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REsumo

Garcia CP. Fatores associados a aquisicdo de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina (MRSA) em recém-nascidos de parto hospitalar
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2013.

Na ultima década, Staphlylococcus aureus resistentes a meticilina nao
multidroga resistente (NM-MRSA) tem sido descrito como um importante
agente de infeccdo de corrente sanguinea em nosso servico. Este estudo de
coorte prospectivo, realizado entre fevereiro de 2009 e janeiro de 2010 na
unidade neonatal, avaliou 403 recém-nascidos (RN), suas 382 maes e 148
profissionais da area da saude (PS). Duzentos e dezessete NB (54%), 187
maes (48%) e 87 PS (59%) foram colonizados por S. aureus (SA). A
colonizacdo por S. aureus resistente a meticilina (MRSA) foi maior entre RN
(15%) do que entre maes (4.7%) e PS (3.4%). Embora a transmissdo da
mae para seu RN tenha ocorrido, na maior parte dos casos, a mae néo foi a
responsavel pela colonizacdo do RN. Houve dois padrées predominantes de
polimorfismo do DNA por eletroforese em campo pulsado (PFGE) entre os
RN, e algumas médes e PS foram colonizados por eles. Fatores
estatisticamente associados com coloniza¢cdo por MRSA foram baixo nivel
de escolaridade materna (fator de risco - OR: 2.99; 95%CI: 1.10-8.07) e
rinossinusite materna (fator protetor - OR: 0.33; 95%CI: 0.12-0.88). Entre os
Rn que permaneceram hospitalizados mais do que 72 horas, o aleitamento
materno foi protetor (OR: 0.22; 95%CI: 0.05-0.98). Todos os isolados foram
NM-MRSA, portavam poucos fatores de viruléncia e Staphylococcal Cassete
Chromossome mec (SCCmec) tipos IVa e IVd predominaram. Embora nao
tenham ocorrido casos de infeccdo, a transmissdo nosocomial de MRSA
claramente ocorreu na unidade neonatal e aponta para a necessidade de
implementacédo de praticas de controle de infeccdo, como higienizacao das
maos para prevencao de infec¢do cruzada. Outras praticas de promocédo a
saude, basicas, mas abrangentes, podem ser fundamentais, como educacao
e aleitamento materno.

Descritores: Staphylococcus aureus; Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina; Recém-nascido; Fatores de risco; Unidade de terapia intensiva
neonatal; Aleitamento materno; Gravidez; Educacéo.



ABSTRACT

Garcia CP. Fatores associados a aquisicdo de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina (MRSA) em recém-nascidos de parto hospitalar
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2013.

In the last decade non-multiresistant methicillin-resistant S. aureus (NM-
MRSA) has been described as an important agent in bloodstream infections
in our hospital. This prospective cohort study, conducted from February 2009
through January 2010 in the neonatal unit, evaluated 403 newborns (NB),
their 382 mothers and 148 health care workers (HCW). 217 NB (54%), 187
mothers (48%) and 87 HCW (59%) were colonized by S. aureus (SA).
Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) colonization was greater among NB
(15%) than mothers (4.7%) and HCW (3.4%). Although mother-to-NB
transmission occurred, in most cases mothers were not responsible for NB
colonization. There were two predominant PGFE patterns among the NB and
some mothers and HCW became colonized by them. Factors significantly
associated with MRSA carriage by NB were lower level of maternal schooling
(risk factor: OR: 2.99; 95%CI: 1.10-8.07) and maternal rhinosinusitis
(protective factor: OR: 0.33; 95%CI: 0.12-0.88). Among NB who remained
hospitalized for more than 72 hours, breast feeding was protective (OR: 0.22;
95%CI: 0.05-0.98). All the isolates were NM-MRSA, carried few virulence
factors and Staphylococcal Cassete Chromossome mec (SCCmec) types
IVa and type IVd predominated. Although there were no cases of infection,
nosocomial transmission of MRSA clearly occurred in the neonatal unit and
this highlights the need for infection control practices such as hand hygiene
to prevent cross-dissemination. Other healthcare practices, which are very
basic but also ample in scope, may play a role, such as general education of
women and breast feeding.

Descriptors: Staphylococcus aureus; Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus; Newborn; Risk factors; Intensive care units, neonatal, Breast
feeding; Pregnancy; Education.
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1  INTRODUGAO

Staphylococcus aureus (SA) é um dos patdgenos bacterianos mais
importantes para 0 homem, causando infeccbes comunitarias e
nosocomiais®.

Staphylococcus aureus resistente a meticiina (MRSA) foi,
primeiramente, descrito na Europa, em 1960% quase que
concomitantemente ao surgimento deste antimicrobiano. A partir de entdo, a
proporcdo de MRSA entre a populacdo de S. aureus hospitalares so
cresceu, atingindo as marcas de 35,9%, em 1992, e 64,4%, em 2003>. No
Brasil, no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (HC-FMUSP), foram obtidas marcas que variavam de 40 a
70% dos isolados (dados nao publicados).

A resisténcia a meticilina esta relacionada a um elemento genético
movel que recebe o nome de cassete cromossdmico estafilocdccico, o
SCCmec (Staphylococcal Cassete Chromossome mec)®. Este é um
fragmento exdgeno de DNA, cujo tamanho varia de 15 a 60 kb e que é
formado pelos genes mecA, ccrA e ccrB. Os genes ccrA e ccrB sao
responsaveis pela mobilidade do gene, e o mecA confere resisténcia aos
antimicrobianos B-lactamicos, por produzir a Proteina Ligante de Penicilina
2A (PBP2A).

O mecanismo de acdo dos antimicrobianos B-lactdmicos consiste na

ligacdo destes as Proteinas Ligantes de Penicilina (PBP), as quais séo



responsaveis pela estruturacdo da rede de peptidoglicanos presente na
parede celular, levando a desorganizacdo estrutural dessa. Portanto, a
resisténcia aos B-lactamicos pode ser dada ou pela hidrdlise e consequente
inativacdo da penicilina por meio da producdo de penicilinase, presente no
gene bla, ou pela PBP2A. Essa proteina, produzida pelo gene mecA, é uma
homologa da PBP normal, porém possui afinidade muito menor a penicilinas,
nao ligando-se a essas. Desse modo, mesmo com a PBP normal ligada ao
B-lactdmico, a PBP2A permite o crescimento bacteriano até em
concentracfes mais elevadas do antibiético, pois continua a exercer a sua
funcdo sem sofrer grande interferéncia desse. E importante ressaltar que a
presenca da PBP2A fornece resisténcia a praticamente todos os antibiéticos
B-lactamicos, inclusive a meticilina, caracterizando o fen6tipo de MRSA®®.

Atualmente, existem descritos onze tipos de SCCmec®, sendo a
descricdo dos cinco ultimos tipos realizada durante o periodo de realizacao
deste projeto.

Os tipos I, Il e Il séo classicamente relacionados aos Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina adquiridos no hospital® (HA-MRSA), tendo
maior tamanho e menor mobilidade. O tipo IV tem menor tamanho, maior
mobilidade e menor resisténcia a antibidticos, tendo sido descrito em
isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina provenientes da
comunidade (CA-MRSA)® em ancestrais de MRSA sem ligacdo aparente
com o sistema hospitalar, sendo responsaveis por infeccbes de pele e
tecidos moles em populacdo nao ligada ao sistema de saude. Comumente,

sdo produtores das enterotoxinas B e C, além da Panton Valentine



Leucocidin (PVL), mas ndo da toxina da sindrome do choque téxico (TSST-
1), preservando a susceptibilidade a antibiéticos ndo B-lactamicos.

Mais recentemente, cepas de MRSA SCCmec tipo IV tém sido
descritas em pacientes hospitalizados e estédo se tornando, também, agentes
infecciosos nosocomiais, sendo, entdo, mais adequadamente designados
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina ndo multidroga resistente
(NM-MRSA).

Em um estudo brasileiro feito no HC-FMUSP, em 2005, foi observado,
de uma amostra de 151 pacientes infectados por MRSA, que 95% deles
tinham SCCmec tipo IV e que 13% eram suscetiveis a 4 ou mais antibidticos.
Apesar de normalmente relacionados ao CAMRSA, esses MRSA SCCmec
tipo IV sédo claramente de carater nosocomial, mesmo apresentando
inlmeras semelhancas com o comunitario. Observou-se também, neste
estudo, dois focos principais de incidéncia de infeccbes por MRSA no
Instituto Central do hospital, um na enfermaria da dermatologia, e outro no
bercario e Unidade de Terapia Intensiva (UTI) neonatal.

