo de
chances) conferido pela colonizagdo nasal por S. aureus (exposi¢do) no
desenvolvimento de bacteriemias (desfecho) em pacientes com IRC sob o
regime de hemodialise na CCR e no HSRC, ambos localizados na Grande
Vitéria, ES. Este desenho de estudo também possibilitou mensurar a

frequéncia e o status de colonizacéo nasal presente nesse grupo de pacientes.

Foram convidados a participar do estudo todos pacientes cadastrados nas
unidades de hemodiélise. A coleta das amostras foi realizada nas unidades de
hemodialise e o0 processamento ocorreu no laboratério de Resisténcia
Bacteriana (RESBAC) - Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Em
virtude da distancia entre o laboratorio RESBAC e a CCR, as amostras
coletadas dos pacientes dessa unidade foram semeadas no setor de
microbiologia do Laboratério Tommasi e posteriormente acondicionadas
adequadamente e transportadas ao laboratério RESBAC. Dessa forma, a
conservacdo e processamento das amostras ndo constituiram fatores

interferentes para o resultado final.

4.1.2 Delineamento do estudo

O presente estudo consistiu em duas etapas que ocorreram simultaneamente:
a primeira etapa deste estudo foi caracterizada pela coleta periddica das
amostras nasais para a posterior classificacdo do tipo de portador nasal,
enquanto a segunda etapa consistiu na coleta de dados provenientes de fontes
secundarias como relatérios epidemioldgicos/microbiologicos e prontuéarios

médicos (Figura 1).
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, 12 meses

Segunda etapa

Figura 1- Delineamento longitudinal do estudo.

4.1.2.1 Primeira etapa do estudo

Na primeira etapa, foram coletados swabs nasais semanalmente durante um
periodo de 3 meses (12 semanas) a fim de determinar o estado de colonizacéo
nasal de S. aureus dos pacientes com IRC sob regime de hemodialise,
seguindo os critérios descritos no item 4.4. Em associacdo a coleta das
amostras nasais foi aplicado um questionario (anexo 3) contendo algumas das
variaveis sociais e demograficas a serem investigadas e posteriormente
correlacionadas com o status de colonizacdo por S. aureus. Durante esta
etapa, as amostras de S. aureus foram isoladas, identificadas e tiveram seu
padrdao de suscetibilidade a oxacilina e vancomicina definidos seguindo a

metodologia descrita nos itens 4.3.5.2 e 4.3.5.3, respectivamente.
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4.1.2.2 Segunda etapa do estudo

Durante esta etapa, os pacientes foram acompanhados por um periodo de 12
meses, no qual foram coletados dados provenientes da analise minuciosa dos
prontuarios medicos, relatérios epidemiolégicos e microbiolégicos com a
finalidade de coletar dados como episddios de bacteriemias, uso de
antimicrobianos, possiveis hospitalizacdes e outras intervencdes meédicas. As
informacgdes obtidas por meio dos prontuarios e relatérios foram utilizadas para
descrever as caracteristicas gerais dessa populacdo bem como determinar o

risco conferido pela colonizag&o nasal no desenvolvimento de bacteriemias.

4.1.3 Critérios de inclusao

Para a inclusdo dos pacientes no estudo foram considerados os seguintes

itens:
- Pacientes com IRC atendidos no setor ambulatorial da CCR e do HSRC;
- Soro néo reativo contra o virus da imunodeficiéncia humana e da hepatite C

- Pacientes que concordaram e assinaram o termo de consentimento livre

esclarecido.

4.1.4 Critérios de exclusao

Para a exclusdo dos pacientes previamente incluidos no estudo foram

considerados os seguintes itens:

-Para a classificacdo do status de colonizacdo nasal (obtido na primeira etapa
do estudo), foram excluidos os pacientes com menos de 10 coletas durante o

periodo de 12 semanas de triagem (Vandenberg et al., 1999).

- Foram considerados excluidos da segunda etapa do projeto os pacientes que

nao permaneceram no estudo durante o periodo de 12 meses pelos seguintes
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motivos: Obito; transferéncia para outras unidades de hemodialise; paciente
submetido a transplante renal; solicitagdo do desligamento do projeto.

4.2 Aspectos éticos

A coleta das amostras foi realizada de forma néo invasiva, sem gerar nenhum

tipo de risco ou dor ou prejuizo para o paciente.

Todos os pacientes foram informados a respeito dos procedimentos e objetivos
do estudo. A coleta das amostras foi realizada apds conscientizagdo e
autorizacdo do paciente via assinatura de um termo de consentimento (anexo
4).

Este trabalho corresponde a um subprojeto de um projeto que esta inscrito no
Comité de Etica em pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo sob o registro n°® 075/07 aprovado no dia 26/09/2007
conforme anexos anexo 1 e 2. O anexo 1 compreende a aprovacgao inicial do
projeto e o anexo 2 copreende as modificacdes aplicadas ao projeto antes do

seu inicio.

4.3 Procedimentos laboratoriais

4.3.1 Coleta de amostras nasais

As amostras de secrecao foram coletadas da parte anterior das duas narinas
com o auxilio de um swab estéril de algoddo (Absorve, SP) umedecido em
salina que foi friccionado quatro vezes na porcdo interna das narinas
anteriores, aplicando-se uma pressao constante e girando o swab sem

interrupcéo (Vandenberg et al., 1999).

As amostras foram semeadas em agar manitol salgado (“Mannitol Salt Agar”
HIMEDIA, india) num tempo méaximo de 30 minutos apods a coleta. As placas
foram incubadas a 37°C por 48h. Em seguida, as amostras que apresentaram

crescimento e mudancga cromatica para amarelo ao redor das coldnias foram
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transferidas para agar Sangue (“Blood Agar Base”, HIMEDIA, com 5% de

sangue humano) para posterior andlise morfoldgica e caracterizacéo fenotipica.

4.3.2 Amostras padréao

Para os testes de identificacdo foram utilizadas as amostras S. epidermidis
ATCC 12228 e a amostra S. aureus ATCC 259213. Para os testes de avaliacao
da suscetibilidade aos antimicrobianos foram utilizadas as amostras padréo S.
aureus ATCC 29213 e ATCC 25923, sensiveis a oxacilina, mecA negativas, S.
aureus ATCC 33591 resistente a oxacilina, mecA positiva e Enterococcus
faecalis ATCC 51299, resistente a Vancomicina.

4.3.3 Identificacdo das amostras

Somente foram identificadas as amostras de estafilococos capazes de
fermentar o manitol presente no meio agar Manitol Salgado. As amostras foram
cultivadas em agar sangue (“Blood Agar Base”, HIMEDIA, com 5% de sangue
humano) e incubadas a 37 °C por 24 h para posterior caracterizacéo fenotipica
através das caracteristicas morfologicas e producédo das enzimas coagulase e

desoxiribonuclease (Figura 2).

4.3.3.1 Teste da coagulase em tubo

A verificacdo da producdo da enzima coagulase foi realizada a partir de
colbnias isoladas, crescidas em agar sangue (“Blood Agar Base”, Becton
Dickinson and Company, com 5% de sangue humano), transferidas para um
tubo contendo plasma humano diluido a 1:5 em solucéo salina a 0,85%. Os
tubos contendo as amostras foram incubados a 37°C, em banho-maria. A
leitura foi realizada em diferentes tempos (1; 2; 4; 6 e 24 horas apos a
incubacdo) e o aparecimento do coagulo indicou reacao positiva. A amostra S.

aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo da reacédo, enquanto a
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amostra de S. epidermidis ATCC 12228 foi utilizada como controle negativo
(Koneman, 2008).

4.3.3.2 Teste da Desoxirribonuclease (DNAse)

A verificagdo da producdo da enzima DNAse foi realizada segundo os critérios
do fornecedor (HIMEDIA, india) por intermédio do cultivo das amostras em agar
DNAse teste com azul de toluidina. As amostras foram inoculadas em “spots”
(semeadura em pontos) a partir de 4uL de uma suspensdo bacteriana
preparada em salina na turvagdo correspondente a 0,5 na escala de Mc
Farland (10® UFC/mL) e incubadas a 37°C por 24h. Os isolados foram
considerados produtores de DNAse quando observado mudanca de cor do azul

purpura para purpura rosado ao redor do crescimento.

4.3.3.3 Reacao de PCR para a deteccédo do gene espécie-especifica(nuc A)

4.3.3.3.1 Liberacdo de DNA bacteriano utilizando a lise térmica

A liberacdo do DNA bacteriano foi realizada de acordo com Schuenck e
colaboradores (2009) com modificagbes. Trés a cinco colbnias de cada
amostra cultivada em agar sangue (“Blood Agar Base”, HIMEDIA- india com
5% de sangue humano) foram transferidas para 100 yL de &agua estéril
deionizada. Esta suspensédo foi mantida a temperatura de ebulicdo, em torno
de 100°C, por 10 min e, em seguida centrifugada por 30s, a 10.000 x g. Os
sobrenadantes com DNA liberado foram coletados e usados para a reacdo de
PCR.
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4.3.3.3.2 PCR para a deteccao do gene espécie-especifica (nucA)

A confirmacdo em nivel de espécie das amostras de S. aureus isoladas a partir
dos swabs nasais foi realizada pela detec¢éo de segmentos especifico do gene
nucA. A amplificacdo foi realizada em uma termocicladora (Veriti- Applied
Biosystems), utilizando-se um volume total de 50 uL para a reagdo composta
de 5 yL de DNA liberado por lise térmica, 400 uM de cada desoxinucleotideo
trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies, S&o Paulo,
Brasil), 5 yL do tampé&o da enzima 10x (10 mM Tris HCI, 25mM KCI), 2 mM de
MgCl2, 1,5U de Taq DNA polimerase (Biotools -Madri, Espanha) e acrescido de
1 uM dos oligonucleotideos nucl (nucl- GCGATTGATGGTGATACGGTT) e
nuc2 (nuc 2- AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC ) para deteccdo de um
fragmento do gene nuc de 218 pb de S. aureus e (Brakstad, Aasbakk &
Maeland, 1992). Apos realizacdo de uma etapa de desnaturacéo inicial de 94°C
por 3 min, foram realizados 30 ciclos de amplificacdo: desnaturacéo a 94°C por
1 min, anelamento a 55°C por 1min e extensédo a 72°C por 2min, seguido de
uma etapa final de extensdo, realizada a 72°C por 5min. Os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de Agarose a 2,0% em
TBE (0,89 M Tris [Hexapur], 0,89 M acido borico [Hexapur], 2,5 mM EDTA
[Hexapur], pH 8,2), a 90V por 1,5 h. A coloragdo do gel foi realizada
posteriormente, com a imersdo deste em uma solucdo de brometo de etidio
0,005uL/ml (Hexapur, Amsterdam-Holanda) por 5 minutos, sendo o gel
fotografado sob luz ultravioleta. Como padrdo de DNA para a corrida
eletroforética foi utilizado o padrdo 100 pb DNA ladder (Invitrogen). Foram
consideradas S. aureus, as amostras que apresentaram uma banda na altura

equivalente a 270pb.
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[ Swab Nasal ]

Crescimento em Agar
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Staphylococcus PCR ]
Aureus

Figura 2-Fluxograma de Identificacdo das amostras coletadas a partir de swab

nasal.
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4.3.4 Estocagem das amostras

Todas as amostras identificadas como S. aureus foram estocadas em caldo
TSB (“Tripticase soy broth” Becton, Dickinson and Company - BD) com 20% de

glicerol e conservadas a — 20°C.

4.3.5 Avaliacéo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
4.3.5.1 Teste de difuséo do disco (TDD)

Trés a cinco coldnias selecionadas a partir de uma cultura em agar sangue
com 24h de incubacéo a 37°C foram suspensas em solucdo de NaCl 0,85%
para a obtencdo de uma turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland
que corresponde a aproximadamente 108 UFC/mL. A partir dessa suspenséo,
as amostras foram semeadas com swab em placa de petri contendo agar
Mueller Hinton (HIMEDIA - india), de modo a assegurar uma distribuic&o
homogénea do inéculo. Para este teste foram utilizados discos de teicoplanina
30ug, cefoxetina 30 pg, oxacilina 1 ug, sulfametoxazol/trimetropima 25ug,
clindamicina 2 pg, rifampicina 5 pg, penicilina 10 Ul, eritromicina 15 ug,
cloranfenicol 30 ug, ciprofloxacina 5 pg, gentamicina 10 ng, tetraciclina 30 pg,
linezulida 30 ug e mupirocina 5 ug (Fuchs et al,1990) (Cefar Diagnoéstica, LTDA
— SP). A leitura foi realizada apds incubacéo por 24 h a 37°C. A interpretacdo
dos halos seguiu os critérios estabelecidos pelo CLSI (2010), exceto o halo
referente a mupirocina que foi avaliado de acordo com os critérios
estabelecidos por Fuchs e colaboradores (1990). Como controle foi utilizado a
amostra de S. aureus ATCC 25923 .

