Medicina, Ribeirdo Preto,
35: 160-172, abr./jun. 2002 ARTIGO ORIGINAL

COLONIZACAO POR Staphylococcus aureus EM
PORTADORES SAOS RELACIONADOS DE UMA
CRECHE DE HOSPITAL UNIVERSITARIO

COLONIZATION BY STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN HEALTHY
CARRIERS FROM A NURSERY IN AUNIVERSITY HOSPITAL

Branca Maria de Oliveira Santos® &Ana Lucia da Costa Darini?

'Professor Livre-Docente pela Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto-USP. 2Docente do Departamento de Analises Clinicas,
Toxicolégicas e Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto—USP.
Correspondéncia: Ana Lucia da Costa Darini. Av. Café s/n — CEP:14.040-903-Ribeirdo Preto-SP. aldarini@fcfrp.usp.br

OLIVEIRA SANTOS BM & DARINI ALC Colonizacao por Staphylococcus aureus em portadores saos relaci-
onados de uma creche de hospital universitario. Medicina, Ribeirdo Preto, 35: 160-172, abr./jun. 2002.

RESUMO: O propésito deste estudo é verificar o quadro de colonizagéo pelo Staphylococcus
aureus entre portadores sdos, relacionados, do Centro de Convivéncia Infantil do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-
USP), e conhecer algumas caracteristicas bacteriolégicas e moleculares das linhagens isola-
das, com vistas ao estabelecimento de relagbes epidemioldgicas entre as amostras. As amos-
tras de S.aureus foram obtidas da cavidade nasal, mao direita e méo esquerda de 37 maes ou
responsaveis que trabalham no Servico de Enfermagem do HCFMRP-USP, ha mais de 6 meses
e que utilizam o CCI durante a jornada de trabalho, 39 filhos ou dependentes das mesmas e de
39 funcionérios que prestam assisténcia as criancas durante a estada no centro. Desse total,
foram isoladas 55 amostras, das quais 58,2%, da cavidade nasal, 20,0% da méo direita e 21,8%
da méo esquerda, demonstrando predominancia de colonizagdo na cavidade nasal. Os resulta-
dos do antibiograma sugeriram a caracterizagdo de amostras com modelos de resisténcia a, no
maximo, dois antimicrobianos. A analise dos padrbes de restricdo por Pulsed Field Gel
Electrophoresis, utilizando-se a enzima de restricdo Sma | e as avaliagdes de similaridade que
foram estimadas por dendogramas, demonstraram baixa similaridade genética entre os porta-
dores, principalmente entre os funcionarios do CCl e as criangas atendidas por eles. A maior
similaridade genética foi observada entre algumas criancas e suas respectivas méaes ou res-
ponsaveis. O estudo genotipico teve um papel importante no delineamento e comparacdo das
amostras de S.aureus dos portadores, ja que sé o antibiograma nao daria parametros suficien-
tes para uma precisa relagdo epidemioldgica entre as amostras dos portadores séos, mencio-
nados neste estudo.

UNITERMOS: Staphylococcus aureus. Creches. Coloniza¢do. Tipagem Bacteriana.