A caracterizacdo epidemiologica deste foco de elevada incidéncia na

unidade neonatal pretendeu tornar-se Gtil na proposicdo de medidas de

prevencao e terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever a colonizagdo por Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina (MRSA) em recém-nascidos de parto hospitalar no Instituto Central
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o

Paulo no periodo de fevereiro de 2009 a janeiro de 2010.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar fatores associados a aquisicio de MRSA nesta
populacao;

2. Determinar o perfil de sensibilidade destes isolados;

3. Caracterizar os fatores de viruléncia destes isolados;

4. Determinar a clonalidade desses isolados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do Estudo

Coorte prospectivo.

3.2 Local, Periodo e Populacéo

Localizado na cidade de S&o Paulo, o complexo hospitalar do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMUSP) é formado por seis institutos, totalizando, aproximadamente, 2.000
leitos.

A unidade neonatal acolhe recém-nascidos (RN) nascidos no centro
obstétrico do Instituto Central do HC-FMUSP provenientes de gestacdes de
alto risco.

Por ocasido da coleta de dados, a unidade neonatal era formada por 65
leitos assim distribuidos: 8 compondo a unidade de cuidados intensivos, 8
identificados como unidade de isolamento, 9 para cuidados de alto risco, 15
para cuidados de médio risco e 25 para baixo risco. Os leitos de isolamento
seguiam critérios de admissao pela unidade neonatal, ndo sendo destinados
necessariamente a pacientes com bactérias multirresistentes ou que se

enquadrassem nos critérios de isolamento da comissdo de controle de



infeccdo. Os pacientes colonizados por agentes multirresistentes poderiam
permanecer em suas respectivas unidades de internacédo sob precaucdes de
contato.

Nesta época, ndo havia alojamento conjunto. As méaes que nao
necessitavam de cuidados intensivos, permaneciam internadas em
enfermarias, geralmente de 2 leitos, eventualmente em quartos maiores.
Durante o periodo de internacdo destas maes, no horario de mamadas, os
RN internados na area destinada ao baixo risco eram levados até suas
respectivas maes em carro coletivo de transporte. Apds a alta hospitalar
materna, durante o periodo de permanéncia dos RN na unidade neonatal,
havia horarios destinados a visitacdo e ao aleitamento materno durante todo
o dia.

Durante o periodo de fevereiro de 2009 a janeiro de 2010 foi realizada
uma coorte de RN. Foram incluidos RN que nasceram de segunda, terca,
guarta e sexta feira, durante o dia todo e sdbados pela manha. Esta foi uma
amostra de oportunidade adequada ao horario de funcionamento do
laboratério. Nao foram incluidos natimortos. Nao houve outros critérios de
exclusdo. No momento do parto foram coletadas amostras para pesquisa de
S. aureus em quatro sitios diferentes das méaes e de seus recém-nascidos.
Os RN foram seguidos na coorte, com coleta de culturas ao longo da
internacdo, até a alta ou 6bito hospitalar ou até 28 dias de vida, o que
ocorresse antes. Além disso, foram obtidos dados demograficos, da
gestacdo, do parto, clinicos e evolutivos dos RN e de suas mées. O

desfecho avaliado foi a colonizacado do RN por MRSA.



3.3

3.4
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Desfecho

» O desfecho deste estudo foi colonizacdo por MRSA ao final do
seguimento, definida como, pelo menos, uma cultura positiva para
MRSA, em qualquer sitio de coleta, sendo considerados os swabs
propostos para seguimento da coorte e 0s espécimes coletados

pela equipe da unidade para acompanhamento do paciente;

Variaveis avaliadas

e Sexo: definido como masculino ou feminino (nNdo ocorreu sexo
indeterminado);

e Apgar de 1° e 5° minutos: expressos em algarismos arabicos,
variando de 0 a 10, segundo escala de Apgar®, calculado pelo
neonatologista;

e Peso ao nascimento: expresso em gramas;

e Caracteristica do liquido amniético ao nascimento: definido como
claro, purulento, hemorragico ou meconial;

e |dade gestacional ao nascimento: definida a partir dos dados de
ecografia precoce durante a gestacédo, data da ultima menstruacao
materna, escala de New Ballard® ou Capurro®® expressa em
semanas, calculada pelo neonatologista;

e Gemelaridade: definido como concepto multiplo;
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Presenca de outras comorbidades, definidas pelo médico
assistente, posteriormente, classificadas como: sindrome genética,
nefropatia, pneumopatia, hepatopatia, imunodeficiéncia, doenca
metabdlica, doenca de depdsito, endocrinopatia, doenca
dermatoldgica, neuropatia, infec¢do congénita e cardiopatia;
Utilizacdo de ventilagdo mecéanica (VM): presenca de VM em
qualguer momento desde o nascimento até o término de
seguimento. Definida como utilizagdo ou néo utilizagéo;

Utilizacdo de cateter venoso central (CVC): presenca de CVC
inserido em qualquer momento desde o nascimento até o término
de seguimento. Definido como insercédo ou ndo insercao;

Utilizacdo de cateter venoso periférico (CVP): presenca de CVP
inserido em qualquer momento desde o nascimento até o término
de seguimento. Definido como inser¢céo ou nao insercao;

Utilizacdo de drenos: presenca de drenos em qualguer momento
desde o nascimento até o término de seguimento, determinando o
tipo de dreno. Definido como utilizagdo ou n&o utilizacao;

Utilizacdo de nutricdo parenteral (NPT): presenca de NPT em
qualquer momento desde 0 nascimento até o término de
seguimento. Definida como utilizagdo ou néo utilizagéo;

Utilizacdo de hemoderivados ou hemocomponentes: utilizacdo de
produtos derivados do sangue (plasma fresco ou congelado,

concentrado de hemacias, plaquetas, albumina) em qualquer
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momento desde o0 nascimento até o término de seguimento.
Definido como utilizacdo ou néo utilizacéo;

Realizacéo de dialise: realizacdo de dialise em qualquer momento
desde o nascimento até o término de seguimento. Definido como
realizag&o ou né&o realizacao;

Procedimento dialitico realizado: nome do procedimento realizado;
Realizacdo de cirurgias: realizacdo de cirurgias em qualquer
momento desde o0 nascimento até o término de seguimento.
Definido como realizado ou néo realizado;

Utilizacdo de antimicrobianos (ATM): utlizacdo de ATM em
qualguer momento desde o nascimento até o término de
seguimento. Definido como utilizado ou n&o utilizado;

Tipo de dieta: aleitamento materno exclusivo ou nao, utilizacdo de
férmulas lacteas e/ou suplementos alimentares, existéncia ou
auséncia de periodo de jejum;

Idade da mée: expressa em anos completos;

Numero de gestacdes, partos e abortamentos da mée;
Escolaridade da mae: obtida em anos completos;

Tabagismo materno: Foi considerada tabagista a mae que informou
ser ou ter sido tabagista durante algum periodo da vida;

Tabagismo materno durante a gestacao: foi considerada tabagista
durante a gestacdo a mae que informou ter fumado durante a

gestacao;
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Etilismo materno: considerada etilista a mae que informou ser, ou
ter sido etilista, durante algum periodo da vida;

Etilismo materno durante a gestacdo: considerada etilista durante a
gestacdo a méae que informou ser etilista durante a gestacéao;

Uso de drogas ilicitas, pela mée, durante a gestacéo atual: definido
por qualquer uso de drogas ilicitas durante a gestacdo atual
segundo informacéo da mae;

Uso prévio de drogas ilicitas, pela méae: definido como qualquer uso
de drogas ilicitas em qualquer momento da vida, antes da gestacao
atual, segundo informacéo da mae;

Doencas de base da mée: definidas pelo médico assistente como
doencas prévias a internacdo hospitalar ou referidas pela propria
paciente. Foram avaliadas, em especial, as seguintes doencas:
diabetes mellitus, diabetes mellitus gestacional, nefropatias,
hepatopatias, cardiopatias, doencas reumaticas, neoplasias,
doencas hematoldgicas, infecgcdo por HIV, hipertensdo arterial
sisttmica, doenca hipertensiva especifica da gestacdo,
endocrinopatias, asma, doencas neurolégicas, doencas
reumatoldgicas, doencas vasculares, doencas psiquiatricas, outros
agravos. Definidas como presentes ou ausentes;

Tempo de rotura de membranas amniéticas: expressa em horas;
Tipo de parto: definido como ceséarea, normal ou forcipe;

Anestesia para o parto: geral, bloqueio, local ou ndo realizada;
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¢ Infeccbes maternas de pele: segundo informacéo da prépria mée e
do prontuario;

e Realizacdo de acompanhamento pré-natal: foram avaliados o
namero de consultas realizadas, a data da primeira consulta e o
local de realizagcdo do acompanhamento;

¢ Infeccdes de pele nos residentes na mesma casa da mae: definida
como presente ou ausente, segundo informacao da propria méae;

¢ Rinossinusite materna cronica: definida como presente ou ausente,
segundo informacédo da propria paciente;

e Colonizacdo maternal por MRSA: definida como presente ou
ausente. Este dado foi obtido a partir das culturas para S. aureus

colhidas da mae.