4.3.5.2 Avaliacao da suscetibilidade a oxacilina
4.3.5.2.1 Teste de triagem com oxacilina

As amostras foram submetidas ao subcultivo em agar Mueller-Hinton contendo

6 ng/mL de oxacilina (Sigma Aldrich, St Louis, MO - USA) e suplementado com 4
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% de NacCl. O indculo foi preparado de acordo com a escala de 0,5 McFarland
semeado com um swab em ¥4 da placa. A resisténcia a oxacilina foi confirmada
guando observada a presenca de mais de uma colbnia apdés de 24h e 48h de
incubacdo a 37°C. Como controles foram utilizados as amostras de S. aureus
ATCC 29213, sensivel a oxacilina e ATCC 33591, resistente a oxacilina (CLSI,
2010).

4.3.5.2.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) para

oxacilina

A CMI foi determinada para oxacilina pelo método de diluicio em agar . As
amostras na concentracdo de 10* UFC/mL foram submetidas a diluicdes
seriadas em agar Mueller-Hinton suplementado com 2 % de NaCl contendo
oxacilina (Sigma Aldrich, MO, USA) variando de 0,0625 pg/mL a 8ug/mL.
Foram consideradas resistentes a oxacilina as amostras de S. aureus que
apresentarem CMI > 4 ug/mL e sensiveis as amostras com CMI< 2ug/mL.
Como controle para os testes de suscetibilidade foi utilizada a amostra padrao
S. aureus ATCC 29213 (CLSI, 2010).

4.3.5.3 Avaliacao da suscetibilidade a vancomicina
4.3.5.3.1 Teste de triagem com vancomicina

As amostras foram submetidas ao subcultivo em BHI (“Brain Heart Infusion”,
HIMEDIA- india) contendo 4 pg/mL e 6 pg/mL de vancomicina (Sigma Aldrich,
MO, USA). O inoculo foi preparado de acordo com a escala de 0,5 McFarland
semeado com um swab em % da placa. A resisténcia a vancomicina foi
confirmada quando observada a presenca do crescimento de mais de uma
colénia apdés de 24h e 48h de incubacdo a 37°C. Como controle, foram
utilizadas as amostras de S. aureus ATCC 29213, sensivel a vancomicina e

Enterococcus faecalis 51299 resistente a vancomicina (CLSI, 2010).
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4.3.5.3.2 Determinag&o de CMI para vancomicina

A CMI foi determinada para vancomicina pelo método de diluicdo em agar. As
amostras de S. aureus na concentracdo de 10* UFC/mL inoculadas em agar
Mueller-Hinton contendo concentracdes de vancomicina variando de 0,0625
pHg/mL a 16 pg/mL. Foram consideradas resistentes a vancomicina as amostras
que apresentaram CMI > 16 ug/MI, de resisténcia intermediaria as amostras
gue apresentaram uma CMI 4-8 ug/mL e sensiveis CMI < 2 ug/mL. Como
controle para os testes de susceptibilidade foi utilizada a amostra padrédo S.
aureus ATCC 2921 (CLSI, 2010).

4.4 Definicdo do estado portador

De acordo com os resultados obtidos das culturas sequenciais de secrecéo
nasal, os portadores foram classificados em trés categorias segundo o critério

proposto por Vandenberg e colaboradores (1999) com algumas modificacdes:
= NP - pacientes sem cultura positiva para S. aureus;
= PI-No minimo uma e até 80% das culturas positivas para S. aureus;

= PP -80% ou mais das culturas positivas para S. aureus.

4.5 Andlise estatistica

As analises estatisticas utilizadas para se testar as hipoteses formuladas
foram: o Teste de Kappa para andlise do nivel de concordancia aos pares entre
o protocolo de referéncia de 12 semanas e as coletas semanais realizadas
durante esse periodo para assim estimar o numero minimo de coletas
necessarias para classificar os pacientes em relacdo ao estado de portador
nasal de S. aureus. Para a avaliacdo da concordancia utilizando o Kappa foram
adotados os critérios propostos por Landis & Koch, (1977) (Tabela 2). Tais

testes foram calculados com o auxilio do programa STATA 9.2 (Stata
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Corporation, College Station, Estados Unidos). Os resultados foram
considerados significativos estatisticamente quando apresentaram valor de p <
0,05.

Tabela 2- Critério de interpretac@o dos valores obtidos pelo teste Kappa (k)
segundo Landis e Koch (1977)

Valores de Kappa Concordancia
<0,2 Fraca
0,21-0/4 Consideravel
0,41-0,6 Moderada
0,61-0,8 Boa
0,81-1,0 Excelente

Para determinar o risco para o desenvolvimento de bacteremia,
utilizamos o teste estatistico qui-quadrado e teste exato de Fisher (quando
algum valor inferior a 5 estava presente), no qual as variaveis com valores
de p inferiores a 0,1 foram submetidas a regressao logistica. Em todas as
andlises de regressdo, a variavel estado de colonizacdo foi incluida

independente do valor de p por ser a variavel de interesse.
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5 RESULTADOS
5.1 Coleta de swab nasal dos pacientes sob hemodialise

Foram realizadas coletas semanais de swabs nasais dos pacientes de
hemodiélise do HSRC e da CCR durante o periodo de 28 de julho de 2009 até
20 de abril de 2010, totalizando 12 coletas. A Tabela 3 mostra os periodos em
gue ocorreram as etapas do estudo.

Tabela 3- Periodos da primeira e segunda etapa do estudo.

Primeira etapa Segunda etapa
Centro de
hemodilise Inicio das Término das Periodo de
coletas coletas acompanhamento
CCR! 27/07/09 2/10/09 27/07/09 - 27/07/10
CCR? 19/10/09 6/01/10 19/10/09 - 19/10/10
HSRC 3/02/10 20/04/10 03/02/10 - 03/02/11

“Coleta de swab nasal dos pacientes inscritos no segundo e terceiro turno da

CCR. *Coleta de swab nasal dos pacientes inscritos no primeiro turno

5.2 Isolamento de amostras, cultivo e identificacdo bacteriana

Dentre os 229 pacientes com IRC cadastrados no HSRC e CCR e convidados
a participar do estudo, somente 10 (4,4%) se recusaram a participar. Dos 219
participantes, foi isolado S. aureus da secrecéo nasal de 50 (22,8%) voluntarios
(Figura 3). Ao todo foram isoladas 182 amostras de S. aureus identificadas por

provas bioquimicas e biologia molecular (figura 4).
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M Portadores nasais de S.aureus B N3o portadores

Figura 3- Prevaléncia de portadores nasais de S. aureus entre os 219

voluntéarios .

270 pb

Figura 4- Resultados das provas de identificagdo de S. aureus. 4a) S. aureus
em agar sangue; 4b) Crescimento e fermentacdo do agar manitol salgado; 4c)
Reacéo positiva para o teste da coagulase em tubo; 4d) Reacdo positiva em

agar DNAse; 4e) Reacao de PCR espécie-especifica (nuc A- 270 pb).
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5.3 Avaliagédo da suscetibilidade aos antimicrobianos

Todas as 182 amostras tiveram seu perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos determinada pelos testes de difusdo do disco, triagem em agar

oxacilina e vancomicina e diluigdo em agar oxacilina e vancomicina.

O perfil de suscetibilidade foi avaliado para 14 antimicrobianos por meio do
teste de difusdo do disco, sendo que as maiores taxas de resisténcia foram
encontradas para a Penicilina (89,6%), Tetraciclina (30,8%) e Eritromicina
(9,3%) (Tabela 4). Nao foi observada resisténcia a cefoxitina ou oxacilina entre
as amostras. Apenas uma amostra apresentou o padrao de multirresisténcia
sendo esta resistente a eritromicina, penicilina, mupirocina, tetraciclina e
cloranfenicol.

Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das 182 amostras de S.

aureus por meio do teste de difusdo do disco.

Antimicrobiano % de Amostras Resistentes
Penicilina (163) 89,6%
Tetraciclina (56) 30,8%
Eritromicina (17) 9,3%
Ciprofloxacina (1) 0,6%
Clindamicina (1) 0.6%
Cloranfenicol (1) 0.6%
Mupirocina (1) 0,6%
Sulfametoxazol/Trimetropima (1) 0,6%
Cefoxitina (0)0%
Linezolida (0)0%
Oxacilina (0)0%
Rifampicina (0)0%

Teicoplanina (0)0%
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A tabela 5 mostra os resultados da triagem em agar com oxacilina e
vancomicina. Nenhuma das 182 amostras cresceram no agar triagem contendo
6pg/mL  de Oxacilina. Vinte e nove (15,9%) amostras apresentaram
crescimento em agar triagem contendo 4ug/ml de vancomicina em 24 horas de
incubacdo. Todas as amostras foram consideradas sensiveis a Vancomicina,
visto que nenhuma amostra apresentou crescimento agar triagem contendo

6pg/mL de vancomicina em 24 horas de incubacao.

Tabela 5- Triagem em agar contendo oxacilina ou vancomicina nas
concentracOes de 4 e 6 pg/mL para as 182 amostras de S. aureus isoladas de

secrecéao nasal.

Oxacilina 6 pg/ml Vancomicina 4 ug/ml - Vancomicina 6 pg/ml

Crescimento  S. aureus n (%) S. aureus n (%) S. aureus n (%)
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
182 182 153 145 182 177

Ausente

(100%) (100%) (84,1%) (79,7%) (100%)  (97,3%)

29 37
Presente 0 0 0 5 (2,7%)
(15,9%)  (20,3%)

h- horas

Em relacdo a determinacdo da CMI, todas as amostras foram classificadas
como sensiveis a Oxacilina, sendo que 99 (54,4%) amostras exibiram uma CMI
de 0,25 pug/ml e apenas 2 (1,1%) amostras apresentaram uma CMI de 2 pg/ml.
Todas as amostras foram sensiveis a Vancomicina sendo que 65 (35,7%)

exibiram uma CMl igual a 1,0 pug/ml em 24 horas (Tabela 6).
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Tabela 6- Valores da CMI para as 182 amostras de S. aureus, determinado por

meio do método de diluicdo em agar.

Oxacilina Vancomicina
CMmI S. aureus n (%) S. aureus n (%)
24 h 48 h 24 h 48 h

0,12 pg/mL 47 (25,8%) 24 (13,2) 0 0

0,25 pg/mL 99 (54,4%) 106 (58,2%) 0 0

0,50 pg/mL 31 (17,0%) 38 (20,9%) 117 (64,3%) 110 (60,4%)
1,00 pg/mL 3 (1,7%) 11 (6,0%) 65 (35,7%) 71 (39,0%)
2,00 pg/mL 2 (1,1%) 3 (1,7%) 0 1(0,6%)

h- horas

5.4 Classificacdo dos pacientes de acordo com o status de colonizacao

nasal por S. aureus

Dentre os 219 pacientes, foi possivel obter o minimo de 10 coletas de 178
(81,3%). Seguindo o critério definido por Vandenberg e colaboradores (1999),
esses 178 pacientes foram classificados em NP, Pl e PP. Dos 178 pacientes,
40 (22,5%) apresentaram S. aureus na secrecdo nasal, enquanto os demais
138 pacientes nao (77,5%). Dentre os portadores nasais de S. aureus, notou-
se uma maior prevaléncia de Pl (32/80%) em relacdo aos PP (8/20%) (Figura
5).
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H N&o portadores @ Portadores

" 1 8(20%)

Pacientes Portadores Portadores
N=178 intermitentes Persistentes

Figura 5- Distribuicdo dos 178 pacientes com o ciclo completo (10-12 semanas)

segundo o status de colonizacao nasal por S. aureus.

5.5 Comparacéo entre os diferentes periodos de coleta com o protocolo

de referéncia

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos a partir da analise de concordancia
Kappa entre cada periodo de coleta com o protocolo de referéncia
(Vandenberg et al.,, 1999). Foram analisados os 178 pacientes classificados
apenas em NP e portadores nasais de S. aureus (Pl e PP). Apenas a partir da
sétima semana de coleta que foi observado uma correlacdo excelente com o

protocolo de referéncia (k=0,844).
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Tabela 7- Analise do nivel de concordancia entre o numero de NP e portadores

detectados pelo o protocolo de referéncia e as demais semanas de coleta (N=178).