1. INTRODUCAO fonte de microrganismos responsaveis por infecgées,
ndo havendo outra forma de reconhecé-lo, que néo
O portador sdo tem sido representado pelo indinediante a adogéo de métodos laboratdriBisntre
viduo que alberga agentes infectantes, passiveis de @&membros patogénicos da microbiota normal, distin-
vadirem o organismo de outro ser vivo, embora se aprgue-se oStaphylococcugureus(S. aureug, res-
sente destituido de sintomatologia. Ele tem sido congponsavel por infec¢cdes piogénicas como furanculos,
derado a mais silenciosa, porém, a mais preocuparitdiculites, osteomielites, endocardites, pneumonias,
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septicemias fatais e outros tipos de manifestacoesas etarias entre 1 més a 1 ano e 9 meses. O bloco B
podendo ser encontrado em vérias partes do corgbconstituido pelo Minimaternal 1 que congrega crian-
principalmente na pele e nas mucosas, tais como fagas de 1 ano e 10 meses a 2 anos e 1 més; Minimater-
sas nasais, maos, garganta, intedfii@ E comu- nal 2, com criangas de 2 anos e 2 meses a 2 anos e 6
mente transmitido de pessoa a pessoa (infeccdo craeses; Maternal 1, de 2 anos e 6 meses a 2 anos e 10
zada), através do contato indireto (aerossois, secraeses e Maternal 2, com criangas de 2 anos e 9 me-
¢Oes, poeira, fdmites e alimentos) ou por contato direes a 3 anos e 2 meses.
to, estando, a transferéncia na dependéncia da pre- No momento da realizagédo do estudo, o atendi-
senca de uma fonte (doentes ou portadores) e da taranto as criancas era feito por 40 auxiliares de enfer-
de microorganismos liberados, o que. por sua vez, esteagem e atendentes de baba, treinados pelo hospital,
na dependéncia da capacidade de sobrevivéncia disponsaveis diretos pelas atividades relacionadas a
agente e de sua patogenicidade, da presencga de iralimentagéo, higiene, administragéo de medicamentos,
viduos suscetiveis e da freqiéncia de contatos entecreacdo e coordenacdo motora das criancas, duas
0s suscetiveis e os infectados. médicas, responsaveis pelo suporte as criangas que
A definicao dessas informacdes tem sido obtidemandavam assisténcia médica, uma psicéloga, uma
da através da utilizagdo de marcadores epidemiolégissistente social, um seguranga, um chefe de pessoal
cos, dentre os quais destacam-se o antibiograma, neéeinco pessoas, responsaveis pela coordenacéo dos
todo classico de tipagem fenotipica, e o perfil dérabalhos pedagdgicos e de recreacao.
macrorrestricdo do DNA cromoss6mico (crDNA), O horario de funcionamento do centro é de 2 a 6
detectado por eletroforese em campos pulsados, tlra, das 6:30 h as 19:30 h e, aos sdbados, das 6:30 h
inglésPulsed Field Gel ElectrophoresiBFGE, mé- as 17:30 h, ndo funcionando nos feriados e dias de
todo molecular de tipagem genotipica. ponto facultativo.Os funcionérios trabalham em dois
Assim, com o intuito de buscar mais uma aproturnos de 6 h diarias, com 35 h semanais, num esquema
ximagé&o ao papel epidemioldgico do portador séo d#e 5 plantées por semana sendo um de 12 h diérias.
S.aureuscomo fonte de infeccdo e ao provavel risco A crianca freqUenta o CC em horério fixo, com-
a que ele esta exposto em funcéo das atividades deseativel com o da mée ou responsavel. Durante sua
volvidas,nos propusemos, neste estudo, a verificar permanéncia no centro, é vedada a visita, exceto da
guadro de colonizacao pefoaureugntre portadores mae, quando no periodo de amamentac¢ao ou quando
saos, relacionados num centro de convivéncia infansblicitada, ndo podendo haver interferéncia nem da
de um hospital geral e escola e a conhecer algumasie nem do responsavel, durante o periodo em que o
caracteristicas bacterioldégicas e moleculares das linteendimento é prestado pelos profissionais do centro
gens isoladas, com vistas ao estabelecimento de asde-convivéncia.
ciacOes (relacdo epidemioldgica) entre as amostras, . _
2.2. Populacéo envolvida no estudo
2 MATERIAIS E METODOS _ As amostras d§.au_regsforam obtid~as da ca-
vidade nasal (N), mao direita (Md) e mao esquerda
(Me) de 37 maes ou responsaveis que trabalham ha
2.1. Local do estudo mais de 6 meses no Servico de Enfermagem do
O estudo foi realizado no Centro de ConvivéenHCFMRP-USP, em diferentes unidades, de interna-
cia Infantil do Hospital das Clinicas da Faculdade dgdo e ambulatorial, do hospital e que utilizam o CCI
Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de Sadurante a jornada de trabalho; de 39 filhos ou depen-
Paulo (CCI-HCFMRP-USP), que tem por finalidadedentes das mesmas e de 39 funcionarios que prestam
atender, assistir e orientar as criancas, filhos ou dassisténcia as criangas durante estada delas no cen-
pendentes legais das servidoras, durante seu expdtd, que concordaram em participar do estudo e que
ente normal de trabalho neste hospttaD referido atenderam aos critérios estabelecidos, totalizando 115,
centro funciona em prédio préprio, anexo ao hospitglarticipantes e, conseqiientemente, 345 colheitas.
e recebe, observada sua capacidade de atendimento, E importante ressaltar que, no momento da co-
criancas na faixa etaria de, no minimo, 01 més a OBeita das amostras, os participantes ndo poderiam
anos de idade. apresentar nenhuma lesao nas areas anatdémicas
A estrutura fisica do prédio é composta por doipesquisadas, nem qualquer sinal ou sintoma de infec-
blocos: A, constituido pelos Bercarios 1, 2, 3, 4, 5 e €30, assim como ndo poderiam estar tomando qual-
onde sédo alocadas as criancgas, de acordo com as faier tipo de antibidtico ou de quimioterpico. Aten-
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dendo &s normas éticas e legais para a condugéotdesubmetidas ao antibiograma. segundo técnica de

pesquisas envolvendo seres humanos, o estudo foi sUlRBY-BAUER, recomendada pelo National

metido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquiszommitee for Clinical Laboratory Standatd&ima

do Hospital (Of. n° 1362/97) e pela Direcdo do CCbkuspensao das bacterias em estudo, na escala 0,5 de