3.5 Procedimento de Coleta de Dados

Os dados foram obtidos a partir dos prontuérios do recém-nascido e da
mae, e por meio das informagdes verbais da equipe multidisciplinar de
assisténcia, da mée e de acompanhantes. Os dados foram registrados em
instrumento elaborado especificamente para esta finalidade (Anexos A, B e

Q).
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3.6 Procedimento de Coleta de Material

Foi realizada a coleta de material do recém-nascido, a partir de “swab”
perineal, de coto umbilical, de narina anterior e de orofaringe no momento do
parto. Esta coleta foi realizada no momento do nascimento,
preferencialmente na sala de parto, apés estabilizacdo do paciente, ou assim
gue o RN chegou ao bercério, até 6 horas apos o0 nascimento. A coleta de
material da mae foi realizada por meio de “swab” anal, perineal, de narina
anterior e de orofaringe obtidos na sala de parto. Novas coletas do recém-
nascido e de suas respectivas maes foram realizadas entre 60 e 72 horas
apos o nascimento. Nos recém-nascidos que ndo permanecerem internados
apos este periodo, ndo foram realizadas outras coletas. Para os recém-
nascidos que permaneceram internados, foi realizada nova coleta no final de
cada semana até o vigésimo oitavo dia de vida ou até alta hospitalar (o que
ocorria antes).

As amostras foram colhidas pelo pesquisador executante e por mais
sete profissionais da area da Saude (4 enfermeiras, 2 estudantes de
enfermagem e 1 estudante de Medicina) e foram imediatamente
encaminhadas para analise pelo Laboratério de Investigacdo Médica 54
(LIM54) em meio de transporte Stuart.

Os profissionais de saude (da unidade neonatal, enfermaria da
obstetricia, centro obstétrico, coletores e laboratério) também foram

avaliados para colonizacdo, obtendo-se amostras por meio de “swab” nasal
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e de orofaringe, na metade e no término do periodo de estudo. Neste

momento foi avaliado se havia presenca de lesdes cutaneas.

3.7 Métodos Laboratoriais

3.7.1 Métodos Microbiolbgicos

As coletas foram realizadas com “swabs” estéreis e armazenadas em
meio de transporte Stuart até a sua entrega no laboratério para analise no
mesmo dia da coleta”.

Os “swabs” foram adicionados ao meio liquido: caldo infusdo cérebro e
coracao (BHI), e incubados a 37°C, por 24 horas, para enriquecimento da
amostra, e, entdo, semeados em agar sal-manitol e incubados a 35°C por
até 48 horas. Staphylococcus aureus fermentam manitol formando colbnias
de caracteristicas sugestivas deste microrganismo™?.

Apds o periodo de incubacdo, as colbnias caracteristicas foram
repicadas, e isoladas em &gar-sangue de carneiro e incubadas a 35°C por
24 horas. As colbnias caracteristicas obtidas em agar sangue foram
submetidas a coloracdo de Gram, e aos testes de catalase e DNAse para
identificacdo fenotipica presuntiva*®. O controle de qualidade foi realizado
utilizando-se a cepa ATCC® 29213.

Os isolados de Staphylococcus aureus identificados foram submetidos

ao teste de triagem para deteccdo de resisténcia a oxacilina em agar
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Mueller-Hinton contendo 4% de cloreto de sédio e 6 mg/L de oxacilina'®. O
controle de qualidade foi realizado utilizando-se as cepas ATCC® 29213
(sensivel) e NCTC® 10442 (resistente).

Os isolados positivos, tanto resistentes quanto sensiveis a oxacilina
foram identificados e guardados no banco de cepas a -80°C em meio Caldo
BHI acrescido de 10% de glicerol.

As cepas consideradas S. aureus pelos testes fenotipicos de triagem
foram submetidas a confirmacédo por deteccdo do gene da coagulase, que
confirma a identificacdo de S. aureus e 0 gene mecA, que confirma a
resisténcia a betalactamicos, por meio da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR).

3.7.2 Deteccado do Gene mecA e do Gene da Coagulase

Para a deteccdo dos gene mecA, foi utilizado um conjunto de primers
para PCR multiplex, sintetizados pela Invitrogen'* como se segue: SA-1 (5’
CGG TAACAT TGA TCG CAACGT TCA 3') e SA-2 (5 CTT TGG AAC GAT
GCC TAA TCT CAT 3'), SA-3 (5 GTA GAT TGG GCA ATT ACA TTT TGG
AGG 3’) e SA-4 (5 CGC ATC AGC TTT GTT ATC CCA TGT A 3’), e um
DNA molde para controle interno de reagcédo. Os primers SA-1 e SA-2 séo
responsaveis pela amplificacdo de uma regido de 214bp do gene mecA,
enquanto SA-3 e SA-4, por uma regiao conservada de 117bp do gene da

coagulase. Desse modo, pode se obter a diferenciacdo simultanea entre S.
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aureus (coagulase positiva) e estafilococos coagulase negativa. O DNA
utilizado para controle interno de reagéo € coamplificado com os primers SA-
1 e SA-2, formando um produto de amplificacdo de 150bp, detectando

resultados falso-negativos.

3.7.2.1 Extracdo do DNA Genbdmico

Para a extracdo do DNA gendmico, foi utilizada a técnica de fervura,
adaptada de Kearnes, 1999 Foi adicionado a cada amostra um mix de
extracdo contendo EDTA 0,1M, Tris HCI 1M (pH 7,5), lisostafina (Invitrogen)
20000 U/mL e agua livre de nucleases. As amostras foram cultivadas em
agar sangue por 24h a 35° +2° C e, ap0s o periodo de incubacdo, uma
alcada foi transferida para 100 ul do mix de extracdo, em eppendorf de
1,5mL. A extracdo foi realizada em dois intervalos de temperatura: 30 min a
37° C e 10 min a 100° C. Aguardou-se o resfriamento e foram adicionados
900 pul de agua livre de nucleases a cada amostra.

As amostras foram, assim, agitadas em vortex, centrifugadas por 10
min a 13000rpm, o sobrenadante foi, entdo, aspirado e congelado a -20° C

até o momento de uso.
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3.7.2.2 Reacao de Amplificacao

Para a reacdo de amplificacdo, foi preparada uma mistura de reacao
contendo Tris-HCI 10mM (pH8,8), MgCl, 4mM, KCI 50mM, 0,1% de Triton X-
100, 200uM de cada dNTP, 25pmol de cada primer e 1U de Taq DNA
polimerase. Subsequentemente, foram adicionados 1ul da amostra a 49ul da
mistura de reacdo. A reacdo de amplificacdo foi realizada no termociclador
PTC200 (MJ Research), utilizando o seguinte programa: 1min 94°C, seguido
por 15 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 68°C e 30s a 72°C. Apds, mais 20 ciclos
de 30s a 94°C, 30s a 60°C e 30s a 72°C. E mais uma extensao adicional de
2min a 72°C*. Apés, os tubos foram mantidos a 4°C até o momento da
eletroforese. Como controles positivo e negativo para a amplificacdo do
fragmento de 214bp do gene mecA, foram utilizados os DNAs extraidos das
cepas de S. aureus NCTC10442 e S. aureus ATCC29213,
respectivamente. Como controles positivo e negativo para a amplificacdo do
fragmento de 117bp do gene da coagulase, foram utilizados os DNAs
extraidos das cepas de S. aureus NCTC10442 e Staphylococcus
epidermidis, respectivamente. Em todas as reacgles, foi utilizada como

controle negativo agua destilada deionizada estéril.
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3.7.2.3 Eletroforese

ApoOs a reacdo de amplificacéo, os produtos de PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 3% em tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE)
0,5X por 1 hora e 30minutos a 110V. Como padrdo de peso molecular, foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100bp (Invitrogen). O DNA foi
corado com SYBR Safe® “DNA gel stain” (Invitrogen), e, posteriormente,

visualizado e fotografado sob transiluminag&o ultravioleta.