Periodo de Intervalo de 95% de
Kappa Interpretacao _
coleta confianga
2 semanas 0, 660 Boa 0, 521-0, 800
3 semanas 0, 745 Boa 0, 621-0, 869
4 semanas 0, 746 Boa 0, 622-0, 869
5 semanas 0, 786 Boa 0, 672-0, 900
6 semanas 0, 782 Boa 0, 672-0, 900
7 semanas 0, 844 Excelente 0, 746-0, 942
8 semanas 0, 862 Excelente 0, 770-0, 955
9 semanas 0, 916 Excelente 0, 844-0, 988
10 semanas 0, 951 Excelente 0, 895-1, 000
11 semanas 0, 967 Excelente 0, 922-1, 000

A tabela 8 mostra os resultados obtidos a partir da analise de concordancia Kappa entre
cada periodo de coleta com o protocolo de referéncia (Vandenberg et al., 1999), na qual
os 178 pacientes foram classificados de acordo com o status de colonizacdo: NP, Pl e
PP. O protocolo de 3 semanas (k=0,704) , exibiu uma boa correlacdo com o protocolo
de referéncia. Porém, apenas a partir da sétima semana encontramos uma correlacéo
excelente com o protocolo de referéncia (k=0,834) para distinguir os trés perfis de

colonizacéo.
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Tabela 8- Analise do nivel de concordancia entre o nimero de NP,Pl e PP detectados

pelo protocolo de referéncia e as demais semanas de coleta (N=178).

Periodo de Intervalo de 95% de
Kappa Interpretacao _
coleta confianga
2 semanas 0,582 Moderada 0.527 - 0.620
3 semanas 0,704 Boa 0.629 - 0.775
4 semanas 0,707 Boa 0.640 - 0.753
5 semanas 0,795 Boa 0.775 - 0.822
6 semanas 0,795 Boa 0.745 - 0.850
7 semanas 0,834 Excelente 0.813 - 0.869
8 semanas 0,869 Excelente 0.862 - 0.897
9 semanas 0,904 Excelente 0.802 - 0.964
10 semanas 0,953 Excelente 0.919 - 0.973
11 semanas 0,969 Excelente 0.939 - 1.000

A tabela 9 mostra os valores encontrados para a sensibilidade, especificidade e
probabilidade poés-teste entre os diferentes periodos de coleta e o protocolo de
referéncia, sendo os 178 pacientes classificados em NP e portadores nasais (Pl e PP) de
S. aureus. Na terceira semana encontramos uma sensibilidade igual a 65,9% e um valor
preditivo negativo (VPN) equivalente a 90,3%. Apenas a partir da oitava semana,
encontramos valores de sensibilidade superiores a 80% com o valor de VPN calculado

para este periodo de 94,2%.
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Tabela 9- Valores de sensibilidade, especificidade e probabilidade poés-teste

dos diferentes periodos em relacdo ao protocolo de referéncia apenas entre 0s

portadores (P1+PP) e NP (N=178).

Periodo de

coleta Sensibilidade Especificidade VPP VPN
2 semanas 56,1% 100% 100% 87,8%
3 semanas 65,9% 100% 100% 90,3%
4 semanas 65,9% 100% 100% 90,3%
5 semanas 70,7% 100% 100% 91,5%
6 semanas 70,7% 100% 100% 91,5%
7 semanas 78,0% 100% 100% 93,5%
8 semanas 80,5% 100% 100% 94,2%
9 semanas 87,8% 100% 100% 96,3%
10 semanas 92,7% 100% 100% 97,7%
11 semanas 95,1% 100% 100% 98,5%

*VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo.

A tabela 10 mostra os valores encontrados para a sensibilidade, especificidade e
probabilidade pos-teste entre os diferentes periodos de coleta e o protocolo de referéncia
sendo que esta analise avaliou as diferencas entre os tipos de portadores (Pl e PP).
Foram considerados somente pacientes que obtiveram a primeira coleta positiva para S.
aureus, totalizando 23 pacientes (8 PP e 15 PI). Periodos superiores a 5 semanas

exibiram uma sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de 100% para distincdo de PP

de PI.
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Tabela 10- Valores de sensibilidade, especificidade e probabilidade pés-teste
dos diferentes periodos em relacdo ao protocolo de referéncia, considerando

apenas os tipos de portadores nasais de S. aureus (Pl e PP) (N=23)

Periodo de o o
coleta Sensibilidade Especificidade VPP VPN

2 semanas 87,5% 66,7% 58,3% 90,9%
3 semanas 87,5% 86,7% 77,8% 92,9%
4 semanas 100% 80% 72,7% 100%
5 semanas 100% 100% 100% 100%
6 semanas 100% 100% 100% 100%
7 semanas 100% 100% 100% 100%
8 semanas 100% 100% 100% 100%
9 semanas 100% 100% 100% 100%
10 semanas 100% 100% 100% 100%
11 semanas 100% 100% 100% 100%

*VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo.

A tabela 11 mostra os valores encontrados para a sensibilidade, especificidade e
probabilidade pOs-teste entre os diferentes periodos de coleta e o protocolo de
referéncia sendo que esta analise avalia as diferencas entre Pl e NP. Foram
considerados os 138 pacientes classificados como NP e os outros 17 Pl que nao
haviam sido incluidos na andlise anterior representada na Tabela 10. O protocolo de
3 semanas exibiu uma sensibilidade equivalente a 23,5% e o VPP igual a 91,4%.

Um protocolo de 7 semanas exibiu uma sensibilidade de 52,9% e um VPP de 94,5%

(Tabela 11).
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Tabela 11- Valores de sensibilidade, especificidade e probabilidade pos-teste
dos diferentes periodos em relacdo ao protocolo de referéncia, considerando
apenas os NP e Pl (N=155).

Periodo de o o
coleta Sensibilidade Especificidade VPP VPN

2 semanas 0% 100% - 89,0%
3 semanas 23,5% 100% 100% 91,4%
4 semanas 23,5% 100% 100% 91,4%
5 semanas 35,3% 100% 100% 92,6%
6 semanas 35,3% 100% 100% 92,6%
7 semanas 52,9% 100% 100% 94,5%
8 semanas 58,8% 100% 100% 95,2%
9 semanas 76,5% 100% 100% 97,2%
10 semanas 88,2% 100% 100% 98,6%
11 semanas 94,1% 100% 100% 99,3%

*VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo. (-) Nao foi
possivel realizar o calculo, pois 0 numero de verdadeiros positivos foi igual a

Zero.

5.6 Influéncia da Colonizacdo nasal por S. aureus no desenvolvimento de

bacteriemias

Dos 219 pacientes que aceitaram a participar do estudo, somente 166 (75,8%)
completaram o periodo de 1 ano de acompanhamento. Dos 53 (24,2%) pacientes
excluidos do estudo, 24 (45,3%) foram a 6bito, 13 (24,5%) transferidos para outros
centros de hemodialise, 13 (24,5%) foram submetidos a cirurgia de transplante renal

e 3 (5,7%) foram liberados da hemodidlise pela equipe médica.

A Tabela 12 exp8e as caracteristicas gerais dos 166 pacientes que permaneceram
no estudo durante o periodo de 1 ano. A Idade média dos pacientes foi de 50+
16,33 anos, destes a maioria dos pacientes eram homens (56,6%), néo
brancos(57,2%), ndo fumantes (75,9%) e nao diabéticos (67,5%). O tipo de acesso
vascular mais utilizado na populacdo em estudo foi a fistula (86,7%). Dentre os

principais motivos que levaram a faléncia renal, temos doenca vascular (51,2%),



glomerulonefrite (18,7%) e diabetes mellitus (12%). Vinte e seis (15,7%) pacientes

relataram o uso de algum tipo de antimicrobiano durante o periodo de coleta.
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Tabela 12- Caracteristicas dos pacientes submetidos a hemodialise que

completaram a segunda etapa do estudo (1 ano de acompanhamento) (N= 166)

Variavel N %
Sexo

Mulheres 72 43,4%
Homens 94 56,6%
Idade (média + DP) 50 +16,33

Etnia

Brancos 71 42,8%
N&o brancos 95 57,2%
Sinusite

Presente 53 31,9%
Ausente 113 68,1%
Uso de antibiotico* 26 15,7%
Transplante renal** 25 15,1%
Tabagismo

Sim 40 24,1%
N&o 126 75,9%
Tempo dialise (meses) (média + DP) 36 £ 52,99

Tipo de acesso vascular

Fistula 144 86,7%
Cateter 22 13,3%
Fonte pagadora

SUS 119 71, 7%
Convénio particular 47 28,3%
Diabetes mellitus

N&o diabéticos 112 67,5%
Diabéticos 54 32,5%
Etiologia da IRC

Doenca vascular 85 51,2%
Diabetes mellitus 20 12%
Glomerulonefrite 31 18,7%
Lapus 3 1,8%
Infeccdo no trato urinario 3 1,8%
Outros 24 14,5%

*Uso de antibidtico oral ou tdpico 3 meses antes ou durante o periodo de coleta.** Pacientes

submetidos ao transplante renal antes do inicio do estudo.
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5.6.1 Frequéncia dos micro-organismos mais isolados de hemoculturas

Dentre os 166 pacientes que permaneceram até o final do estudo, 19 (11,45%)
foram excluidos desta analise por terem apresentado um numero de coletas
inferior a 7. Desses 147 (88,6%) pacientes incluidos, 37 pacientes
apresentaram episodios de bacteremia dos quais foram coletas 59
hemoculturas durante o periodo do estudo. Dessas, 30 (50,9%) foram
negativas e 29 (49,2%) positivas. O micro-organismo mais isolado foi a
Stenotrophomonas maltophilia (37,93%) seguido do S. aureus (31%) sendo
gue apenas 1 amostra foi MRSA ( Figura 6).

I
Stenotrophomonas maltophilia ‘ 11(37,93%)

9(31,00%)

Staphylococcus aureus
Klebisiella pneumoniae 3(10,34%)
Staphylococcus xylosus
Rastonia picketti
Enterobacter agglomerans
Empedobacter brevis

Burkholderia cepacia

Acinetobacter baumanii |8 g 1ﬁ3.45‘3j6}

Figura 6 - Micro-organismos mais isolados durante episddios de bacteriemias
gue ocorreram entre 166 pacientes no periodo de julho de 2009 a marco de
2011.

5.6.2 Influéncia de determinadas caracteristicas para o desenvolvimento

de bacteriemias por S. aureus

Foram analisadas 7 variaveis (sexo, idade, status de colonizacdo nasal, etnia,
tempo em meses de hemodialise, tipo de acesso vascular e a presenca de
diabetes mellitus) que poderiam estar atuando como fatores de risco para o
desenvolvimento de bacteriemias em pacientes sob hemodialise. Foram
avaliados 2 desfechos: desenvolvimento de bacteriemia por qualquer micro-

organismo e o desenvolvimento de bacteriemia apenas por S. aureus.

Para aplicar a andlise univariada e regressao logistica, os 147 pacientes foram

subdivididos de acordo com status de colonizagcéo (117 NP, 26 Pl e 4 PP). As
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subdivisbes foram comparadas aos pares dando origem a oito tabelas. Com o
intuito de facilitar a compreensado, deixamos expostos neste item apenas 0s
resultados obtidos da andlise univariada e regresséo logistica para os 147
pacientes (comparacédo entre os PP e Pl associado aos NP. Os resultados
obtidos pelas outras combinagbes foram compilados e expressados nas
tabelas (tabelasl6 e 17). Os resultados ndo expostos nesse item foram
deslocados para o anexo (anexos 5-10).

A Tabela 13 foi obtida pela analise univariada e mostra o risco conferido por 7
variaveis para o desenvolvimento de bacteriemia entre 147 pacientes. Em
relacdo ao desenvolvimento de bacteriemias por qualquer micro-organismo, o
uso de fistula correspondeu a 8% (p<0,00) do risco calculado para os pacientes
gque utilizam cateter como acesso vascular, enquanto que para O
desenvolvimento de bacteriemia por S. aureus, 0 uso de fistula correspondeu a

12% (p<0,00) do risco calculado para os pacientes que utilizam cateter.
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Tabela 13- Analise univariada dos fatores de risco associados ao
desenvolvimento de bacteriemias em 147 pacientes submetidos & hemodialise.
E.S, 2011.

o Episodios
Episodios de I
L bacteriemia
Variaveis Bacteriemia  oqds Ratio (IC)  pvalor S, aureus Odds Ratio (IC)  pvalor
Sim Nao Sim Nao
Sexo
Masculino 10 70 0,81 0,66 5 75 1,42 0,63
Feminino 10 57 (0,28-2,35) 3 64 (0,26-9,49)
Idade (anos)
1,71
Acima de 50 11 57 1,5 0,4 4 64 0,83
. (0,21-6,55)
Abaixo de 50 9 70 (0,52-4,40) 4 75
Status de
colonizacéao*
2,17 0,5 6,48 0,08
PP 1 3 1 3
(0,039-29,55) (0,11-91,40)
NP e PI 19 124 7 136
Etnia
Nao brancos 12 73 1,11 0,8 5 80 1,23 0,78
Brancos 8 54 (0,39-3,36) 3 59 (0,23-8,21)
Tempo(m)
hemodialise
) 0,42 0,09 0,14 0,04
Acima de 36 6 64 1 69
} (0,13-1,27) (0,003-1,19)
Abaixo de 36 14 63 7 70
Acesso
vascular
i 0,08 0,00 0,12 0,00
Fistula 10 118 4 124
(0,021-0,27) (0,2-0,74)
Cateter 10 9 4 15
Diabetes
mellitus
1,17 0,75 2,23 0,26
Presente 7 40 4 4
(0,37-3,45 (0,39-12,51)
Ausente 13 87 43 96

(IC)-confianga 95%; (m)- meses; PP- Portador persistente; Pl- portador Intermitente; NP- Nao
portador. (*)Para esta analise os pacientes foram divididos em 2 grupos: Grupo 1- portadores

persistentes; grupo 2- ndo portadores e portadores intermitentes.
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A Tabela 14 mostra os resultados obtidos a partir da regressao logistica para
0s 147 pacientes. O uso de fistula conferiu um risco de 7% (p< 0,00) e 11% (p=
0,01) do risco conferido pelo uso de cateter para bacteriemia por qualquer

micro-organismo e apenas por S. aureus, respectivamente.