(Proc. N° 4.700/97). Mac Farland, foi semeada em placas de cultivo. con-
Antes da colheita do material, as maes ou resendo agar Miller Hinton (Oxoide), nas quais foram

ponsaveis e os funcionarios do CCI-HCFMRP-USRiplicados os discos impregnados contendo: penicilina

assinaram o “Consentimento Livre e Esclarecido” erhiOU, lincomicina Rg, eritromicina 1fg, tetraciclina

duas vias, ficando uma com eles e a outra com &8ug, oxacilina Jug e vancomicina 3(g. Apos incu-

pesquisadoras. No termo de consentimento, eram fdyvacdo das placas a 37°C, durante 18 a 20 h, cada halo

necidas informacdes sobre a pesquisa, os procedimele-inibi¢éo foi lido com régua milimetrada e as bacté-

tos adotados, a garantia do carater confidencial daas testadas foram consideradas resistentes se a lei-

informacdes, o direito de esclarecimento a qualquéura dos halos fa 8mm para os discos de penicilina,

duvida acerca da pesquisa e dos resultados e sobre B7mm para a oxaciling,14mm para a lincomicina,

possibilidade de recusa e da retirada do consentimea-tetraciclina e vancomicina, £ 13mm para a

to a qualguer momento. Considerando a impaossibileritromicina.

dade de o menor assumir tal consentimento, a made ou A extracdo do DNA cromossdmico bacteriano,

responsavel responsabilizava-se pelo mesmo. para andlise do perfil de restricdo pela eletroforese
Ihei identificacs em campos pulsados, foi realizada segundo Haertl &
2.3. Colheita e identificacdo das amostras Bandlow?®. Brevemente, a lise das células bacteria-

Durante um periodo de 20 dias, foram colhidagas e a digestdo do crDNA foram realizadas com as
todas as amostras da cavidade nasal e maos (direifaaetérias contidas em blocos de agardsgalose
esquerda) dos funcionarios do centro de convivénci&rep — Low Melting Point — Pharmagipara evi-
das maes ou responsaveis e das criancgas. tar quebras inespecificas no crDNA.

As amostras foram obtidas sempre pelo mes- A lise das células bacterianas foi realizada com
mo pesquisador, sendo que as da cavidade nasal 1®0,0pul de lisostafina (5,0 mg/ml - Sigma), sarcosil
ram colhidas com zaragatoas estéreis, umedecidas €6 - Sigma) e proteinase K (0,5mg/ml - Sigma). A
solucdo fisiologica. através de atrito com movimentodigestdo das amostras$leaureusinseridas nos blo-
circulares em ambos os vestibulos nasais. por trées de agarose, foi realizada com a enZma que
vezes, e as amostras das maos foram colhidas efiva o DNA crornossémico no sitio de restrigéo
sacos plasticos esterilizados, contendo 10 mL de solGCCi GGG com incubagéo a 30°C durante 18 a 24 h.
cao fisiolégica (NaCl, 0,85%). na qual os participanA corrida do PFGE foi realizada no aparelho Gene
tes colocavam as méaos, uma a uma, friccionando-&svigator (Pharmacia) a 180V a 13°C, utilizando-se
com a solucao fisiolégica, por um minuto. Foi utilizadogel de agarose a 1,5% (Ultra PURE - BRL) prepara-
um saco para cada mao. do em solucdo de TBE (Tris 89 mM. acido borico 89

As amostras colhidas foram semeadas diretanM, EDTA 2 mM). Os pulsos elétricos foram por gra-
mente nas placas contendo &Bacto Salt Manitol diente {nterpolatg, sendo a fase 1, com pulsos de 25
(Difco), meio seletivo para o estafilococo, e incubas, durante 20 h: a fase 2, com pulsos de 5 s, durante 4
das a 37° C, por 24 h. As colbnias Manitol com resuh e a fase 3, com pulsos de 0,5 s, durante 60 m (total =
tado positivo foram semeadas em placa de Agar Naifb h). O gel foi corado com brometo de etidio (1 mg/
(NI)78 meio seletivo e diferencial pa®aaureus pela  ml) e fotografa do em transiluminador de luz ultravioleta.
observacéo da lecitinase produzida apds incubacao a A analise estatistica foi realizada pelo estudo
37° C, por 24/48 h. Todas as colbnias suspeitas das porcentagens de similaridade genética entre as
S.aureusforam submetidas aBacto Staph Latex amostras através das linhas dos dendogramas obtidos
Test(Difco), para confirmacéo da espécie. pelo programa de computacdo MVSRI(ti Statistics

As amostras da cavidade nasal foram semeadBackag@.
diretamente nas placas, e as das maos, colhidas em As avaliagdes de similaridade, dadas pelos den-
solucéo fisiolégica com 0,1ml da suspenséo nas pldogramas, estimam a proximidade genética pela
cas de 4gar manitol. disténcia horizontal entre duas ou mais amostras, per-

. . o correndo-se suas linhas verticais, e o valor encontrado
2.4. Tipagem epidemiologica indica se as amostras s&o idénticas, similares ou dife-

As amostras d8.aureusforam, posteriormen- rentes. O critério utilizado foi estabelecido pelo Special
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Microbiology Laboratory Departament of Phatologybianos (RSRRSS), sendo ela isolada da cavidade na-
— College of Medicine — University of lowa USA: sal de uma mae que exercia atividades no ambulatério
padréo idéntico é dado quando todas as batidas sd® pediatria do hospital (Tabela Il).