3.7.3 Determinacéo do Espectro de Resisténcia a Agentes
Antimicrobianos

Foi avaliado o perfil de sensibilidade de um isolado MRSA de cada
paciente para 0s seguintes agentes antimicrobianos: oxacilina, cefoxitina,
penicilina G, rifampicina, eritromicina, clindamicina, vancomicina,
ciprofloxacino, tetraciclina, gentamicina, cloranfenicol e cotrimoxazol.

Os testes de sensibilidade foram realizados pelo método de
microdiluicdo em caldo para determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria
Minima) para os diferentes antimicrobianos, conforme Tabela 1 do CLSI
(Documento M100-S19; Clinical Laboratory Standards Institute, 2009). A
cepa ATCC® 29213 foi utilizada como controle para o teste, conforme Tabela

2C do CLSI 2009,
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3.7.3.1 Preparo da Solucdo Estoque do Antimicrobiano

A solucdo estoque de antimicrobiano foi preparada a uma
concentracéo final de 10mg/mL. Para cada antimicrobiano, foi empregado o
solvente adequado, conforme os procedimentos padronizados pelo CLSI
(documento M100-S19, 2009)*°. Para calcular a quantidade necesséria do

antimicrobiano, foi utilizada a seguinte formula:

Peso (mg) = Volume (mL) X Concentracdo (ug/mL)
Poténcia (ng/mg)

3.7.3.2 Numero de Diluicbes

As concentracdes testadas abrangeram os cortes descritos na tabela
2C do documento M100-S19 (para uso com M7-A8, CIM) do CLSI', de
0,125ug/mL a 256ug/mL. A solucéo inicial de 256ug/mL foi obtida a partir da
solucdo estoque de concentracdo igual a 10.000ug/mL. Foram realizadas
diluicbes do antimicrobiano com o diluente adequado para cada

antimicrobiano (Tabela 5 do documento M100-S19, CLSI, 2009)*°.
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3.7.3.3 Preparo das Diluicdes na Microplaca

Um volume de 50uL de meio de cultura CMHCA (Caldo Mueller-Hinton
Cétion Ajustado) foi aplicado em todos os poc¢os da microplaca, exceto na
coluna 1. Foi acrescentado 100uL da diluicdo a 256ug/mL em todos os
pocos da coluna 1. Com uma pipeta multicanal, foi realizada diluicdo seriada
do antimicrobiano pipetando 50uL do primeiro poc¢o da linha A (Al) para o
segundo poco da linha A (A2). A mistura foi bem homogeneizada e, em
seguida, foi pipetado 50uL do poco A2 para o A3. Este procedimento foi
realizado até o poco All, tendo este um volume final de 100uL, o qual foi
designado como controle de esterilidade (ndo foram acrescentadas células
bacterianas neste po¢co com a finalidade de verificar a possivel ocorréncia de
contaminacgdo durante a diluicdo do antimicrobiano). O Ultimo poco de cada
linha (A12-H12) foi utilizado como controle de crescimento bacteriano, ou seja,
foram inoculados 50uL de meio de cultura MHCA mais 50uL da suspenséo

bacteriana (diluida 1:100)".

3.7.3.4 Preparo da Suspensao Bacteriana

Foi preparada uma suspensao bacteriana na escala 0,5 de McFarland
(~1,5 x 10® UFC/mL) por espectrofotometria, com densidade éptica de 0,08 a
0,1 em comprimento de onda de 625nm. Esta suspenséao foi diluida 1:100

em soluc&o fisiolégica ou caldo MHCA (~1,5 x 10°UFC/mL)"™.
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3.7.3.5 Inoculacdo da Suspensao Bacteriana

Foi adicionado 50uL da suspensao bacteriana diluida nos pocos 1 a 10
e no poc¢o 12 de todas as colunas (A a H). Apés o preparo das diluigbes, a
inoculagédo foi realizada num intervalo méaximo de 30 minutos. Apos
semeadura, as placas foram homogeneizadas por movimento rotatério e
colocadas em saco plastico estéril. As placas foram incubadas a 35°C por 16

a 20 horas em atmosfera ambiente®®.

3.7.3.6 Leitura das CIMs

A leitura foi realizada em local iluminado, com auxilio de um espelho
para leitura de microplacas. A CIM foi determinada de acordo com a
observacdo macroscépica de crescimento bacteriano nos pocos da
microplaca por dois pesquisadores e por espectrofotometria utilizando um
comprimento de onda de 625nm. Os resultados foram interpretados de

acordo com o documento M100-S19%.

3.7.4 Determinacao do Tipo de SCCmec

A determinagéo do tipo de SCCmec foi realizada em duas etapas,

utilizando-se dois métodos de PCR multiplex. Primeiramente, foi realizada a
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determinacdo do tipo de SCCmec conforme descrito por Oliveira & De
Lencastre'®. Foram utilizados 8 loci (A-H), apresentados na Tabela 1,
selecionados com base nas sequéncias do elemento mec descritas
previamente'®?!, O locus A esta localizado downstream ao gene pls e é
especifico para o SCCmec tipo I; o locus B é um fragmento interno do
operon kdp, que é especifico para o0 SCCmec tipo Il; o locus C € um
fragmento interno do gene mecl presente nos SCCmec tipos Il e lll; o locus
D é um fragmento interno da regido dcs, presente nos SCCmec tipos I, Il e
IV; o locus E estd localizado na regido entre o plasmideo pl258 e o
transposon Tn554, sendo especifico para o SCCmec tipo lll; o locus F,
também especifico para o SCCmec tipo lll, esté localizado entre 0 Tn554 e a
juncdo cromossémica direita (orfX). Os loci G e H foram incluidos para
distinguir as variantes estruturais 1A e lllIA, respectivamente. O locus G
corresponde a juncdo esquerda entre a sequéncia de insercdo 1S431 e o

plasmideo pUB110; o locus H corresponde a juncdo esquerda entre a

sequéncia de inser¢éo 1S431 e o plasmideo pT181.



Tabela 1 — Sequéncia dos primers utilizados para PCR multiplex para determinacéo dos tipos de SCCmec de acordo com Oliveira e De Lancastre, 2001.

Locus Primer Sequéncia de Oligonucleotideos (5’-3’) Localizacao TaATn%TiEgr?O (tilszpdeglgggﬁgc)
A CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 18398-18419a 495 |
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 18892-188712
5 KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 10445-10467b 284 "
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 10728-10707b
c MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 42428-42447b 209 I
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 42636-42617b '
D DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 38011-37992a 342 LI IV
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 37670-376892 T
£ RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 45587-45607c 243 "
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC 45829-45809c
E RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 59573-59594¢c 414 "
RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 59986-59965¢
1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 49963-49982b 381
pUB110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC 50343-50323b
H 1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 29654—-29673c 303
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC 29976—29956¢
Meca MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 1190-1211d 162 Controle intermno
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 1351-1332d

G¢
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3.7.4.1 Extracdo do DNA Gendmico

A extracdo do DNA genbmico foi realizada por meio da técnica de

fervura’® como descrita anteriormente neste trabalho.