Tabela 14- Resultados da regressdo logistica para as variaveis que
demonstraram potencial de risco no desenvolvimento de bacteriemias entre PP
e NP+PI (N=147).

oo o Episédios de bacteriemias
Episodios de bacteriemias
apenas por S. aureus

Variaveis
Odds Odds
_ pvalor IC _ pvalor IC
Ratio Ratio
Comparacaol-
status de 1,92 0,61 0,15-24,46 9,57 0,08 0,72-126,58
colonizacgéao

Acesso vascular 0,07 0,00 0,02-0,23 0,11 0,01 0,02-0,53

Tempo(m) de
o 0,39 0,10 0,12-1,21 0,11 0,06 0,01-1,11
hemodialise

IC- Intervalo de confianca 95%.(*) Para esta analise os pacientes foram divididos em 2 grupos:

expostos- portadores persistentes; ndo expostos- ndo portadores e portadores intermitentes.

Compilamos na tabela 15 os resultados da analise univariada para a influéncia
dos diferentes status de colonizacdo no desenvolvimento de bacteriemias. PP
apresentaram um risco superior a 9 vezes (p=0,03) e os Pl apresentaram um
risco superior a 4 vezes (p=0,08) em relacdo aos NP para o desenvolvimento

de bacteriemias por S. aureus.
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Tabela 15- Compilagdo dos resultados da influéncia do status de colonizacdo para o desenvolvimento de bacteriemias obtidos através da

andlise univariada.

Epis6dios de Episodios
x o bacteriemia N° da N utilizado
Comparagdo entre 0S  Bacteriemia Odds pvalor S. aureus Odds Ratio(IC)  pvalor  Tabela de para o
status de colonizacao Ratio(IC) : .
origem calculo
Sim N&o Sim N&o
Comparacgéo 1
PP¢ 1 3 2,17 0,5 1 3 6,48 0,08 13 147
NP + PI 19 124  (0,039-29,55) 7 136 (0,11-91,40)
Comparacao 2
a
o b 1 2,45 043 o 9,42 0,03 17 121
(0,04-32,74) (0,14-147,76)
Comparacao 3
PI? 5 21 1,75 0,32 3 23 3,68 0,08 19 143
NP 14 103 (0,44-5,87) 4 113 (0,50-23,12)
Comparacéo 4
PP 2 2l 0,71 0,79 £ 2 0,46 21 30
PP . e (0,05- 45,91) - € Oheke
' ' (0,02-27,31)

PP- Portador persistente; PI- portador Intermitente; NP- Nao portador. (a)- Para esta analise os NP foram considerados os ndo expostos; (b)- Para esta andlise os PP

foram considerados ndo expostos; (c)- Para esta andlise os NP associados aos Pl foram considerados ndo expostos.
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Os resultados obtidos a partir da regressao logistica realizada para cada
combinacgao do status de colonizagao estao expressos na Tabela 16. O uso de
fistula conferiu um risco de 7% (p< 0,00) e 11% (p= 0,01) do risco conferido
pelo uso de cateter para bacteriemia por qualquer micro-organismo e apenas
por S. aureus, respectivamente. O risco encontrado para o desenvolvimento de
bacteriemias por S. aureus entre PP foi de 17,6 vezes (p=0,05) superior ao
encontrado para os NP.

Tabela 16- Compilacao dos resultados obtidos a partir da regressao logistica
referentes a influéncia de cada status de coloniza¢édo para o desenvolvimento

de bacteriemias.

o o Episodios de bacteriemias N° da
Episodios de bacteriemias
o apenas por S. aureus Tabela
Variaveis
Odds |c Odds | |c de
valor valor i
Ratio P Ratio P origem
Comparacao
1 192 0,614 0,15-24,46 9,57 0,08 0,72-126,58 15
Comparacéo
) 258 045 0,22-30,20 17,62 0,05 0,99-314,46 19
Comparacao
. 0,88 0,86 0,23-3,47 2,91 0,22 0,52-16,44 21
Comparacao
4 0,611 0,73 0,04-10,12 0,27 0,41 0,01-5,88 23

IC- Intervalo de confianga 95%.Comparacgéo 1 entre: PP e (NP + PI) ; Comparagéo 2 entre: PP

e NP; Comparacéo 3 entre: Pl e NP; Comparacéo 4 entre: Pl e PP.
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6 DISCUSSAO

De acordo com o censo de dialise SBN (2009), a regido sudeste abriga quase
60% dos pacientes em dialise, sendo que no cenario atual, o ES apresenta 15
unidades de hemodialise (Sesso et al., 2010). O nosso estudo contou com a
participacdo de 2 centros de hemodidlise, dos quais conseguimos arrolar 219
pacientes, o que fez deste, o estudo com um maior numero de participantes até
entdo. Os demais estudos que também avaliaram a colonizacdo nasal por S.
aureus em pacientes submetidos a dialise, contaram com a participacdo de em
média de 80 pacientes, sendo que no menor estudo foram incluidos 28
pacientes (Koziol-Montewka et al., 2001) e no maior estudo 205 pacientes
(Saxena et al., 2005).

A frequéncia de colonizacdo nasal por S. aureus encontrada em nosso estudo
foi de 23% (50/219), namero inferior ao relatado por outros estudos, que em
sua maioria, varia entre 50%-80% (Ena et al., 1994; Kluytmans, Belkum &
Verbrugh 1997; Vandenberg et al., 1999; Koziol-Montewka et al., 2001; Von
Eiff et al., 2001; Nouwen et al.,, 2006). Acreditamos que essa taxa de
colonizacao baixa encontrada em nosso estudo possa estar relacionada a trés
fatores: o primeiro relativo a questdo econdémico-geografica, o segundo relativo
a época em que o estudo foi desenvolvido e o terceiro relacionado aos

procedimentos técnicos.

As maiores taxas de colonizacdo por S. aureus em pacientes submetidos a
didlise foram encontradas em paises Europeus e EUA (desenvolvidos) onde as
maiores taxas reportadas foram de: 76% (74/98) (Nouwen et al., 2006); 58%
(30/52) (Nouwen et al., 2005); 55% (39/71) (Pefa et al.,2004). A diferenca entre
a taxa de colonizacdo nos paises desenvolvidos e nos paises em
desenvolvimento também foi notada para a populacéo geral, na qual a taxa de
colonizacdo para os paises desenvolvidos foi cerca de 30% [EUA 30%;
Holanda 35% (Wertheim et al., 2006)] enquanto nos paises em
desenvolvimento foi cerca de 15% [Nigéria 14% (Adesida et al., 2007); Malasia
26% (Choi et al., 2006); India 16% (Vinodhkumaradithyaa et al., 2009),
Indonésia < 10% (Severin et al., 2008) e no Brasil 18% (Leite, 2008)]. Uma das

explicacbes para essa diferenca pode estar no no fato de que os paises
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desenvolvidos tém uma baixa exposi¢cdo aos antigenos e patégenos o0 que
pode ter contribuido para a baixa eliminacdo de S. aureus das narinas
acarretando uma alta prevaléncia da coloniza¢do nasal nos individuos destes
paises (Sivaraman et al., 2009). Além disso, grande parte dos estudos que
exibiram altas taxas de colonizacdo foram desenvolvidos em paises localizados
em regifes temperadas, onde o clima frio limita o numero de banhos por dia e
favorece o isolamento da populacdo em ambientes fechados, facilitando a
transmissdo de amostras de S. aureus . O Outro fator a ser considerado é
temporal, jA que grande parte dos estudos que relatam as taxas mais altas de
colonizacdo para S. aureus foram realizados durante a década de 90 e o inicio
do século XXI. Os estudos mais recentes que avaliaram a colonizagdo nasal
em pacientes submetidos a hemodialise demonstraram uma reducgéo nas taxas
de colonizacdo nasal, que em sua maioria foi inferior a 40%. As taxas
encontradas nestes estudos foram de 24% na Turquia (Aktas et al., 2011), 16%
em Nova lorque (EUA) (Alexander et al., 2011), 24% (Motamedifar,
Hassanzadeh & Ghafari, 2010) e 37% (Ghasemian et al., 2010) no Ird e 38%
na Arabia Saudita (Saxena et al., 2004). Outra evidéncia que corrobora com
essa tendéncia foi a reducdo de 50% em 5 anos nas taxas de colonizacéo
nasal de pacientes submetidos a hemodialise demonstrando que as taxas de
colonizacdo nasal ndo sdo constantes ao longo do tempo, devendo seu
monitoramento frequentemente realizado. (Koziol-Montewka et al,
2001;Koziol-Montewka et al., 2006). Apesar de nao terem sido citadas,
acreditamos que algumas medidas implantas ao longo do tempo possam ter
favorecido para a reducdo nas taxas de colonizacdo, como: treinamentos,
atualizacdo e reeducacao dos profissionais sobre a importancia do controle de
transmissao do S. aureus nessa populacdo, bem como a adocdo de medidas
de protecao individual (como uso de luvas) e aplicacdo de medidas mais
adequadas de higiene. Vale ressaltar, que a maioria dos estudos com altas
taxas de colonizacdo adotaram espacos amostrais reduzidos, enquanto que
estudos mais amplos (como 0 nosso) apresentaram taxas de colonizacdo
menores. Isto demonstra que quanto maior o nimero de pacientes arrolados
para os estudos, mais distribuidos e préximos da realidade os dados estaréo.

Outro fator que poderia ter influenciado nesta menor taxa de colonizacao seria
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a inoculacao direta do swab em meio soélido seletivo (Agar manitol). Entretanto,
isto ndo parece ter muita significancia visto que outros estudos que obtiveram
altas taxas de isolamento realizaram o procedimento de forma similar ao nosso
estudo, realizando apenas a inoculagéo diretamente em agar seletivo (Nouwen
et al., 2005; Leite, 2008). Em nosso estudo, ndo utilizamos meio de transporte,
pois todos os swabs foram semeados em no maximo trinta minutos, e este ndo

influencia na taxa de isolamento das amostras nasais (Oplustil et al., 2010).

No que diz respeito ao padrédo de suscetibilidade encontrado para as 182
amostras por meio do teste de difusdo do disco, as maiores taxas de
resisténcia encontradas foram para a Penicilina (89,6%), Tetraciclina (30,8%) e
Eritromicina (9,3%) e apenas 1 (0,6%) amostra apresentou resisténcia a
mupirocina (Tabela 4). O padrdo de suscetibilidade encontrado para essas
amostras esta de acordo com o relatado por outros estudos envolvendo
pacientes submetidos a hemodialise (Koziol-Montewka et al.,, 2006;
Motamedifar, Hassanzadeh & Ghafari et al., 2010). Ao contrario do esperado,
nenhuma amostra foi resistente a Oxacilina ou Cefoxitina. O CLSI (2010) néo
recomenda mais a avaliacdo de suscetibilidade a vancomicina pelo teste de
difusdo em disco, sendo assim, avaliamos essa caracteristica por meio da
determinacdo da CMI e triagem em agar contendo vancomicina .Todas as
amostras testadas apresentaram CMI<2 pg/ml (24 h) para vancomicina, sendo
entdo classificadas como sensiveis. Outros estudos que analisaram a
suscetibilidade a vancomicina em amostras de S. aureus provenientes de
secrecbes nasais, também ndo encontraram amostras com CMI >2 pg/ml
(Nouwen et al., 2005; Koziol-Montewka et al., 2006; Motamedifar, Hassanzadeh
& Ghafari, 2009), estando em concordancia com nossos achados. Apesar da
determinacdo da CMI ser o meio mais adotado para predizer sensibilidade a
vancomicina, este nem sempre indica eficacia terapéutica, visto que alguns
estudos demonstraram a ocorréncia de falha terapéutica com amostras que
apresentaram CMI entre 1,5-2,0 pg/ml (Deresinski, 2009; Fusco et al., 2009).
Além disso, a determinacdo de CMI pelos métodos de microdiluicdo em caldo,
diluicho em agar e E-test falham em detectar a heterorresisténcia a
vancomicina devido a baixa concentragdo do indculo utizado nestes

procedimentos, e por isto decidimos avaliar a presenca desta caracteristica em
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nossas amostras por outra metodologia. Para isso, realizamos triagem em agar
com vancomicina, sendo que na concentracéo de 4 ug/ml, 16% e 20,3% das
amostras apresentaram crescimento em 24 e 48 horas, respectivamente. Na
concentragéo de 6 pg/ml, 5 (2,7%) amostras apresentaram crescimento em 48
horas (Tabela 5). Este achado € compativel com um fenétipo de
heterorresisténcia (Nunes et al., 2007; Howden et al., 2010) no qual, apesar
das amostras de S. aureus exibirem CMI dentro da faixa de sensibilidade, estas
apresentam uma subpopulacdo com resisténcia intermediaria a vancomicina .
Apesar da significancia terapéutica desse achado ainda ndo estar muito clara,
acredita-se que o uso de vancomicina em infec¢cdes causadas por amostras
hVISA podem ocasionar subversdo do fenétipo para VISA e falha terapéutica
(Fusco et al., 2009).