iguais, com 100% de similaridade genética padréo si- Os perfis da macrorrestricdo dos crDNAs das
milar, quando a maioria das bandas sao iguais, coamostras dé.aureusestdo apresentados nas Figu-
similaridade genética entre 90 a 99% e linhagens das de 1 a 4, com a avaliacdo da similaridade genética
padréo diferente, quando raras bandas s&o iguais, danire as amostras bacterianas estimada por dendo-

do similaridade genética abaixo de 96% gramas que fornecem valores em percentagens para
avaliar a similaridade genética entre as amostras ana-
3. RESULTADOS lisadas.

Relacionando as amostras pela faixa etaria das

Das 345 colheitas realizadas das areas anatfHiancas e, consequentemente, pela distribuicdo de
micas selecionadas, foram isoladas 55 amostr8s deatendimento nos diferentes setores do centro, o0s re-
aureus das quais 32 (58,2%) da cavidade nasal (Njultados de PFGE mostram que, no Bergario 1, so-
11(20,0%) da méo direita (Md) e 12 (21,8%) da mamente uma funcionaria (F7), duas criangas (C13 e
esquerda (Me). A distribuicdo dessas amostras p6i36) e as méaes correspondentes (M13 e M36) eram
grupos de participantes: funcionarios da creche (Fportadoras d&.aureugTabela Il). Da crianca n°® 13
maes ou responsaveis (M) e criangas (C) encontré=13) foram isoladas amostras 8&ureusda cavi-
se na Tabela I. dade nasal e maos direita e esquerda, com 100% de

O modelo de perfil de suscetibilidade aos antisimilaridade genética entre elas e, também, entre a
biéticos, adotado para as amostras isoladas, foi baseslada da mée correspondente (M13) (Figura 1). Ain-
ado no resultado de resisténcia (R) e/ou sensibilidad@ nesta figura, a crianca 36 apresento® t@ureus
(S) dado pelo antibiograma. através do conjunto dea cavidade nasal, sem relagdo molecular entre a
seis letras, sempre na seguinte sequéncia: peniciliranostra isolada da méo direita de sua mée (M36) e a
lincomicina, eritromicina, tetraciclina, oxacilina e amostra da funcionéria F7 apresentou baixa similari-
vancomicina. dade genética (70%) com as amostras isoladas das

Os resultados dos antibiogramas possibilitararariancas (C36, C38, C13) e das mées envolvidas (M13
o agrupamento de 6 modelos, caracterizados perM36).
SSSSSS, RSSSSS, SSRSSS, RSRSSS, RSSRSS e Também na Figura 1 encontra-se o resultado
RSRRSS, com predominio dos modelos de RSRS$ analise do crDNA da crianga e da Funcionaria do
(63,6%) e RSSSSS (25,5%). Apenas uma amostBercario 3 (C38 e F38). sem nenhuma relagdo mole-
apresentou modelo com resisténcia a trés antimicroular de valor epidemioldgico entre elas (60% de si-
milaridade genética), mesmo apresentan-
do antibiogramas muito semelhantes (Ta-
bela Il).

Nenhum portador séo foi detectado
no Bercgéario 2, e nenhuma méae das crian-
- cas deste bercario também foi portadora.
Atreas Anatdmicas® Do mesmo modo, n&o foi representada ne-
nhuma figura correspondente aos Bercgéa-
rios 4 e 6, por ndo ter sido detectada ne-
M % M % N % nhuma crianca portadora 8eaureusain-
da que quatro funcionéarias tenham apre-

Tahela I: Distribuicio das amostras anatimica e grupos de
participanies de Staphylococcus aureus por drea anatimica e

grupos de particpanies.

Grupo Participarte N hd Me

F 3 wne zodsn o (L7 | sentado positividade em uma ou mais are-

L 2 @375 4 @364 3 (250 | asanatomicas (F6, FIO, F5 e F9). No en-

tanto, os resultados comprovararn que as

c oLy 3 s 4 @2LE) | referidas funcionarias apresentaram pa-

TOTAL 3 322 U ol 1z 2LE) dr(ges dlstln_tc_)s de PF_GIAE, mesmo com pa-

— - - dréo de antibiograma idénticos (Tabela Il).