3.7.4.2 Reacao de amplificacao

Para a reacdo de amplificacdo, foi utilizada a seguinte mistura de
reagcado: tampao de reagao da Taq 1x, 200uM de cada dNTP, 400nM dos
primers CIF2 F2, CIF2 R2, MCEI P2, MECI P3, RIF5 F10, RIF5 F13, puUB110
R1 e pT181, 800nM dos primers DCS F2, DCS R2, MECA P4, MECA P7 e
IS431 P4, 200nM dos primers KDP F1, KDP R1, RIF4 F3 e RIF4 R9, 1,25U
de AmpliTaqg e, aproximadamente, 20ng do DNA molde. A reacdo de
amplificacdo foi realizada utilizando o seguinte programa: 4min a 94°C,
seguido por 30 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 53°C e 1min a 72°C. E mais uma
extensdo adicional de 4min a 72°C. Ap0s, os tubos foram mantidos a 4°C até
o momento da eletroforese®®,

Como controles positivos para os diferentes tipos de SCCmec, foram
utilizadas as seguintes cepas de MRSA: NCTC 10442 (SCCmec tipo I),
N315 (SCCmec tipo Il), 85/2082 (SCCmec tipo Ill) (comunicagéo pessoal da
Dra. Teruyo Ito, Universidade de Juntendo, Japédo) e JSC 1968 (SCCmec
tipo 1V)?2. Como controle negativo, foi utilizada agua destilada deionizada

estéril.



27

3.7.4.3 Eletroforese

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X por 1h a 110V.
Como padrdao de peso molecular, foi utilizado um marcador 100bp
(Invitrogen Carlsbad, Califérnia). O DNA foi corado com SYBR Safe® “DNA
gel stain” (Invitrogen Carlsbad, Califérnia) e, posteriormente, visualizado e
fotografado sob transiluminacgé&o ultravioleta.

Os isolados nao tipaveis, cuja identificacdo do tipo de SCCmec nao foi
possivel por meio do protocolo de Oliveira e Delancastre, foram submetidos
a uma segunda reacdo de PCR multiplex, descrita por Zhang?®, capaz de
identificar um numero maior de variagbes do SCCmec, utilizando os primers
descritos na tabela 2. De acordo com o protocolo de PCR multiplex de
Zhang®, os isolados foram classificados como SCCmec tipo I, II, lil, IVa,

IVb, IVc, IVd ou V de acordo com o perfil de bandas apresentados.



Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados em PCR multiplex para determinacao dos tipos de SCCmec de acordo com Zhang, 2005

Primer Sequencia de oligonucleotideos (5'-3’) Conc. (uM) Tamanho do amplicon Especificidade

(pb) (tipo de SCCmec)
Type I-F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG
Type I-R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC 0.048 613 ScCmec|
Type II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG
Type II-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC 0.032 398 sccmec i
Type I1I-F CCATATTGTGTACGATGCG
Type III-R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG 0.04 280 ScCmecll
Type IVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG
Type IVa-R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG 0104 776 SCCmec IVa
Type IVb-F TCTGGAATTACTTCAGCTGC
Type IVb-R AAACAATATTGCTCTCCCTC 0.092 493 SCCmec Vb
Type IVc-F ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC
Type IVc-R TTGGTATGAGGTATTGCTGG 0.078 200 SCCmec Ive
Type IVd-F5 CTCAAAATACGGACCCCAATACA
Type IVd-R6 TGCTCCAGTAATTGCTAAAG 0-28 881 SCCmec IVd
Type V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG
Type V-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC 0.06 325 ScCmec v
MecA147-F GTGAAGATATACCAAGTGATT
MecA147-R ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT 0.046 147 mecA
mecl-F CCCTTTTTATACAATCTCGTT
mecl-R ATATCATCTGCAGAATGGG 0.08 146 Class A mec
IS1272-F TATTTTTGGGTTTCACTCGG
mecR1-R CTCCACGTTAATTCCATTAATACC 0.08 1.305 Class B mec
CCrAB-B2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 0.08

700 Type 1 ccr
CCrAB-o2 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 0.08 000 o o cer
CCrAB-o3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 0.08 2600 o e car
corAB-od AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 0.08 ! P
cerC-F ATGAATTCAAAGAGCATGGC
ccrC-R GATTTAGAATTGTCGTGATTGC 0.08 336 Type 5 cer

8¢
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3.7.4.4 Reacao de amplificacao

Para esta reacédo, foram utilizados os DNAs previamente extraidos que
estavam armazenados a -20°C.

Para a reacdo de amplificacdo, foi utilizada a seguinte mistura de
reacdo: reagente de reacdo 2X QIAGEN Multiplex PCR Master Mix® (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, Califérnia) e 200nM dos primers Tipo |-
F, Tipo I-R, Tipo lI-F, Tipo II-R, Tipo llI-F, Tipo llI-R, Tipo IVa-F, Tipo IVa-R,
Tipo IVb-F, Tipo IVb-R, Tipo IVc-F, Tipo IVc-R, Tipo IVd-F, Tipo VId-R, Tipo
V-F, Tipo V-R, mecAl147-F, mecA 147-R, mecl-F, mecl-R, 1S1272-F, mecR1-
R, ccrAB-B2, ccrAB-a2, ccrAB-a3, ccrAB-a4, ccrC-F e ccrC-R e agua livre de
nucleases.

Como controle positivos, foram utilizadas as cepas controle padréo
MRSA para tipagem de SCCmec: tipo | (NCTC10442), tipo Il (N315), tipo llI
(85/2082), tipo IVa (CAO05), tipo IVb (8/6-3P), tipo IVc (MR108), tipo Ivd

(JCSC4469), e tipo V (WIS [WBG8318]-JCSC3624).

3.7.4.5 Eletroforese

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% em tampé&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X por 1h a 110V.
Como padréo de peso molecular foi utilizado um marcador 100bp (Invitrogen

Carlsbad, Califérnia). O DNA foi corado com SYBR Safe® “DNA gel stain”
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(Invitrogen Carlsbad, Califérnia) e, posteriormente, visualizado e fotografado

sob transiluminacéo ultravioleta.

3.7.5 Analise do Polimorfismo do DNA por Eletroforese em Campo
Pulsado (PFGE)

As cepas de Staphylococcus aureus foram semeadas em agar-sangue
de carneiro a 5% (AS) e incubadas a 35°C durante 24 horas.
Posteriormente, foram repicadas em caldo de soja-tripticaseina (TSB) e
incubadas a 37°C por 24 h. ApOs esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 3.345*xg durante 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso
em 1ml de solugdo salina estéril e transferido para um tubo de
microcentrifuga previamente pesado. Essa suspensdo foi centrifugada a
23.100xg durante 15 minutos e o sobrenadante descartado. A seguir, 0
sedimento foi ressuspenso com 1ml de solugdo salina estéril, centrifugado a
23.100xg durante 15 minutos e, novamente, descartado o sobrenadante.
Esse procedimento foi repetido trés vezes. O sedimento foi, entdo, pesado e
ressuspenso em EDTA 50mM pH8,0, para uma concentracéo final de 100ug
de massa bacteriana por pl. Desta suspensao, 15ul foram transferidos para
um tubo de microcentrifuga contendo 215ul de tampéo EC, adicionado de
250ul de agarose de baixo ponto de fusdo a 2% (Sigma, USA) e 20ul de
solucdo de lisostafina (100ug/ml) (Sigma, USA). Esta suspensédo foi
transferida para os moldes nos quais permaneceu por 30 minutos a 4°C,

para solidificacdo dos blocos. ApoOs esta etapa, os blocos foram transferidos
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para uma placa de cultura de células de 24 orificios, contendo 2ml de
tampdo EC em cada orificio e incubadas a 37°C por um periodo de cinco
horas, sob agitacdo suave. Apos a incubacao, os blocos foram lavados com
2,5ml de tampédo CHEF TE, e, a seguir, incubados com 1ml de tampéo ES
adicionado de 50ul de solucéo de proteinase K (20mg/ml) (Invitrogen, USA)
por uma noite a temperatura de 50°C. Os blocos foram, entédo, lavados com
2,5ml de tampéo CHEF TE (quatro lavagens com incubac¢fes de uma hora
cada) e armazenados nesta solucdo até serem submetidos a digestédo

enzimatica e eletroforese®.