A administracdo de vancomicina como terapia empirica deve ser realizada de
forma consciente, visto que o uso indiscriminado e prolongado, em pacientes
submetidos a dialise, fez com que em 1997 surgisse o primeiro caso no EUA
de VISA e em 2002 o primeiro nos EUA de VRSA (Chang et al., 2003).0Outros
estudos demonstraram que 5 dos 7 casos de VISA (McDonald & Hageman,
2004) e 3 dos 7 casos de VRSA (Sievert et al.,, 2008) foram isolados de
pacientes sob tratamento dialitico, sendo que em todos os casos houve
administracdo de vancomicina por longos periodos e nos pacientes com VRSA
isolou-se também amostras de Enterococcus spp. Resistentes a vancomicina
(VRE- acrénimo em inglés para: Vancomycin- resistant Enterococcus). Além de
promover o desenvolvimento de resisténcia em amostras de S. aureus, 0 USO
improprio da vancomicina pode também, selecionar amostras de (VRE),
possibilitando a sua dispersdo no meio hospitalar e comunitario (Appelbaum,
2006). Sendo assim, acreditamos ser de fundamental importancia uma re-
avaliacdo do uso da vancomicina no que diz respeito as suas caracteristicas
farmacoldgicas de forma a diminuir a pressdo seletiva sobre esses micro-

organismos.

Todas as amostras foram sensiveis a oxacilina, tanto na leitura de 24 horas
(preconizada pelo CLSI, 2010) quanto pela leitura de 48 horas. Mais da metade

das amostras (54%) apresentou uma CMI de 0,25 pg/ml para oxacilina e
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apenas 2 amostras apresentaram CMI de 2 pg/ml na leitura de 24 horas.
Outros estudos que analisaram amostras de S. aureus provenientes de swabs
nasais em pacientes submetidos a hemodialise também relataram o isolamento
apenas de amostras MSSA (Pefa et al., 2004; Nouwen et al., 2005; Aktas et
al., 2011). Apesar de nédo termos isolado amostras MRSA dos pacientes
colonizados, existem estudos que apontam a colonizagdo de S. aureus como
fator de risco para desenvolvimento de infeccdo sistémica, principalmente,
bacteriemia. Ent&o, a correta classificagdo do status de colonizagdo nasal de
tais pacientes podera auxiliar melhor na andlise da colonizacdo como fator de
risco permitindo que posteriormente se avalie a aplicacdo de algumas medidas
preventivas como, por exemplo, ate que ponto seria vantajosa a pratica de
descolonizacdo nasal. Alguns estudos sugerem a adoc¢ao da descolonizacao
topica, geralmente pelo uso de mupirocina, em pacientes de hemodialise para
reduzir o risco que estes estdo submetidos (Yu et al., 1986; Chow et al., 1989;
Kluytmans et al., 1996; Wenzel et al.,1995; Safdar et al., 2008). Porém, apesar
da taxa de resisténcia a mupirocina encontrada ter sido baixa (0,6%),
acreditamos que a descolonizacdo deva ser realizada com cautela, visto que
seu efeito dura apenas 5 meses e em 40% dos casos ocorre recolonizacdo em
menos de 3 meses com a amostra de origem (Wertheim et al., 2005).
Associado a este fator, um paciente submetido a dialise realiza esse
procedimento por um longo periodo, e a administracdo de mupirocina se
tornaria um processo constante podendo levar a falha terapéutica e
desenvolvimento de resisténcia (Wetheim et al.,, 2004; Gilpin et al., 2010).
Entretanto, o impacto do uso da descolonizacdo nasal com outras substancias
ndo deve ser descartada como uma forma de reducdo do risco de

desenvolvimento de infec¢cBes por S. aureus.

A distincéo entre os tipos de portadores nasais é de extrema importancia visto
gue os PP albergam uma maior carga bacteriana, promovendo uma intensa
dispersdo dessas amostras no ambiente, inclusive para pacientes e
funcionéarios, aumentando o risco dessas pessoas adquirirem infeccées (White
et al.,, 1961; Vandenbergh et al., 1999; Nouwen et al., 2004). No entanto, a

dificuldade de se realizar multiplas coletas e acompanhar os pacientes por
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longos periodos fez com que poucos estudos realizassem um desenho de
estudo que contemplasse a distingédo entre as classes de portadores nasais.

Seguindo os critérios de classificacdo elucidados por Vandenbergh e
colaboradores (1999), consideramos PP e Pl 20% e 80% dos pacientes,
respectivamente. Em nosso estudo, também conseguimos identificar algumas
diferencas entre os PP e Pl no tocante as caracteristicas microbioldgicas.
Todas as amostras isoladas de portadores persistentes apresentaram um
crescimento abundante, bem caracteristico e sem a presenca de SCN, ao
contrario das amostras isoladas de PI, cujo crescimento era escasso e muitas
vezes com a presenca SCN (Figura 7). A analise dessas diferencas

microbioldgicas auxilia na distingdo entre os tipos de colonizacdo, no entanto

nado pode ser utilizada como critério Unico.

Figura 7- Diferencas nos padrdes microbioloégicos de isolamento entre os
diferentes tipos de portadores nasais. 7a e 7b) swab proveniente de NP. Notar
a auséncia de S. aureus; 7c ) amostra proveniente de Pl. Notar a presenca de
amostras de SCN e S. aureus. 7d) em destague amostras de S. aureus
isoladas de PIl. 7e) amostra proveniente de um PP. Notar o crescimento

abundante e auséncia de SCN.

Foram poucos os estudos que tentaram desenvolver ou otimizar um protocolo
de coleta para triagem e classificacdo dos portadores nasais. O protocolo mais
utilizado entre os estudos que avaliaram os tipos de portadores nasais € o

proposto por Vandenbergh e colaboradores (1999), através do isolamento de



84

S. aureus da secrecao nasal durante 10-12 semanas. Entretanto, este
protocolo € extremamente trabalhoso e demanda de um tempo e custo muito
elevados até a correta classificacdo dos pacientes. Sendo assim, nosso estudo
buscou avaliar o menor numero de semanas capaz de fornecer a correta
classificacdo do estado portador. Por meio da andlise Kappa, verificamos que
periodos de coletas superiores a sete semanas exibiram concordancia
excelente com o protocolo de referéncia (12 semanas). Isto foi observado tanto
para a distincdo dos pacientes em NP e portadores (tabela 7) como para a
diferenciacao entre as classes de colonizagcéao (PP e PI) (tabela 8), sendo que
os valores de Kappa encontrados para a sétima semana de coleta foram iguais
a 0,84 e 0,83 respectivamente. O periodo de coleta de sete semanas exibiu
uma sensibilidade de quase 80%, um valor preditivo positivo (VPP) de 94,5% e
um valor preditivo negativo (VPN) de 100% para distinguir os NP dos
portadores nasais de S. aureus, sendo a opg¢do com uma menor duracéo
(tabela 9). Para avaliarmos o melhor protocolo capaz de distinguir as trés
classes de portadores nasais, tivemos que dividir os Pl em dois grupos:
aqueles cuja classificacdo em algum momento se confundiria com os PP
(tabela 10), e aqueles cuja classificacdo se confundiria com os NP (tabela 11).
Esta divisdo teve que ser considerada, pois o calculo de S, E, VPP e VPN é
sempre feita aos pares, impedindo a avaliacdo simultanea das 3 classes.
Utilizando-se um periodo de coletas superior a 5 semanas, foi possivel
diferenciar os PP dos Pl com valores de S, E e probabilidade pos teste iguais a
100% (tabela 10), enquanto que para distinguir os NP dos PI encontramos um
valor de VPN e VPP iguais a 94,5% e 100% respectivamente. Ou seja, apesar
do protocolo de 5 semanas conseguir diferenciar com alto nivel de S o PP do
Pl, ha uma baixa S em relacdo aos Pl e NP, ja que alguns pacientes apenas
apresentaram coletas positivas para S .aureus ao fim do protocolo. Segundo
nossos resultados, um protocolo de 7 semanas, conseguiria distinguir as duas
classes (NP x PlI) com um VPN e VPP equivalentes a 94,5% e 100%
respectivamente (tabela 11). A partir da andlise dos dados provenientes da
analise de concordancia Kappa, S, E, VPP e VPN, verificamos que a adocao
de um protocolo com um ndmero minimo de sete coletas ira fornecer dados de

forma tdo satisfatéria como protocolo de referéncia. A implementacdo de um
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protocolo de 7 semanas no lugar do protocolo de 12 semanas, fornece uma
reducdo nos custos de quase 50%, além de diminuir o incbmodo dos pacientes,
fornecer resultados de forma mais &gil e permitir a implantacdo de medidas de
contencéo e controle de forma mais precoce, contribuindo para a reducédo das
taxas de infeccdo comum nesse grupo de pacientes. Apesar de terem sido
poucos os estudos que tentaram otimizar e/ou validar protocolos de triagem,
Nouwen e colaboradores (2004) propuseram um protocolo de coleta otimizado
a partir do protocolo desenvolvido por Vandenberg e colaboradores (1999) para
a classificacdo dos portadores nasais de S. aureus. Foi demonstrado que a
utilizacdo de duas culturas quantitativas foi suficiente para diferenciar os tipos
de portadores nasais. Porém, o fato de ser realizado de forma quantitativa e o
resultado trabalhado de forma matematica dificultam a sua aplicagcdo na rotina
de vigilancia epidemioldgica. Esse protocolo, denominado “culture rule”, passou
a ser adotado por outros estudos que acabam utilizando duas coletas
(qualitativas e ndo quantitativas) para a distincdo entre os trés padrbes de
colonizacdo. De acordo com 0s nossos resultados, um protocolo composto
apenas por duas coletas qualitativas exibe apenas uma concordancia
moderada com o protocolo de referéncia (k=0,582) (tabela 8) e uma S e E para

distinguir PP dos Pl iguais a 87,5%, 66,7% respectivamente.

Apesar dos beneficios conferidos pela ado¢do de um protocolo de 7 semanas,
sabemos que sua aplicacdo em estudos epidemioldgicos realizados em grande
escala, é quase impossivel em decorréncia das limitacdes de recursos e de
logistica. Sendo assim, acreditamos que um protocolo com nimero minimo de
3 coletas, cujo valor de VPP é cerca de 80% e o VPN superior a 90% possa

ser utilizado para esse propasito.

Em vista da dificuldade de classificacdo dos tipos de portadores nasais, Van
Belkun e colaboradores (2008) sugeriram uma reorganizacdo dos tipos de
colonizacdo nasal de S. aureus. De acordo com os autores, 0s portadores
deveriam ser classificados em dois grupos ao invés de trés: PP e outros, sendo
este composto por Pl e os NP. Essa sugestdo se deu ao fato das diferencas
entre o grupo de PP e os NP e PI. Portadores persistentes conseguem albergar

uma maior quantidade de UFC de S. aureus em relacdo aos Pl e NP bem
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COMO conseguem manter esses micro-organismo por periodos superiores que
NP e Pl (média de 4 dias para NP, 14 dias para Pl e > 154 dias para PP) (Van
Belkun et al., 2009b). Além disso, o grupo dos NP e Pl tem resposta imune
similar a inoculagcdo com uma mistura de S. aureus e similar nivel sérico de
anticorpos anti-staphylococcus (IgG e IgA) para TSST-1; SasG, CIfA,
enterotoxina A, fato estatisticamente diferente em relagdo aos PP que
apresentam concentracdes séricas superiores dessas imunoglobulinas (Van
Belkun et al., 2009b). Sendo assim, os Pl podem ser entendidos como NP que

eventualmente albergaram S. aureus apés influéncia ambiental.