*E: ﬁn}m:_mﬂ'm;M:"nﬁﬂ o resporedyel; O ctarga; M cavidade nasal IVH: Somente o F6 foi RSSSSS, os demais fo-

oo direita; IvE : refio esquerda. ram RSRSSS.
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Tahel II: Agrupamento das amostras de 5. awrews segundo o grupoe de participanies, data de colheita, drea
anatimica, local de trabalho dos parficipantes e caracieristicas das amosiras ksolhdas.
Amostra | Data de |Espécime |Localde Antihiograma: FFGE
colheita | Clinico trahalho Pen Lin Exi Tet Oxa Van Hma
K] 271187 | MEe D C.Cr.Amb, 3 3 3 R = = a1l
36 81297 | Naz Bergario 1 E 3 R = = = 52
13 251187 | Mao E Recuperagio E 3 R = = = a3
13 81297 | Nax Bergario 1 E 3 R = = = a3
13 81297 | Méo D Bergario 1 E 3 R = = = a3
13 81297 |Mio E Bergario 1 E 3 R = = = a3
F7 1841097 | Harz Bergario 1 E 3 3 R = = S
C38 81297 | Nas Bergario 3 R 3 R 2 2 2 a5
F3% 201187 |Hae Bergario 3 3 3 R 2 2 2 1]
Fa 181197 | Haz Bergariod E 3 3 a = = a7
F10 181197 | Haz Bergariod E 3 R a = = aE
F10 181197 | MEo D Bergariod E 3 3 a = = aE
F10 18/11/97 | MEo E Bergariod E 3 R a = = aE
C23 012097 | Méo D Bergario 5 R 3 |33 = 2 2 =9
F32 1941097 | Hatz Bergario 5 R 3 |33 = 2 2 =10
F32 1941097 |MEo E Bergario 5 R 3 3 = 2 2 =11
F5 1841097 |Haz Bergario 6 E a R A = = Al
Fo 1841097 |Haz Bergario 6 E a E A = = ALl
Clé 151287 | MEo D Llmdmaternal 1 3 3 3 = = = S14
Fl5 1841097 | Haz Limdmaternal 1 E 3 R = = = ]
F23 1941097 | Haz Limdmaternal 1 E 3 R = = = ala
F23 194197 Mo E Limdmaternal 1 E 3 R = = = ala
F25 1941097 | Haz Limdmaternal 1 E 3 R = = = a7
F25 194197 Mo E Limdmaternal 1 E 3 3 = = = a7
IS 25MA87 |Hae Ped Amh R 3 R 2 2 2 SlE
5 151287 |MEo E Lltimateral 2 R 3 R 2 2 2 SlE
F4 1841097 | Naz Lltimateral 2 R 3 R 2 2 2 a9
Eh 1841097 | Naz Lltimateral 2 R 3 R 2 2 2 =20
F2i 1941097 | Hatz Lltimateral 2 R 3 R 2 2 2 =221
F2i 194197 I MEe D Lltimateral 2 R 3 |33 5 2 5 =221
F2i 1941097 IMEo E Lltimaternal 2 R 3 3 2 2 2 =221
I 23187 |Haez Grastr. Amb, E 5 5 5 5 5 a2
3 91297 | Hae Il aternal 1 E 5 5 a 5 5 a2
3 912/97 |MEo E Il aternal 1 E 5 5 s 5 5 a2
1] 2212097 | MEe D Il aternal 1 E 5 5 R 5 5 H23
=14 81297 |Hae Il aternal 1 E 5 5 5 5 5 524
=14 81297 | Méo D Il aternal 1 E 5 R 5 5 5 524
=14 81297 |MEo E Il aternal 1 E 5 5 5 5 5 24
21 91297 |Hae Il aternal 1 E 5 5 5 5 5 ]
LI21 26187 | Haz UETDI E 5 5 5 5 3 ]
L2z 261187 [Hae Ut Met. 33 3 R 5 5 5 ]
L2 261187 [ MEe D Ut Met. 3 5 R 5 5 5 ]
L2 2671187 | MEo E Ut Met. 3 5 R 5 5 5 ]
Cc22 01297 | Nae Il aternal 2 3 5 R 5 = = ]
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Figura 1. Perfil de macrorrestricdo do crDNA dos S. aureus isolados, dos portadores dos bergarios 1 e 3, obtidos pela digestdo com
Smal, ap6s separacdo por PFGE e dendograma representando a similaridade genética entre as amostras. PM - padréo de tamanho dos

fragmentos - concatameros do fago lambda.
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No Bercério 5, somente uma crianca foi porta- S.aureussolado da C14 mostrou-se exatamente
dora deS.aureuqC23) e a amostra daureusiso- com o mesmo bandeamento, portanto com 100% de
lada da méo direita da crianca, ndo apresentou rekimilaridade genética. Tais amostras mostraram 96%
¢ao molecular de valor epidemiolégico com as amosie similaridade genética com as amostras isoladas da
tras isoladas da Unica funcionaria portadora (F32). davidade nasal da C22. mostrando que as amostras
Figura 2 mostra que a funcionaria apresentou dug®dem ser geneticamente relacionadas, porém, nao
amostras d&.aureuqcavidade nasal e mado esqueridénticas. A crianga (C22) pertence ao Maternal 2,
da) geneticamente distintas. mas pode manter contato com as outras (C 14 e C21)