3.7.5.1 Digestédo Enzimatica

A digestdo do DNA cromossdmico foi realizada com a enzima de
restricio FastDigest® Smal (CCC"GGG) (Fermentas Life Sciences, Canada),
que reconhece e cliva sequéncias de nucleotideos que aparecem poucas
vezes ao longo do DNA de Staphylococcus aureus (12 a 20 sitios de
restricdo)®?°. Para o tratamento com enzimas de restricdo, um bloco de
agarose de cada amostra foi transferido para uma placa de cultura de
células de 96 orificios contendo 300ul de tamp&o DNS. A seguir, o tampéo
DNS foi retirado e, novamente, foram adicionados 300ul de tampao DNS, o
bloco foi incubado a temperatura ambiente durante uma hora. Este processo
foi repetido quatro vezes. Apos este periodo, o tampao DNS foi substituido

por 100ul de uma solucao contendo tampéo FastDigest® 1x e 1ul da enzima
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FastDigest® Smal. Em seguida, os blocos foram incubados por 6 minutos a

37°C.

3.7.5.2 Eletroforese

A eletroforese em campo pulsado foi realizada em gel de agarose a 1%
(sigma, usa) em 0,5x TBE (90mM Tris, 90mM &cido bdrico, 2mM EDTA
[Amersham Pharmacia Biotech, USA])*®, no equipamento CHEF DRIl
System (BIO-RAD, USA) com intervalos de tempo de pulso de 5 a 60
segundos por 23 horas, angulo de 120°, temperatura de 14°C e voltagem de
6,0 volts/cm?.

Apos, os géis foram corados com solugdo aquosa contendo 0,5ug/ml
de brometo de etidio (Sigma, USA) e fotografados sob transiluminacdo com
luz ultravioleta. Foi utilizado como padréo de peso molecular Lambda DNA
ladder PFG (New England Biolabs, Inc., USA), com extensado das bandas de

48,5Kb até 1,0Mb?*.

3.7.5.3 Andlise dos Resultados

Para as diferentes categorias de isolados de MRSA, foi avaliado se

existem padrdes de sensibilidade a antimicrobianos caracteristicos,

linhagens predominantes e tipos de SCCmec.
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Os perfis de DNA gerados por PFGE foram, inicialmente, analisados
visualmente e agrupados. Foram utilizados os critérios de interpretacao
conforme descrito previamente?’.

Os perfis de DNA gerados pela PFGE, que possuiam sete ou mais
bandas de diferenca, foram considerados tipos distintos. Foi atribuida uma
letra para cada tipo. Para diferenciar os subtipos (perfis de DNA com seis ou

menos bandas distintas), foram designados nameros a respectiva letra.

3.7.6 Pesquisa de Genes de Resisténcia e Viruléncia

Foi realizada pesquisa para os genes de viruléncia.das leucocidinas
LukDE e Panton Valentine, toxina choque toxico, esfoliatina A e B, clumping
factor B, proteina ligadora de fibrinogénio e proteina ligadora de fibronectina
por PCR multiplex em 33 amostras®. Estas 33 amostras representaram
recém-nascidos em todos os meses do estudo e em todos os periodos de

permanéncia no hospital, profissionais da salude e maes.

3.8 Dados de Infec¢cdo Nosocomial por MRSA

Durante todo o seguimento, os RN foram avaliados quanto a ocorréncia

de infeccéo hospitalar?® por MRSA.
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3.9 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob numero
0751/08 (Anexo G). Dentre as variaveis avaliadas, foi estudada a
colonizacdo materna e dos profissionais de saude, portanto, a mée assinou
um termo de consentimento a respeito dos procedimentos aos quais ela e o
recém-nascido (RN) seriam submetidos ap0s apresentacao e esclarecimento
desses (Anexos D e E). Os profissionais de saude também assinaram termo

especifico de consentimento (Anexo F).

3.10 Andlise Estatistica dos Dados

Os dados laboratoriais foram, primeiramente, armazenados em planilha
EXCEL e, posteriormente, digitados em um banco de dados
computadorizado, utilizando o software Epi data (The Epi data, Odense,
Denmark).

As variaveis epidemioldgicas foram, primeiro, armazenadas nos
instrumentos de coleta, em papel, e, apds, digitadas em um banco de dados
computadorizado, utilizando o software Epi data (The Epi data, Odense,
Denmark).

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se SPSS statistical

software, versdo 19.0 (SPSS, Chicago, IL), com descricdo das
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caracteristicas populacionais, apresentando-se a frequéncia para variaveis
categoricas; e média, desvio-padrdo, mediana e intervalo para variaveis
continuas. Os pacientes colonizados por MRSA foram comparados aos hao
colonizados. Esta analise foi realizada para a populacéo inteira e para a
subpopulacdo que permaneceu internada apds 72 horas do nascimento. O
risco relativo e o seu intervalo de confianca de 95% foram determinados
para as variaveis dicotdmicas, sendo consideradas significativamente
associadas a colonizacdo por MRSA se o intervalo de confianca né&o
incluisse 1,0. SignificAncia estatistica também foi avaliada utilizando-se o
teste de qui-quadrado ou teste de Fisher, sendo a associacdo estatistica
considerada para valores de p < 0,05. As varidveis continuas foram
transformadas em dicotbmicas. As variaveis que apresentaram p < 0,20
foram incluidas na analise multivariada, por regressao logistica multipla,
realizada com o programa Epilnfo 2000 (Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA). As variaveis foram consideradas significativamente
associadas ao desfecho se o intervalo de confianca de 95% do Odds Ratio

nao incluisse 1,0.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, 5699 swabs foram coletados de 403
recém-nascidos, 1784 de suas 382 respectivas mées e 442 de 148
profissionais da saude.

Durante o periodo de seguimento, 217 RN (53,8%) apresentaram
colonizacdo por Staphylococcus aureus em algum momento do
acompanhamento. No momento do parto, 187 mées (48%) eram colonizadas
por SA. Entre os PS, 87 (59%) eram colonizados por SA. A proporcdo de
portadores de MRSA foi de 15% (59/403) entre os RN, 4,7% (18/382) entre
as maes e 3,4% (5/148) entre os PS. As caracteristicas dos RN e de suas
maes podem ser vistas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Na primeira coleta, 46 recém-nascidos (11%) ja apresentavam
colonizacéo por Staphylococcus aureus, sendo apenas um deles colonizado
por MRSA.

Entre os RN que receberam alta até o terceiro dia, o tempo médio para
colonizacao por Staphylococcus aureus foi de 2,6 dias. O tempo médio para
colonizacéo por Staphylococcus aureus resistente a oxacilina foi de 3,6 dias.
Entre os RN que permaneceram internados mais de 72 horas, o tempo de
colonizacgéo por SA foi de 3,9 dias e por MRSA de 6,8 dias.

A populacdo avaliada n&do apresentou infeccdo por Staphylococcus

aureus resistente a oxacilina.
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Entre os 403 recém-nascidos avaliados, 23 (5,7%) apresentaram
comorbidades, sendo que 12 apresentaram sindrome genética (3%) e 10,
cardiopatia (2%); dois (0,5%), nefropatia; dois (0,5%), metabolopatia; e um
(0,25%), pneumopatia. Alguns RN apresentaram mais de uma comorbidade.

As caracteristicas da populacdo estudada estdo descritas nas tabelas

3, 4 e 5 a seqguir.

Tabela 3 - Caracterizacdo dos recém-nascidos (n=403) - Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo - Fevereiro de 2009 a janeiro de
2010.

Numero Percentual
Sexo masculino 200 49,6%
Gemelaridade 43 10,7%
Peso ao nascimento (gramas)
<750 2 0,5%
750-999 4 1,0%
1000-1499 10 2,5%
1500-1999 9 2,2%
2000-2499 64 15,9%
> 2500 314 77,9%
Idade gestacional ao hascimento (semanas)
<28 3 0,7%
28 - 33 6/7 18 4,5%
34 -36 6/7 65 16,1%
=37 317 78,7%
Apgar de primeiro minuto < 3 6 1,5%
Apgar de quinto minuto <6 4 1,0%
Presenca de comorbidades 23 5,7%
Utilizacao de cateter venoso central 34 8,4%
Utilizacao de ventilagdo mecénica invasiva 21 5,2%
Utilizacdo de ventilagdo mecéanica nédo invasiva 20 5,0%
Utilizacao de nutricdo parenteral 31 7,7%
Utilizacao de Dreno 4 1,0%
Utilizacao de cateter venoso periférico 58 14,3%
Submetido a dialise 6 1,5%
Submetido a cirurgia 16 4,0%
Utilizacao de hemocomponente/hemoderivado 9 2,2%
Submetido a realizacdo de glicemia capilar 191 47,4%
Utilizacdo de antimicrobianos 47 11,7%

Alta ao terceiro dia 321 79,7%
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Tabela 4 - Caracterizacdo das méaes (382) - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

da Universidade de S&o Paulo - Fevereiro de 2009 a janeiro de 2010.