Infeccdo € a segunda maior causa de mortalidade e hospitalizagbes entre
pacientes submetidos a hemodidlise tanto no Brasil como nos EUA (Lafrance et
al., 2008; Sesso et al., 2010). Dentre os principais fatores de risco temos:
diabetes, status de colonizac&o, episédios anteriores de bacteriemias, tempo
de hemodialise e tipo de acesso vascular (Lafrance et al., 2008). Sabendo da
importancia desses fatores, decidimos também avaliar o impacto desses
(principalmente da colonizacéo nasal) para o desenvolvimento de bacteriemias
em nossos pacientes. Nao foi possivel determinar o impacto dos episédios
prévios de bacteriemias, pois estes dados quase nunca estavam presentes nos
prontuarios. Com o intuito de aumentar o numero de pacientes arrolados e
garantir um resultado mais préximo do real, foram excluidos todos os pacientes
com menos de sete coletas, pois verificamos que o0 protocolo com sete coletas
forneceu uma correlacdo muito boa com o protocolo de referéncia e 6timos
resultados de VPP e VPN. Ao avaliarmos os 147 pacientes incluidos nessa
analise, notamos que apenas o tipo de acesso vascular e o status de
colonizacéao tiveram influéncia no desenvolvimento de bacteriemias. O uso de
fistula se mostrou um fator de protecdo para o desenvolvimento de
bacteriemias causadas tanto por qualquer micro-organismo como por apenas
S. aureus, exibindo respectivamente apenas 7% (p=0,00) e 11% (p=0,00) do
risco conferido pelo uso de cateter (Tabela 14). O tipo de acesso vascular tem
extrema importancia na ocorréncia de infec¢des associadas ao acesso vascular
e bacteriemias (Hoen et al., 1998), pacientes em uso de cateter tem cerca de 2
episédios de bacteriemia por ano (Chan et al.,, 2007) e apresentam um risco

superior a 7 para o desenvolvimento de bacteriemias, enquanto pacientes com



87

fistula de enxerto tem um risco inferior a 2 para o desenvolvimento de
bacteriemias (Hoen et al., 1998). Um micro-organisSmo para causar uma
bacteriemia associada ao cateter precisa se aderir e colonizar a porgdo extra
ou intraluminal do cateter e formar um biofilme com subseqiente disseminacao
hematogénica (Pascual, 2002; Barbara & Darouche, 2004). Outras hipdteses
como colonizacdo do cateter por disseminacdo hematogénica proveniente de
outro foco de infeccdo e/ ou contaminacdo do liquido de infusdo também sao
aceitas (Sadoyama et al., 2008; Grothe et al., 2010). Os cateteres sao
geralmente utilizados quando é necessario 0 acesso imediato a circulacdo do
paciente ou durante o periodo de maturacdo da fistula. No entanto, em
algumas situacbes onde o0 acesso permanente nao pode ser criado (criancas
pequenas; pacientes diabéticos com doenca vascular grave, obesidade
morbida) a unica opg¢do de acesso vascular € o cateter. A escolha da fistula ou
enxerto como acesso vascular é preferivel ao cateter, pois este ultimo esta
relacionado com um risco trés vezes maior de desenvolvimento de infeccao
aléem de outras comorbidades (trombose, hematoma, fluxo inadequado)
(Tokars, Miller, & Stein, 2002). Apesar disso, cerca de 60% dos pacientes sob
hemodialise no EUA (Chan et al., 2007; Lafrance et al., 2008) ainda usam
cateter como primeira forma de acesso vascular (Foley, Chen & Collins, 2009).
Atualmente, no Brasil, estima-se que 12,4% dos pacientes com insuficiéncia
renal sdo regularmente tratados com cateteres venosos de uso temporario ou
permanente (Sesso et al., 2010). A menor utilizacdo desse tipo de acesso no
Brasil pode estar contribuindo para a reducdo das taxas de infeccdo

relacionada ao acesso vascular e mortalidade desse grupo de pacientes.

A maioria dos estudos que avaliam os fatores de risco para o desenvolvimento
de bacteriemia entre os pacientes de hemodialise ndo avalia a colonizacéo
nasal ou apenas separa o0s pacientes em portadores e NP (Cavalcanti, 2006;
Kluytmans & Wertheim, 2004; Fournier & Philpott, 2005). Em nosso estudo,
fizemos questédo de avaliar o risco conferido por cada status de colonizacdo e
notamos que o Unico desfecho afetado por esse fator de risco sdo as
bacteriemias causadas por S. aureus. O risco ao qual os PP estdo submetidos
€ alarmante e corresponde a um risco de 18% (p=0,05) superior ao risco

encontrado para os NP. Nao podemos dizer o mesmo para os PI, cujo valor
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encontrado para o risco nao foi estatisticamente significante (OR=2,91; p=0,22)
(Tabela 16). Nossos dados corroboram com a sugestao de reclassificagdo dos
tipos de colonizagdo nasal proposta por de Van Belkum e colaboradores
(2009b), visto que apenas os PP apresentaram risco para o desenvolvimento
de bacteriemias por S. aureus e o resultado encontrado para os Pl se
assemelharam ao dos NP. Para enriquecer essa analise, resolvemos classificar
e agrupar os pacientes segundo proposto por Van Belkum e colaboradores
(2008) e notamos que mesmo nessa disposi¢cao, os PP estdo com um risco de
quase 10% (p= 0,08) superior ao grupo dos NP e PIl. Apesar do resultado ndo
ter sido estatisticamente significante, demonstra uma téndencia que poderia ser

confirmada caso o numero de PP fosse maior.

Nossos dados se assemelham aos encontrados por Nouwen e colaboradores
(2005) os quais demonstraram que a colonizagcdo nasal persistente e ndo a
intermitente é o maior determinante para infec¢coes de S. aureus em pacientes
sob didlise peritoneal continua. A colonizacdo persistente também esta
relacionada com o maior uso de antibioticos, principalmente a Vancomicina
(p<0,001) (Nouwen et al., 2005). Tais autores também demonstraram que 98%
das amostras de infeccdo isoladas de PP eram genotipicamente idénticas
aquelas isoladas das narinas desses pacientes, 0 que caracteriza um foco de
infeccdo enddgeno. Acredita-se que esse risco aumentado decorra da alta
carga bacteriana presente nos PP, promovendo uma intensa dispersédo dessas
amostras no ambiente, aumentando o0 risco desses pacientes adquirirem
infeccbes (White et al., 1961; Vandenbergh et al., 1999; Nouwen et al., 2004).
Apesar dos PP exibirem um risco muito maior que os NP para o
desenvolvimento de bacteriemias, este ultimo exibem uma taxa de mortalidade
4 vezes maior que os PP, guando comparamos bacteriemias causadas por S.
aureus. Para entender esse fendmeno, sdo necessarios mais estudos que
avaliem as diferencas imunes entre os entre os tipos de portadores nasais,
levando em consideracdo também as diferencas entre as amostras e a

populacédo estudada (Wertheim et al., 2005).

Em pacientes submetidos a hemodialise, 0s micro-organismos gram-positivos

correspondem juntos a cerca de 80% [36-40% S. aureus (Tokars, Miller &
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Stein, 2002; Fitzgibbons et al.,, 2011); 10-36% SCN (Klevens et al., 2005;
Fitzgibbons et al., 2011) e < 5% enterococos ( Fitzgibbons et al., 2011)] das
bacteriemias associadas ao acesso vascular, sendo que atualmente,0 S.
aureus é o micro-organismo mais frequentemente isolado. Entretanto, em
nosso estudo, 0 micro-organismo mais isolado foi Stenotrophomonas
maltophilia (37,9%) seguido de S. aureus (31%), dos quais apenas uma
amostra era MRSA. As altas taxas de bacteriemia por MRSA que variam entre
de 4,5-15 epis6dios/100 pacientes-ano nos centros de hemodialise (Patel et al.,
2011; Grothe et al., 2010) associadas a algumas propriedades da vancomicina
como: ampla cobertura contra 0S micro-organismos gram-positivos,
possibilidade de administracdo apds as sessfes de didlise e o prolongado
tempo de meia-vida, fizeram dela, o antibidtico de primeira escolha no
tratamento de bacteremias em pacientes submetidos a dialise (Pallotta &
Manley, 2008; Vandecasteele, Boelaert & Vriese, 2009). No entanto, segundo o
CDC (acronimo em inglés para: Centers for Disease Control and Prevention) e
0o HICPAC (acronimo em inglés para: Hospital Infection Control Practices
Advisory Committee) (1995) o uso de vancomicina deve ser realizado apenas
em alguns casos como: infec¢cdes severas ocasionadas por micro-organismos
resistentes aos [B-lactamicos, pacientes com alergia aos B-lactamicos, colite
ocasionada por micro-organismos resistentes ao metronidazol, profilaxia para
endocardite e cirurgias de alto risco e como parte da terapia empirica em locais
onde as taxas de infeccfes por MRSA sejam altas (Fitzgibbons et al., 2010).
Entretanto, a taxa de bacteriemias causadas por MRSA encontrada em nosso
estudo foi de 0,64 episédios/paciente-ano, valor muito inferior ao descrito na
literatura para pacientes submetidos a hemodialise (Patel et al., 2011; Grothe et
al., 2010), o que possivelmente nao justificaria 0 uso de vancomicina como
primeira escolha terapéutica. Além disso, ja foi demonstrado, que o0s
glicopeptideos séao itrinsecamente menos efetivos contra staphylococcus
(sensiveis aos B-lactdmicos) do que os [B-lactamicos. Tal fato pode estar
relacionado a baixa difusdo tecidual da droga e o tempo que esta droga leva
para promover sua acao bacteriostatica. Porém, sdo poucos os estudos que
compararam o uso dos glicopeptideos e pB-lactamicos em bacteriemias
causadas por MSSA (Apellaniz et al., 1991; Laplante & Rybak, 2004). Estudos
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envolvendo pacientes submetidos a hemodialise demonstraram que o uso dos
B-lactamicos estd associados a uma menor taxa de faléncia terapéutica
(Stryjewski et al., 2007), mortalidade (Kim et al., 2008) e tempo maior de
internacado (Kim et al., 2008) do que aqueles que receberam vancomicina. Os
argumentos expostos acima, associados a baixa taxa de infeccbes causadas
por MRSA, demonstram a necessidade de se avaliar do uso empirico de
Vancomicina em pacientes submetidos a hemodialise onde a frequéncia desse
micro-organismo seja baixa. Sendo assim, acreditamos que a escolha
terapéutica deve estar adaptada a realidade de cada local, levando em
consideracdo a prevaléncia dos micro-organismos isolados dos processos
infecciosos e sempre estar associada com medidas de controle de transmissao

e prevencao.

Dentre os fatores que contribuem para a vulnerabilidades dos pacientes com
IRC submetidos a dialise no desenvolvimento das infec¢bes, o status
imunologico € um dos principais responsaveis. Este € modulado pela uremia
gue promove a reducao das funcdes relacionadas a primeira linha de defesa, o
gue aumenta o risco para infeccbes subsequentes. Tem sido demonstrado que
os granuldcitos de pacientes com IRC apresentam deficiéncia em varias
funcdes de defesa, tais como quimiotaxia, fagocitose, metabolismo oxidativo e
degranulacao (Jaber, 2005; Lafrance et al., 2008). As células mononucleares
periféricas também exibem fagocitose deficiente e reduzida capacidade de
producdo de citocinas, contribuindo para a deficiéncia de ativacdo e
desempenho das funcbes dos granulécitos (Hoen et al., 1998; Patruta et
al.,1998; Jaber, 2005). Varios outros fatores, como desnutricdo, baixa ingesta
de elementos essenciais (aminodacidos, vitamina B6 e Zinco), acumulacdo de
metabolitos toxicos e metabolismo de glicose deficiente também podem
ocasionar alteracdes na imunidade celular desses pacientes, em decorréncia

da reducéao da atividade neutrofilica (Hoen et al., 1998; Grothe et al., 2010).