Também, na Figura 2, estdo as andlises diurante os periodos de recreacao, justificando uma
crDNA das amostras d8.aureusisoladas de trés possivel transmisséo. Esse foi o maior valor de % de
funcionarias e uma crianca do Minimaternal 1. Todasimilaridade genética encontrada entre criangas do
as funcionarias (F15, F23, F25) apresentaram amaSCl. E interessante notar que a mée da C22 também
tras deS.aureusem nenhuma relacado molecular comé portadora da mesma linhagemSdaureugjue seu
a amostra isolada da crianca (C 16). filho, mas néo foi considerada a possibilidade de con-

Apresentaram 100% de similaridade genética aato da mae com a C14.
duas amostras dg.aureusisoladas de uma mesma
funcionaria (F25) e as duas amostras isoladas de oujra X
funcionéria (F23). No entanto, as linhagenS deireus ¥episcussAo
isoladas das referidas funcionarias ndo apresentaram QO predominio da freqiiéncia de positiviclade na
relag&o epidemioldgica, pois a porcentagem de similagavidade nasal vem confirmar o que a literatura tem
dade genética entre elas foi de apenas 22% (Figura 2pvelado, ou seja, que as fossas nasais tém sido a area

A analise do crDNA apds macrorrestricdo dasnais freqiientemente positiva paSaaureuse que a
amostras isoladas de uma crianga, trés funcionéria@@onizagao nasal é a responsavel pela colonizagéo da
uma mée ou responsavel do Minimatemal 2 est&o apktiperficie cutanea. Esses fatos s&o relevantes para
sentadas na Figura 3. A amostra da Unica crianga ggfertar sobre a preocupacdo com as vias aéreas supe-
mostrou ser portadora @&aureusapresentou 100% riores na aquisi¢do e transmiss&do do microorganismo
de similaridade genética com a amostra isolada da méeom a dificuldade de aplicac&o rotineira de medidas
correspondente (C5 e M5). A amostra dessa criangde controle, principalmente quando da necessidade de
em relagéo as amostras das funcionarias daquele gesenvolvimento de atividades de assisténcia que re-
tor de atendimento, apresentou baixa similaridade gguerem certa proximidade fisica entre o prestador da
nética tal como: 84% em relacdo a F 11 24% em relassisténcia e o receptor da mesma.
¢do a F4 e 0% de similaridade genética em relacdo a  Essa preocupacdo se torna niais evidente, se
F22 de quem foram isoladas trés amostras, que tiveansiderarmos o fato de as maes exercerem ativida-
ram 100% de similaridade genética quanto ao perfiles assistenciais de enfermagem junto a pacientes,
de restricdo dado pelo PFGE. As amostras daternados em diferentes unidades de internagéo do
S.aureussoladas da cavidade nasal das funcionaridsospital e. a0 mesmo tempo, participarem da assis-
11 e 4, que também atendem no Minirnaternal 2, ndéncia rotineira exigida pelas criancas sob sua respon-
apresentaram relagdo genética de valor epidemioldgieabilidade. Do mesmo modo, vale considerar o pro-
(24% de similaridade genética). prio relacionamento entre as mesmas com os funcio-

A Figura 4 refere-se aos Maternais 1 e 2. Emarios da creche e desses com as criangas, criando
“A”, esta o perfil de restricdo de trés amostras dam possivel circulo vicioso de oportunidades de trans-
crDNA sendo duas isoladas da crianca n° 3 (C3), guyftissdo reciproca.
apresentols. aureusna cavidade nasal e mao es- As porcentagens de colonizacgéo pela bactéria
querda, e uma da méae da crian¢a (M3), mostrandonas maos, apesar de, separadamente em menor pro-
mesmo bandeamento dos fragmentos de macrorrgssrcao, e das variagdes entre os grupos, levaram-nos
tricdo (100% de similaridade genética). Em “B”, est& considerar que as maos também tém sido apontadas
apresentado o bandeamento 4 criangas (C10, C14, Gg8mo uma regiéo importante para a obtencéo de amos-
e a mesma C3 ja citada) e 2 mées correspondentess deS. aureus tém sido um dos principais meios
(M21 e M22). A amostra da C3 mostrou ter similari-de transmiss&o da bactéria, de um individuo coloniza-
dade genética de 86% com a C21 e 73% com a Cldb para outro suscetivel, contribuindo, sensivelmente,
A C21, portadora d§.aureusa cavidade nasal, apre- para a formacéo da populacéo de colonizados e para
sentou 100% de similaridade genética cdBiaureus o grande aumento das fontes e reservatérios de amos-
isolado da mée correspondente (M21). tras resistentes.
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Figura 2. Perfil de macrorrestricdo do crDNA dos S. aureus isolados, dos portadores do bercéario 5 e Minimaternal 1, obtidos pela digestao

com Smal ap6s separagéo por PFGE e dendogama representando a similaridade genética entre as amostras. PM - padréo de tamanho
dos fragmentos - concatameros do fago lambda.
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Figura 3. Perfil de macrorrestricdo do crDNA dos S. aureus isolados dos portadores do Minimaternal 2, obtidos pela digestdo com Smal,
ap0ls separacédo por PFGE e dendograma representando a similaridade genética entre as amostras. PM - padrdo de tamanho dos