Média Mediana DESVE- WA =
padréo Méaximo)

Idade (anos) 30,5 30,3 6,8 (14.5-48.3)
Escolaridade (anos) 9,9 11,0 3,0 (0 - 16)
Numero de gestagdes (inclui 27 2.0 16 ©0-9)
a atual)
Paridade anterior 1,3 1,0 1,3 ©-7)
Numero de abortos prévios 0,4 0,0 0,8 (0-5)
Tempo de internagéo antes _
do parto (dias) ez e 7 ==
Numero de pessoas
residentes no domicilio 3,1 3,0 1,4 (1-11)
materno
Pré-natal

Numero de consultas 9,2 9,0 3,8 (0-23)
- Idade ggstacmnal no 141 12,9 7.1 (0 - 36,6)
inicio do pré-natal (semanas)

n %

Local da realizacé@o de pré-
natal

HC 288 75,4

Outro local 60 15,7

HC e outro local 31 8,1

N&o fez 3 0,8
Tabagismo 88 23
Fumou durante a gestacao 41 10,7
Etilismo 4 1,0
Uso deNaIcooI durante a 0 0.0
gestacao
Usuaria de drogas ilicitas 4 1,0

Continua
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Continuacao

n %
Uso de drogas ilicitas 1 03
durante gestagéo '
Eqraetiergga de comorbidade 289 757
Soropositividade para HIV 7 1,8
Tempo rotura membranas
Zero 242 63,4
< 18 horas 116 30,3
>18 horas 24 6,3
Liquido amniético
Claro 375 93,0
Meconial 26 6,5
Hemorragico 2 0,5
Tipo de parto
Cesarea 282 74,0
Normal 78 20,5
Fércipe 21 5,5
Tipo de anestesia
Geral 11 2,9
Bloqueio 360 94,3
Local 4 1,0
N&o recebeu 7 1,8
Afeccdes de pele maternas 20 5,2
fesidones no domiciio 33 8.6
Rinossinusite materna 73 19,1
Cirurgia materna no Gltimo 6 16

ano
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Tabela 5 - Distribuicdo de comorbidades maternas (n=382) - Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo - Fevereiro de 2009 a janeiro de

2010*.
n %
Hipertensao arterial sistémica 90 23,6%
Doenca hipertensiva especifica da gestagéo 57 14,9%
Diabetes mellitus gestacional 48 12,6%
Cardiopatia 37 9,7%
Doenca Hematoldgica 34 8,9%
Endocrinopatia 33 8,6%
Diabetes mellitus 25 6,5%
Doenca Reumatoldgica 22 5,8%
Doenca Neuroldgica 16 4,2%
Asma 15 3,9%
Doenca Psiquiétrica 15 3,9%
Nefropatia 12 3,1%
Vascular 8 2,1%
Hepatopatia 8 2,1%
Neoplasia 7 1,8%
Outras 44 11,5%

* A somatéria ultrapassa 100% pois houve, em alguns casos, mais de uma comorbidade

por mée avaliada.

4.1 Analise dos potenciais fatores associados a colonizacdo por

Staphylococcus aureus resistente a oxacilina

A andlise de potenciais fatores associados a colonizagdo por

Staphylococcus aureus resistente a oxacilina esta apresentada na Tabela 6.
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Apresentou associacdo estatistica para colonizacdo por MRSA:
escolaridade materna até 4 anos. A presenca de rinossinusite materna
apresentou associacao estatistica para protecado de colonizacdo por MRSA.
Estes fatores permaneceram significativamente associados a colonizacao

por MRSA na analise multivariada (Tabela 9).



Tabela 6 - Avaliacdo dos fatores potencialmente associados a colonizagdo por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) em recém-nascidos —

fevereiro 2009 a janeiro 2010 — Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo, Brasil.

RN colonizado MRSA RN né&o colonizados MRSA Risco relativo Intervalo de p
N: 59 N: 344 confianca de
95%
Sexo masculino 33 167 1.29 0.80-2.07 0.30
Gemelaridade 5 38 0.78 0.33-1.83 0.55
Peso ao nascimento < 2000 g 3 22 0.81 0.27-2.41 1.00
Idade gestacional ao nascimento < 37 semanas 12 74 0.94 0.52-1.69 0.84
Apgar 1° minuto < 3 pontos 0 6 - - 0.60
Apgar 5° minuto < 6 pontos 0 4 - - 1.00
Aleitamento materno 54 321 0.81 0.35-1.85 0.58
Submetido a glicemia capilar 31 160 1.23 0.77-1.97 0.39
Parto vaginal 12 87 0.76 0.42-1.38 0.36
Presenca de comorbidades 3 20 0.88 0.30-2.61 1.00
Uso de ventilagdo mecénica invasiva 2 19 0.64 0.17-2.44 0.75
Uso de ventilagdo mecanica ndo invasiva 2 18 0.67 0.18-2.56 0.75
Uso de cateter venoso periférico 5 53 0.55 0.23-1.32 0.16
Uso de cateter venoso central 2 30 0.41 0.10-1.59 0.20
Uso de nutricdo parenteral 3 28 0.64 0.21-1.94 0.60
Submetido a procedimento cirargico 2 14 0.85 0.23-3.17 1.00
Submetido a didlise 0 4 - - 1.00
Uso de drenos 1 3 1.72 0.31-9.55 0.47
Uso de antimicrobianos 5 42 0.70 0.30-1.66 0.41
Presenca de comorbidades maternas 41 248 0.83 0.49-1.40 0.48
Tabagismo materno 12 76 0.89 0.49-1.61 0.70
Etilismo materno 1 3 1.69 0.30-9.37 0.48
Uso de drogas ilicitas pela mae 1 3 1.69 0.30-9.37 0.48
Escolaridade materna < 4 anos 7 14 2.45 1.27-4.72 0.02
Mé&e submetida a cirurgia no ultimo ano 0 6 - - 0.60
Afecc¢éo de pele materna 4 16 1.37 0.55-3.40 0.52
Afecc¢do de pele nos membros da familia 5 28 1.02 0.44-2.37 1.00
Hospitalizagdo materna > 30 dias antes do parto 3 4 2.97 1.22-7.23 0.07
Alta até 72 horas ap0s o nascimento 49 272 1.25 0.66-2.36 0.48
Transfusdo sanguinea 2 4 2.32 0.73-7.38 0.21
Rinossinusite materna 5 68 0.41 0.17-0.98 0.03
Liquido amniético n&o claro 2 26 0.47 0.12-1.83 0.40
Ruptura de membranas amniéticas = 18 horas 3 21 0.83 0.28-2.46 1.00
Mais de trés residentes no domicilio 20 101 1.19 0.72-1.96 0.51
Mé&e colonizada por MRSA 3 15 1.15 0.40-3.31 0.74

ey
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Até o terceiro dia de vida, 80% dos RN receberam alta hospitalar. As
caracteristicas dos RN remanescentes na unidade estdo descritas na Tabela

7.

Tabela 7 - Caracteristicas dos 82 recém-nascidos que permaneceram na unidade neonatal
apo6s 72 horas de vida — fevereiro 2009 a janeiro 2010. Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Brasil.

N Proporcéo (%)
Sexo masculino 44 53.7
Gemelaridade 13 15.9
Peso de nascimento (g)
<750 2 0.5
750-999 4 1.0
1000-1499 10 12.2
1500-1999 9 11.0
2000-2499 21 25.6
= 2500 36 43.9
Idade gestacional ao nascimento (semanas)
<28 3 3.5
28-33 6/7 18 22.0
34-36 6/7 27 33.0
=37 34 41.5
Presenca de comorbidades 16 195
Uso de cateter venoso periférico 50 61.0
Uso de cateter venoso central 34 41.5
Uso de nutricdo parenteral 30 36.6
Uso de ventilagdo mecénica invasiva 21 25.6
Uso de ventilagdo mecénica ndo invasiva 19 23.2
Submetido a procedimento cirlrgico 15 18.3
Submetido a dialise 6 7.3
Uso de drenos 4 4.9
Uso de antimicrobianos 46 56.1
Aleitamento materno 60 73.2

Na andlise bivariada, ndo houve fator associado a colonizacdo por
MRSA estatisticamente significativo entre os RN que permaneceram

internados por mais de 72 horas (Tabela 8). Na analise multivariada (Tabela
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9), aleitamento materno apresentou associacdo estatistica com efeito

protetor contra colonizacdo por MRSA.