Dentre todos os episddios de bacteriemias causadas por S. aureus, em apenas
um a amostra era MRSA. O paciente do qual isolamos essa amostra foi
considerado como NP. Apesar de ndo termos avaliado em nosso estudo os

fatores que favorecem a colonizacdo nasal, alguns estudos indicam que a
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colonizagdo nasal persistente pode atuar como um fator protetor para a
colonizagdo nasal por MRSA, o que reduziria o risco desse tipo de portador
nasal vir a adquirir infec¢cbes subseqiientes por esse micro-organismo (Dall’
Antonia et al., 2005) . Na colonizacdo nasal persistente uma amostra de S.
aureus que exibe uma boa capacidade adesiva encontra um individuo
suscetivel para tal processo e interage de forma estavel e duradoura, 0 que
dificulta a sua eliminacdo por competicdo quando este individuo entra em
contato com outras amostras de S. aureus (como MRSA). Nao podemos dizer
0 mesmo para 0s pacientes colonizados de forma intermitente, pois estes
podem ficar longos periodos sem colonizacdo estando vulneravel a colonizagcao
por MRSA. O mesmo raciocinio pode ser aplicado aos NP, o que justificaria o
fato do Unico paciente que apresentou bacteriemia por MRSA ter sido um NP.
Esta observacao fortalece a necessidade de se usar um protocolo capaz de
distinguir com acuracia os tipos de colonizacdo nasal. Vale ressaltar, que a
determinacdo do risco para o desenvolvimento de infec¢des foi estabelecido
para amostras MSSA, ndo podendo ser aplicado em popula¢cdes com alta taxa
de colonizacdo por MRSA sem antes haver uma validacdo do protocolo que

sera adotado.

Apesar de ja ter sido demonstrado que a persisténcia da colonizacdo nasal €
relativamente estavel (Vandenbergh et al., 1999), o processo de colonizacdo
em si é dinamico. Sendo assim, a classificacdo dos pacientes submetidos a
hemodialise segundo o status de colonizacdo ndo deve ser realizado apenas
durante a admissao, mas sim regularmente (ex.: uma vez ao ano). A triagem e
classificacdo dos portadores nasais de S. aureus atua como medida de
vigilancia e se associada a uma criteriosa higienizacdo do ambiente e das
maos dos funcionarios sdo tdo efetivas quanto a descolonizacdo nasal com
mupirocina, porém com o beneficio de ndo induzir resisténcia antimicrobiana e

terem uma melhor relacéo custo-beneficio (D"Agata et al., 2009).
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7 CONCLUSOES

Em suma, nossos resultados permitiram concluir que:

1-A taxa de colonizag&o nasal por S. aureus encontrada em nosso estudo
foi cerca de 20% (80% desses foram classificados como Pl e 20% PP) e
esta de acordo com o demonstrado por estudos mais recentes, nos quais a

taxa de colonizacao € inferior a 40%.

2- Dentre as amostras provenientes da secrecao nasal dos pacientes, nao

isolamos nenhuma amostra resistente a oxacilina ou vancomicina.

3-0 protocolo com sete coletas de periodicidade semanal apresentou altos
valores de S, E,VPP, VPN além de uma excelente correlacdo com o
protocolo de referéncia, podendo ser utilizado em substituicdo ao protocolo
de referéncia com a mesma eficiéncia e qualidade para triagem e

classificacao dos portadores nasais em futuros estudos epidemiologicos.

4-Dentre os fatores de risco avaliados em nosso estudo, o uso de fistula se
mostrou um fator de protecdo para o desenvolvimento de bacteriemias por
S. aureus ou por qualquer outro micro-organismo. Dentre os tipos de
colonizacdo por S. aureus, apenas a colonizacdo nasal persistente se
mostrou um fator de risco extremamente relevante (OR: 17,62 p=0,05) para

0 desenvolvimento de bactereimias causadas por MSSA.

5- S. aureus foi 0 segundo micro-organismo mais isolado dos episodios de
bacteriemia sendo que apenas uma amostra era MRSA. A partir desses
resultados, sugerimos que a atual terapia empirica nesses centros de
hemodialise seja revisto, resguardando a vancomicina para casos nos guais

0s B-lactamicos ndo possam ser administrados.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

1-Realizar a analise clonal das amostras de S. aureus provenientes da

secrecao nasal.

2- Re-avaliar o status de colonizacdo nesse mesmo grupo de pacientes apos
dois anos.

3- Determinar os possiveis fatores de viruléncia e do hospedeiro que possam

estar relacionados com a persisténcia da colonizagéo nasal.

4- Validar os protocolos com trés e sete semanas em outros setores onde a

colonizagéo nasal por S. aureus atue como um fator de risco, como UTI.
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10 ANEXOS

ANEXO 1- Aprovacédo do projeto pelo comité de ética em pesquisa.

X UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
- COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
(hcg eon CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Da:

Para:

Vitéria-ES, 30 de Outubro de 2008

Profa. Dr2. Ethel Leonor Noia Maciel
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Profa. Ana Paula Nunes

Pesquisadora Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Estudo das
infecgées hospitalares causadas por amostras de Staphylococcus aureus
coagulase-negativos resistentes a oxacilina em pacientes oncologicos e com
insuficiéncia renal: andlise da producdo de biofilme, perfil de
multirresisténcia aos antimicrobianos e pesquisa de novas opgdes
terapéuticas”

Senhora Pesquisadora,

Informamos & Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, ap6s analisar o Projeto de
Pesquisa, N° Registro no CEP-075/07, intitulado: “Estudo das infecgdes hospitalares
causadas por amostras de Staphylococcus aureus coagulase-negativos resistentes
a oxacilina em pacientes oncolégicos e com insuficiéncia renal: analise da
producéo de biofilme, perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos e pesquisa de
novas opgoes terapéuticas” e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
cumprindo os procedimentos internos desta Instituicio, bem como as exigéncias das
Resolucdes 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido
projeto, em Reunido Ordinaria realizada em 29 de Outubro de 2008.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador responsavel elaborar e apresentar os
relatérios parciais e finais de acordo com a resolucéo do Conselho Nacional de Saude n°
196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c”.

Atenciosamente,

A

Prof *Dra Ethel Leonor Noia Maciei
COORDENADORA

Comité de Etico em Pesquiso

(entro de Ciéncias do Sodde/UF!*

Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria— ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3335 7211
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ANEXO 2- Aprovacgdo da ementa pelo comité de ética em pesquisa.

\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
copihiil COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO

Sa o CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitoria-ES, 01 de outubro de 2010..

Da: Profa. Dr2 Ethel Leonor Noia Maciel
Coordenadora Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde

Para: Prof. Ana Paula Ferreira Nunes
Pesquisador Responsavel pelo Projeto cde Pesquisa intitulado: “Estudo das
infecgdes hospitalares causadas por amostras de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase — negativos resistentes a oxacilina em pacientes
oncolégicos e com insuficiéncia renal: Analise da producdo de biofilme,
perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos e pesquisa de novas opgdes
terapéuticas”.

Senhor Pesquisador,

Informamos a Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, apés analisar a Emenda
do Projeto de Pesquisa, n°. de registro no CEP - 075/07, intitulado: “Estudo das
infeccoes hospitalares causadas por amostras de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase - negativos resistentes a oxacilina em pacientes
oncolégicos e com insuficiéncia renal: Analise da producéo de bhiofilme, perfil de
multirresisténcia aos antimicrobianos e pesquisa de novas opgdes terapéuticas,
cumprindo os procedimentos internos desta Instituicao, bem como as exigéncias das
Resolugbes 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU as
modificacbes apresentadas.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador responsavel elaborar e apresentar os
relatorios parciais e finais de acordo com a resolugéo do Conselho Nacional de Salde n°
196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c".

Atenciosamente,

Prof“ Dra EMT Leonor Roetciel
COORDENADORA
Comité de Etica em Pesquiso
{entro de Ciéncios do Saude/UFES

Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe - Vitdria -- ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3535 7211
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ANEXO 3- Questionario aplicado para os pacientes submetidos a hemodialise.

Universidade Federal do Espirito Santo- UFES /Departamento de Patologia- Laboratério

1
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

10) Ja teve/tem historia de sinusite?( )S ( )N Qual tratamento utilizou?

RESBAC
Nucleo de Doencas Infecciosas- NDI
Dr2, Ana Paula Ferreira Nunes- Orientadora
Manuela Tedesco Araujo- Aluna de mestrado NDI
Questionario para coleta de swabs nasais em pacientes de hemodialise.

Nome:

Idade: SEXO: F( )M ()

Endereco e telefone:

Profisséo:

Ha quanto tempo faz hemodidlise?

Ha quanto tempo faz hemodidlise no Hospital Meridional?

Tem diabetes? ( )S ( )N Fazuso de insulina? ()S ()N
Ja fumou ou ainda fuma? Ha quanto tempo? ( )S ()N

Ja teve/tem histéria de rinite?( )S ( )N Qual tratamento utilizou?

11) Fez uso de antibiético nos ultimos 3 meses? Qual? ( )S ()N

12) Fez uso de corticéides? Qual? ( )S ()N

13) J& fez algum tipo de transplante? Qual érgao( )S ()N

14) O que levou a necessidade de se fazer hemodidlise? Doenca vascular ( )

Diabetes mellitus ( ) Glomerulonefrite ( )

Infec¢é@o no trato urinério () Outro( )

Termo de consentimento:

Estou ciente dos objetivos, riscos e beneficios da minha participagdo no projeto de pesquisa

“Andlise do estado portador nasal de Staphylococcus aureus como fator de risco para

pacientes sob regime de hemodidlise em hospitais da Grande Vitéria, ES.” e concordo em

fornecer meus dados e permitir a coleta de amostras nasais para o desenvolvimento deste

estudo desde que seja mantido o sigilo da minha identidade.

Assinatura do Voluntario/Nome do voluntario/ Data
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ANEXO 4 Termo de consentimento livre e esclarecido.

TITULO DO ESTUDO

“‘Andlise do estado portador nasal de Staphylococcus aureus como fator de
risco para pacientes sob regime de hemodialise em hospitais da Grande
Vitoria, ES.”

FINANCIAMENTO

Fundacédo de Apoio a Pesquisa do Espirito Santo (FAPES)

COORDENADOR E COLABORADORES DO PROJETO

Dra. Ana Paula Ferreira Nunes, UFES.

Manuela Tedesco Araujo,UFES.

Flavia Caselli Pacheco, Laboratorio Tommasi.

Andressa Roxana Fernandes Ribeiro

Aline Pandolfi

Carolina Alves Furlan

INTRODUCAO

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Esse termo
de consentimento ira informa-lo sobre a pesquisa para qual vocé esta sendo
convidado a participar. A SUA PARTICIPACAO E VOLUNTARIA. Vocé tem o
direito de recusar ou de se retirar do estudo a qualquer momento sem que isto
implique em riscos para 0 seu tratamento médico. Se vocé concordar em
participar do estudo, vocé sera solicitado a assinar este documento e ira
receber uma copia do mesmo.

Este estudo tem por objetivo definir o estado portador de S. aureus dos
pacientes e alunos que aceitarem participar do estudo.

COMO SERA A SUA PARTICIPACAO NO ESTUDO?

Em permitir voluntariamente que seja colhida secrecdo nasal, com auxilio de
um swab nasal durante 12 semanas e permitir que a amostra de
Staphylococcus aureus isolada a partir do cultivo desse material seja incluida
no projeto de pesquisa supracitado.

Permitir que qualquer amostra bacteriana isolada a partir de material clinico

(sangue, secrecdes, cateter, urina, etc.) colhido para exames microbioldgicos
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solicitados por médicos sejam incluidas no projeto de pesquisa. Lembrando
gue neste caso ndo constituiria colheita de material adicional.

EXISTEM RISCOS AO PARTICIPAR DESTE ESTUDQO?

N&o ha risco de sua participacdo no estudo, pois a colheita de secrecao nasal
nao constitui procedimento invasivo e todas as outras amostras bacterianas
serdo obtidas pelo laboratério de Microbiologia a partir do material clinico
enviado para a realizacdo de exames microbioldgicos diagnésticos ou de rotina
estabelecidos pelo corpo médico.

HAVERA CONFIABILIDADE DE SUAS INFORMAC}()ES?

Todas as informacgdes serdo mantidas confidenciais.Vocé ter& um namero de
registro e seu nome ndo sera usado.Somente as pessoas ligadas ao estudo da
Universidade Federal do espirito santo terdo permissado para consultar seus
prontuarios meédicos e de pesquisa relacionados a esse estudo de acordo com
as disposicoes legais do Brasil.Se as descobertas deste estudo forem
publicadas, seu nome ou sua identificacdo ndos era divulgado.Sua identidade
permanecera confidencial.

QUEM VOCE DEVERA CONTACTAR EM CASO DE DUVIDAS?

Se vocé tiver alguma davida sobre seus direitos como voluntario de pesquisa,
vocé podera entrar em contato com:

Comité de ética em Pesquisa (CCS/UFES)

cep@ccs.ufes.br/ Telefone: (27) 3335-7211

Manuela Tedesco Araujo/ Tel:(27)3335-7258/m.tedesco@hotmail.com

Termo de consentimento:

Eu recebi uma cépia desse termo de consentimento e sei que uma coépia ficara
guardada em arquivo.

Eu entendo que se eu assinar ou colocar a minha impresséao digital no espaco

abaixo, eu estou concordando em participar do estudo.