fragmentos - concatameros do fago lambda.
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Figura 4. Perfil de macrorrestricdo do crDNA dos S. aureus isolados dos portadores dos Maternais 1 e 2, obtidos pela digestdo com Smal
ap0ls separacédo por PFGE e dendograma representando a similaridade genética entre as amostras. PM - padrdo de tamanho dos
fragmentos - concatameros do fago lambda.
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A microbiota bacteriana normalmente encon-area fisica do prédio e o relacionamento fisico manti-
trada nas maos é composta por bactérias patogénichsentre eles, com vistas a estabelecer as vias de pro-
e ndo patogénicas. adquiridas nas atividades normgiagacado dé&.aureussolado.
de trabalho, sendo que, entre aquelas que constituem  Assim, do total das 55 amostras, essa relacédo
a microbiota residente, considerada a verdadeiffai estabelecida entre 44 delas (Tabela Il), das quais
microbiota da pele, relativamente estaveis em nimeemcontram-se referidos os participantes, datas das co-
e tipo, encontra-s8. aureus?13, Este é um fator l|heitas, espécimes clinicos, os locais de atendimento
de consideravel importancia, quando se considerataa crianca, de trabalho do funcionario e da mae ou
bém a possibilidade da contaminacdo manual no trarr@sponsavel, bem como, o modelo de resisténcia aos
porte do agente para outras portas de entrada  antimicrobianos e os resultados do PFGE.

Nesse sentido, temos realizado alguns estudos  Pelas figuras apresentadas é possivel visualizar
no intuito de demonstrar o importante papel epidemiajue os resultados da PFGE das amostr&saileeus
l6gico das mé&os na transmisséo de infec¢des, prodgeladas dos funcionarios e criangas da creche, mos-
rando alertar, inclusive, para a possivel relacdo entt@aram baixa similaridade genética entre si, apés ma-
as amostras isoladas de diferentes areas anatdmicasrrestricdo com a enzingmal. Mesmo a similari-
de um mesmo individuo e para a influéncia da qualidatade genética ddS.aureusisolados entre as crian-
de do trabalho realizado pelo individuo no tipo e natuzas ou entre os funcionarios, ndo apresentou grande
reza dos microorganismos isolados das ni&&3). porcentagem de similaridade.

As argumentagOes anteriores, relacionadas a  De um modo geral, a maior similaridade genéti-
importancia da cavidade nasal corno fonte reconhedia foi detectada entre algumas criancas e suas maes
da de colonizacdo p@.aureuse a possibilidade de ou responsaveis. Isso esta representado na Figura 1
propagacédo de microrganismos pelas maos durant¢asianga e mée n° 13), na Figura 3 (crianga e mée n°
desenvolvimento das atividades habituais de trabalh) e na Figura 4 (criancas e mées n 3, 21 e 22) que
ressaltam a importancia de se conhecer a identidadwstram 100% de similaridade genética entre a(s)
das amostras isoladas. amostra(s) isolada(s), ou seja, amostras idénticas en-

O antibiograma tem se constituido em procegse si.
so util em estudos epidemiolégicos de amostr& de A partir da consideracado de que o contato fisico
aureus mesmo sem finalidade terapéutica, tendo emireto € uma fonte de propagacgéo de microorganismos,
vista a versatilidade da bactéria e 0 modo de adquitiima vez que envolve uma proximidade fisica, espera-
resisténcia aos antimicrobiarié’s®). A partir do grau  vamos encontrar urna maior similaridade genética en-
de resisténcia aos mesmos, as amostras tém sido ctre-as amostras dos funciondrios e das criancas sob
sideradas como de “identidade perigosa”, com consseus cuidados, a exemplo da maior similaridade obser-
deravel comunicabilidade, viruléncia e capacidade deada entre algumas criancas portadoras da bactéria e
sobreviver no ambiente e, consequientemente, cosnas maes ou responsaveis. Tal expectativa tem res-
maior dificuldade de serem eliminadas perante medpaldo no fato de as funcionarias responsaveis pelo aten-
das de assepsia e “nao perigosa”, pelo fato de ser@imento das crianc¢as, durante o periodo de permanén-
facilmente eliminadas, apesar de poderem causar icia no centro, acompanharem a trajetoria das mesmas
feccbes pelos diferentes locais de atendimento, desde a admis-

Os dados dos antibiogramas apresentados pesdo até o seu completo desligamento, ao atingirem a
mitem visualizar uma possivel tendéncia a modelagdade méxima, por desisténcia, por op¢ao ou por con-
exibindo resisténcia a, no maximo, dois antimicrobiadi¢cdes nao justificadas, expondo ambos, o prestador e
nos, caracterizaiido as amostras como do tipo extra-receptor do cuidado, a determinados riscos de aqui-
hospitalar. Essa baixa de resisténcia aos antimicrobisicdo de microorganismos. Essa reciprocidade de re-
nos entre os portadores sdosSlaureugem sido lacionamento poderia, assim, estar direta mente rela-
considerada natural em individuos que, mesmo petionada com a transmissibilidade dos microorganismos.
manecendo por tempo varidvel em ambiente hospita-  Neste estudo, a baixa aplicabilidade do antibio-
lar, ndo estdo sendo submetidos a antibioticotérapiayrama, como marcador epidemiolégico, esta de acor-

Tendo em vista o interesse inicial de conhecalo com a literatura, ressaltando o valor de métodos
as possiveis associagoes e relagdes epidemiologicasleculares em rastreamento epidemiolégico de por-
entre as amostras isoladas, elas foram agrupadas, ctattores, como também de bactérias envolvidas em
siderando-se a alocagéo dos participantes segundénfeccdo/colonizacéo
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Também, neste estudo, a tipagem por PFGE, Os resultados da tipagem por PFGE permitiu o
mostrou ser 0 método de tipagem epiderniol6gica madgslculo da similaridade genética entre as amostras. A
indicado para agrupar ou separar linhagens relacionsimilaridade genética entre as amostras, de pessoas
das ou nao, por flagrar polimorfismos dos fragmentadiferentes mas com certo grau de relacionamento fi-
de restricdo, causados por modificacdes das sequé&ico direto, mostrou-se baixa. Apesar disso, o estudo
cias das bases do DNA. E um método de tipagegenotipico teve um papel importante no delineamento
genotipica que permitiu, ainda, o célculo da similaridae comparacdo das amostrasSlaureusdos porta-

de genética entre as amostras estudadas. dores, ja que so6 o antibiograma néo forneceu parame-
tros suficientes para uma precisa relagéo epidemiol6-
5. CONCLUSOES gica entre as amostras do estudo, possibilitando a iden-

tificacdo de poucas amostras idénticas entre si.

Os dados apresentados, em funcéo da expec-  Os perfis de restricao dos crDNAs demonstra-
tativa em relagdo ao quadro de colonizagdoSor ram baixa similaridade genética entre os portadores,
aureusentre os portadores relacionados, do C.C.Iprincipalmente entre os funcionéarios do CCl e as cri-
possibilitaram a identifica¢éo da positividade das arexncas atendidas por eles. A maior similaridade genéti-
as anatomicas pesquisadas entre os participantes, ccafoi observada entre algumas criangas e suas maes.
firmando a maior freqiéncia na cavidade nasal A despeito das evidéncias apresentadas, vale
(58,2%). uma relativa semelhancga entre as méos aiensiderar, finalmente, a possibilidade de o CCI pos-
reita e esquerda ( e 21 ,8% respectivamente) e a ®r uma sistematica de prevencao, minimizacao ou
conhecida argumentacgéo da cavidade nasal enquaetoninacdo de riscos inerentes as infec¢des, através
fonte de colonizacdo d&.aureus da adocao de medidas de biosseguranca. tais como

Os resultados do antibiograma, ainda que cotgcnicas administrativas, educacionais e médicas.
baixa representatividade como marcador epidemiolé-
gico, possibilitaram a defini¢cdo do grau de resistencACRADECIMENTOS
das amostras frente aos antimicrobianos testados, su-  Este trabalho foi financiado pelo Conselho Na-
gerindo a caracterizacao de amostras “menos perigoional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
sas” com modelos de resisténcia a, no maximo, do{f€NPg — Proc. N 523520/96-4 NV) e Fundagé&o de
antimicrobianos, e CO forte chance de serem elimAmparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo(FAPESP
nadas com medidas de assepsia. — Proc. N°96/09749-7)

OLIVEIRA SANTOS BM & DARINI ALC. Colonization by Staphylococcus aureus in healthy carriers from a
nursery in a University Hospital. Medicina, Ribeirdo Preto, 35: 160-172, apr./june, 2002.

ABSTRACT: The aim of this study was to verify the colonization by Staphylococcus aureus
among healthy carriers at a nursery of an University Hospital in Ribeirao Preto — University of
Sao Paulo. Bacteriological and molecular characteristics were used to determine epidemiological
relationship among isolates. S. aureus isolates were collected (obtained) from nasal swab, right
and left hands of 37 mothers (or liable for the children) from hospital staff, that were working from
6 months or more and that were using the nursery for their children during the work time. Thirty-
nine children and 39 nurses from the nursery were included. A total of 55 S. aureus were isolated,
58,2% from nasal swabs, 20,0% from right hands and 21,8% from left hands, which shows
predominance of S. aureus in nasal swabs. Antibiograms showed resistence to 2 or more
antibiotics tested. PFGE profiles using Smal and generated dendograms showed low genetic
similarity among carriers, mainly among nursery staff and the children. The high genetic similarity
was observed among some children and their own mother or liable. Antibiogram was not usefull
to determine epidemiological relationship among S. aureus isolates, but the genetic study was
very important to delineate and compare S. aureus isolates from carriers.

UNITERMS: Staphylococcus aureus. Child Day Care Centers. Colonization. Bacterial Typing.
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