Assinatura do voluntario/Nome do voluntario/data/hora
Eu expliquei os objetivos deste estudo para o voluntario. Tenho plena
convicgdo que ele/ela entendeu os objetivos, riscos e beneficios da sua

participacao no estudo.


mailto:cep@ccs.ufes.br/
Tel:(27)3335-7258
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ANEXO 5-(Tabela 17)- Analise univariada dos fatores de risco associados ao

desenvolvimento de bacteriemias entre os n&o portadores e portadores

persistentes (N=121).

Episédios Episédios
Odds bacteriemia Odds
Variaveis Bacteremia Ratio(IC) pvalor S. aureus Ratio(IC) pvalor
Sim  N&o Sim  Nao
Sexo
Masculino 7 59 0,69 25 63 1,26 0,80
Feminino 47 (0,20-2,39) ’ 53 (0,14-15,60)
Idade (anos)
Acima de 50 9 45 2,03 0,20 4 50 5,28 0,10
Abaixo de 50 6 61 (0,59-7,43) 66  (0,49-263,84)
Status de
colonizacéo
(2)**
1 3 2,45 0,43 3 9,42 0,03
ZE 14 103  (0,04-32,74) 4 113 (0,14-147,76)
Etnia
N&o brancos 9 57 1,29 63 1,26
Brancos 49 (0,38-4,72) 0.65 53  (0,13-15,60) 0.80
Tempo(m)
hemodialise 61 0,23
, 0,35 0,08 1 0,19
Acima de 36 4 54 55 (0,02-2,08)
: (0,08-1,29) 4
Abaixo de 36 11 52
Acesso
vascular
Fistula 100 0,09 0,00 4 105 0,41 0,44
Cateter 6 (0,020-0,42) 11 (0,037-22,49)
Diabetes
mellitus
Presente 4 35 0,74 0,62 37 1,42 0,70
Ausente 1 71 (0,16-2,75) 79  (0,11-12,94)

(IC)-Intervalo de confianca 95%; (m)- meses; NP- N&o portador; PP- portador persistente;

(**)Para esta andlise os pacientes foram divididos em 2 grupos: expostos- portadores

persistentes; ndo expostos- ndo portadores.
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ANEXO 6-(Tabela 18)- Resultados da regressao logistica para as variaveis que

demonstraram potencial de risco no desenvolvimento de bacteriemias entre

portadores persistentes e ndo portadores (N=121).

Episddios de bacteriemias

Variaveis

Episodios de bacteriemias

apenas por S. aureus

Odds

_ pvalor IC
Ratio

Odds

_ pvalor IC
Ratio

Comparacéao
2-Status de 2,58 0,45 0,22-30,20

colonizagéao

Acesso
0,087 0,00 0,021-0,35
vascular
Tempo em
meses de 0,98 0,08 0,96-1,00
hemodialise

17,62 0,05 0,99-314,46

0,95 0,12 0,89-1,01

(IC)-Intervalo de confiangca 95%; (m)- meses; NP- Nao portador; PP- portador persistente.

(**)Para esta analise os pacientes foram divididos em 2 grupos:. expostos- portadores

persistentes; ndo expostos- nao portadores.
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ANEXO 7-(Tabela 19)- Analise univariada dos fatores de risco associados ao
desenvolvimento de bacteriemias entre os portadores intermitentes e 0s néo
portadores (N= 143).

o Episodios
Episodios de I
Bacteriemi bacteriemia Odds
Variaveis acteriemia  odds Ratio(IC valor valor
(I€) p S. aureus Ratio(IC) P
Sim Nao Sim Nao
Sexo
Masculino 9 68 0,74 0,54 4 73 1,15 0,87
Feminino 10 56 (0,25-2,20) 3 63 (0,19-8,15)
Idade (anos)
Acima de 50 10 57 1,3 0,59 3 64 0,84 0,83
Abaixo de 50 9 67 (0,44-3,9) 4 72 (0,12-5,20)
Status de
colonizacéo
3(***)
1,75 0,32 3,68 0,08
Pl 5 21 3 23
(0,44-5,87) (0,50-23,12)
NP 14 103 4 113
Etnia
Nao brancos 11 72 0,99 0,99 4 53 0,96 0,96
Brancos 8 52 (0,33-1,41) 3 79 (0,15-6,82)
Tempo(m)
hemodialise
] 0,46 0,13 0,17 0,07
Acima de 36 6 62 1 67
] (0,13-1,41) (0,003-1,49)
Abaixo de 36 13 62 6 69
Acesso
vascular
0,00
Fistula 9 116 0,62 0,00 3 122 0,086
Cateter 10 8 (0,016-0,22) 4 14 (0,011-0,58)
Diabetes
mellitus
7 40 1,23 0,69 4 43 2,88 0,16
Presente
12 84 (0,38-3,68) 3 93 (0,46-20,38)
Ausente

(IC)-Intervalo de confianga 95%; (m)- meses; NP- N&o portador; Pl- portador intermitente.
(***)Para esta andlise os pacientes foram divididos em 2 grupos: expostos- portadores

intermitentes; ndo expostos- ndo portadores.
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ANEXO 8-(Tabela 20)- Resultados da regressao logistica para as variaveis que
demonstraram potencial de risco no desenvolvimento de bacteriemias entre

portadores intermitentes e nao portadores (N=143).

o o Episédios de bacteriemias
Episodios de bacteriemias

Variaveis apenas por S. aureus
Odds Ratio pvalor IC Odds Ratio pvalor IC
Comparacéao
3-Status de 0,88 0,86 0,23-3,47 2,91 0,22 0,52-16,44
colonizacgéao
Acesso
0,06 0,00 0,02-0,20 0,10 0,01 0,02-0,54
vascular

Tempo em
meses de - - - 0,15 0,10 0,02-1,46
hemodialise

(IC)-Intervalo de confianca 95%; (m)- meses; NP- N&o portador; Pl- portador intermitente.
(***)Para esta andlise os pacientes foram divididos em 2 grupos: expostos- portadores
intermitentes; ndo expostos- ndo portadores.
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ANEXO 9-(Tabela 21)- Analise univariada dos fatores de risco associados ao

desenvolvimento de bacteriemias entre os portadores intermitentes e 0s

portadores persistentes (N= 30).

o Episodios
Episodios de I
Bacteriemi bacteriemia Odds
Variaveis acteriemia  odds Ratio(IC valor valor
(Ic) p S. aureus Ratio(IC) P
Sim Nao Sim  Nao
Sexo
Masculino 4 13 1,69 0,58 3 14 2,57 0,42
Feminino 2 11 (0,19- 21,73) 12 (0,17-146,04)
Idade (anos)
1,00
Acima de 50 3 12 1,0 14 0,29 0,28
. (0,11-9,06)
Abaixo de 50 3 12 3 12 (0,01-4,28)
Status de
colonizacéo
4(****)
0,71 0,79 0,39 0,46
Pl 5 21 3 23
(0,05- 45,91) (0,02-27,31)
PP 1 3 3
Etnia
Nao brancos 4 17 0,82 0,84 3 18 1,33 0,81
Brancos 2 7 (0,09-11,16) 8 (0,09-79,62)
Tempo(m)
hemodialise
. 0,46 0,35
Acima de 36 2 12 0,5 13 0,33
Abaixo de 36 4 12 (0,39-4,39) 3 13 (0,01-4,96)
Acesso
vascular
0,01 0,01
Fistula 2 20 0,1 21 0,08
Cateter 4 4 (0,01-1,07) 3 5 (0,00-1,36)
Diabetes
mellitus
0,15 0,25
Presente 3 5 3,8 2 6 3,33
Ausente 3 19 (0,37-36,48) 2 20 (0,19-52,94)

(IC)-Intervalo de confianca 95%; (m)- meses; NP- N&o portador; PI- portador intermitente.

(****)Para esta analise os pacientes foram divididos em 2 grupos: expostos- portadores

intermitentes; ndo expostos- portadores persistentes.
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ANEXO 10-(Tabela 22)- Resultados da regressao logistica para as variaveis
gue demonstraram potencial de risco no desenvolvimento de bacteriemias

entre portadores intermitentes e portadores persistentes (N=30).

o o Episédios de bacteriemias
Episodios de bacteriemias

Variaveis apenas por S. aureus
Odds Ratio pvalor IC Odds Ratio pvalor IC
Comparacéao
4-Status de 0,611 0,73 0,04 -10,12 0,27 0,41 0,01-5,88
colonizacgéao
Acesso

0,098 0,024 0,013-0,74 0,07 0,043 0,00-0,92
vascular

(IC)-Intervalo de confiangca 95%; (m)- meses; NP- N&o portador; Pl- portador intermitente.
(****)Para esta analise os pacientes foram divididos em 2 grupos: expostos- portadores

intermitentes; ndo expostos- portadores persistentes.
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ANEXO 11 - Formulagcao dos meios de cultura utilizados na pesquisa

Agar Mueller-Hinton — Teste de difusdo do disco- (BBL)

MuUeller-HINTON @QAT .........uuiiiiiiiiiiieiee e 38g
AQUA ESHIATA .....c.veeeeeeeeeeeeee et 1000mL
pH 7,3+0,2 a25°C

Agar Manitol salgado — (HIMEDIA)

Agar Manitol SAIgaTO ........coooiiiii i 1119
AQUA ESHIAAA .....c.veeeeeeeeeeeee et 1000mL
pH 7,3+0,2a25°C

Agar Sangue-(HIMEDIA)

BloOd Agar DASE ........uviiiiiiiiiiiieie s 219
SANGUE NUMENO.....eiiiiiiiiiiieciee e 50mL
o U T= e L1111 F=To - NP 1000mL

Agar DNAse com azul de toluidina-(HIMEDIA)
AGAr DNASE ..o 429
o UE= e L1111 F=Te - NP 1000mL

Agar Mueller-Hinton — Triagem oxacilina

MUEHEr-HINTON QAT .......coie i 38g
(@4 (o] 121 (o o {3810 Lo [ o TSP 409
e TUE= e L= 11 F=Te b= TSR 1000mL

Foram distribuidos 20 ml do meio em placas de Petri acrescentado de 80uL e
120uL de solucdo de oxacilina (1000ug/ml) para preparo dos meios contendo

4ug/ml e 6ug/ml respectivamente.

Agar BHI — (Difco)
BHI AQA o e 529
AQUA AESHIAA. .........eveieeeeeeeeeee et e e et ee e, 1000mL
pH 7,3+0,2a25°C
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Agar BHI — Triagem vancomicina

BHI AQAT ... e 52¢g
o U= o 11 1= - VTS 1000mL
Foram distribuidos 20 ml do meio em placas de Petri acrescentado de 80uL e
120puL de solucdo de vancomicina (1000ug/ml) para preparo dos meios

contendo 4ug/ml e 6ug/ml respectivamente.

Agar Muller- Hinton- Diluicdo em agar de oxacilina

MUEIIEr-HINTON GQAT .. ...iiiiiiiiiiieeeee e 38g
(@ [o] (=3 (o ] [SIK=To Lo [ J PSRRI 20g
e [T o (=11 11 F=To - WO 1000mL

Realizou-se a diluicdo seriada da oxacilina (1000ug/ml) para se obter
solugdes com concentracbes entre : 0,0625 pg/mL a 8ug/mL. Foram
distribuidos 19,5 ml do meio em placas de Petri acrescentado de 500uL das

solugdes contendo oxacilina.

Agar Muller- Hinton- Diluicdo em agar de vancomicina

MUElEr-HINTON QAT .......ccooeiieii e e e 38g
o UT= e 11111 F=o - NP 1000mL
Realizou-se a diluicdo seriada da vancomicina (1000ug/ml) para se obter
solugdes com concentracbes entre : 0,0625 pg/mL a 8ug/mL. Foram
distribuidos 19,5 ml do meio em placas de Petri acrescentado de 500uL das

solu¢des contendo oxacilina.
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ANEXO 12 - Formulagao dos reagentes e solu¢des solucdes utilizadas
Salina fisiolégica a 0,85%

(O [o] <Y (o 1 [SIE=T0 Lo [ o TR 0,859
AQUA ESHIATA .....c.eeeeecieceeeeeee e, 100mL

TBE 10X-(HEXAPUR)

ST 0,89M
ACIHO DOTICO ..ottt ettt e et e et e e e eee e 0,89M
B D T A e s 2,5mM

pH final=8,2

Gel de agarose 2%-(BioAgency)

Tampéo de arraste

Azul de bromofenol (VELEC) ......ccoovieiiiiieeeeee e 0,05%
- Tor= Lo ST ()71 oo =T ) PRSP 40%
[ Y (5 [=21C= Vo1 [ 0,1M
Lauril sulfato de SOAIO(SIGMA).........ovveiiec e e 0,5%

pH final=8,0