Tabela 8 - Avaliagdo dos fatores associados a colonizagdo por S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) entre recém-nascidos que permaneceram hospitalizados na unidade
neonatal apés 72 horas devida — fevereiro de 2009 a janeiro de 2010 - Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Brasil.

Recem> nzggie(;?)s
nascidos = . Intervalo
colonizados nao . de P
por MRSA colonizados Relativo confianca
N: 10 por MRSA
N: 72
Sexo masculino 8 36 3.46 0.78-15.29  0.10
Gemelaridade 2 11 1.33 0.32-5.55 0.66
Peso de nascimento < 2000 g 3 22 0.98 0.28-3.47 1.00
Idade gestacional ao 6 42 1.06 0.32-3.48 1.00
nascimento < 37 semanas
Apgar 1° minuto < 3 pontos 0 5 - - 1.00
Apgar 5° minuto < 6 pontos 0 4 - - 1.00
Aleitamento materno 5 55 0.37 0.12-1.15 0.12
Submetido a glicemia capilar 7 56 0.70 0.20-2.46 0.69
Parto vaginal 3 14 1.46 0.42-5.05 0.69
Presenca de comorbidades 2 14 1.03 0.24-4.40 1.00
Uso de ventilagdo mecénica 2 18 0.78 0.18-3.36 1.00
invasiva
Uso de ventilagdo mecanica 2 18 0.83 0.19-3.58 1.00
ndo invasiva
Uso de cateter venoso 5 45 0.640 0.20-2.04 0.50
periférico
Uso de cateter venoso central 2 30 0.39 0.09-1.72 0.30
Uso de nutricdo parenteral 3 27 0.74 0.21-2.66 0.74
Submetido a procedimento 2 13 1.12 0.26-4.74 1.00
cirargico
Submetido a dialise 0 4 - - 1.00
Uso de drenos 1 3 2.17 0.36-13.18 0.41
Uso de antimicrobianos 5 41 0.78 0.25-2.50 0.74
Presenca de comorbidades 5 50 0.36 0.12-1.12 0.17
maternas
Tabagismo materno 4 22 1.26 0.39-4.06 0.73
Etilismo materno 0 0 = = =
Uso de drogas ilicitas pela mae 1 1 4.06 0.89-18.45 0.25
Escolaridade materna < 4 anos 0 3 - - 1.00
Mé&e submetida a cirurgia no 0 1 - - 1.00
Gltimo ano
Afeccao de pele materna 1 2 2.67 0.48-14.79  0.35
Afeccéo de pele nos membros 0 4 - - 1.00
da familia
Rinossinusite materna 1 12 0.53 0.07-3.83 1.00
Hospitalizagdo materna > 30 1 1 4.00 0.88-18.19  0.25
dias antes do parto
Mais de trés residentes no 3 21 0.89 0.25-3.15 1.00
domicilio

Mé&e colonizada por MRSA 0 2 - - 1.00
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Tabela 9 - Analise multivariada dos fatores associados a colonizacdo por S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) dos recém-nascidos — fevereiro 2009 a janeiro 2010 Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Brasil.

Fator Odds ratio IC 95% P
Todos os recém-nascidos (n: 403)
Escolaridade materna < 4 anos 2.99 1.10-8.07 0.03
Rinossinusite materna 0.33 0.12-0.88 0.03
Hospitalizacdo materna > 30 dias 4.05 0.82-20.05 0.09
antes do parto
Recém-nascidos que permaneceram > 72 horas internados (n: 82)
Aleitamento materno 0.22 0.05-0.98 0.047
Hospitalizacdo materna > 30 dias 7.59 0.39-149.04 0.18
antes do parto
Sexo masculine 4.14 0.75-22.77 0.10

IC: intervalo de confianga

4.2 Caracteristicas Microbioldgicas dos Isolados

Dois dos isolados foram identificados como MSSA na identificacao

fenotipica e apresentaram o gene mecA, e foram resistentes a cefoxitina na

determinacdo da CIM por microdiluicio em caldo. De acordo com as

orientacdes do CLSI 2009, eles foram reclassificados como MRSA.

4.3 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Foram realizados os testes de sensibilidade em 122 amostras. Os

resultados sao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Caracterizacdo do perfil de sensibilidade aos varios antimicrobianos testados
para isolados de Staphylococcus aureus.

. . . Sensibilidade .
Antimicrobiano Sensibilidade . Resisténcia
Intermediaria

Cloranfenicol 74% 25% 1%
Ciprofloxacina 98% 0% 2%
Gentamicina 98% 0% 2%
Penicilina 0% 0% 100%
Clindamicina 99% 0% 1%
Vancomicina 100% 0% 0%
Eritromicina 34% 0% 64%
Tetraciclina 98% 1% 1%
Rifampicina 100% 0% 0%
Oxacilina 2% 0% 98%*
Cefoxitina 0% 0% 100%*
Sulfametoxazol-trimetropim 99% 0% 1%

*Observacao: todos os isolados testados apresentaram o gene mecA e foram resistentes a
cefoxitina, conforme critérios interpretativos do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Dois destes isolados foram considerados sensiveis a oxacilina pelo padrdo de
interpretacao da concentracao inibitéria minima (MIC) apresentado.

4.4 Pesquisade Genes de Resisténcia e Viruléncia

Todas as amostras foram positivas para LuKde, clumping factor B e
proteina ligadora de fibronectina, e negativas para os demais genes
testados: Panton Valentine, toxina choque toxico, esfoliatina A e B e proteina

ligadora de fibrinogénio .
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4.5 Determinacédo do tipo de SCCmec

Entre a populacdo neonatal, 58% dos isolados de MRSA evidenciaram
SCCmec IV (56% tipo IVa e 2% - apenas 1 amostra — tipo 1Vd). Nao foi
possivel determinar o tipo do SCCmec em 42% dos isolados a despeito da
ampliacado de possibilidades de tipagem pelos dois métodos utilizados. Entre
as maes, 74% dos isolados apresentaram SCCmec tipo IVa. Os demais
foram nao tipaveis. Entre os PS, 40% apresentou SCCmec IVa e os demais

foram néo tipaveis.

4.6 Analise do Polimorfismo do DNA por Eletroforese em Campo

Pulsado (PFGE)

Durante o periodo de estudo, foram descritos 16 diferentes padrdes de
PFGE, sendo que 11 (69%) destes padrdes ocorreram entre os RN. A Figura
1 mostra a distribuicdo ao longo do tempo destes padrées de PFGE
descritos entre os RN. Diferentes padrdes se alternaram durante o tempo,
apesar de existirem dois padrdes predominantes: padrao 2 (28%) e 5 (30%).

Somente quatro RN colonizados por MRSA (7%) tinham uma mée
MRSA colonizada no momento do parto. Dois destes RN apresentavam
padrdo de PFGE idéntico as suas maes (padrdo 1 - descrito apenas para
este par durante todo o estudo — e padrao 3). Um dos pares, foi perdido para

analise e o ultimo par apresentou diferentes padrbes de PFGE diferentes
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entre a mae e o RN (padrdes 2 e 4). Nenhum destes pacientes permaneceu
na unidade neonatal apos 72 horas de vida.

Trés maes, nado colonizadas por MRSA no momento do parto,
tornaram-se colonizadas no terceiro dia. Uma destas maes apresentou
colonizacdo simultaneamente ao seu RN (PFGE padrdao 2, um dos
predominantes na unidade). As outras se tornaram colonizadas pelo padrao
de PFGE predominante entre os RN naquele momento na unidade (padrdes
2eb).

Um par de gémeos, colonizado por MRSA, filhos de uma mae néo
colonizada, também apresentou padréo 2 de PFGE durante o seguimento, o0
padrao predominante na unidade naquele momento.

Entre as mées, foram descritos 11 padrbes de PFGE, ndo houve um
padrdo predominante. Os padrdes 6, 7 e 13 foram descritos apenas entre as
mé&es no momento do parto.

Cinco profissionais da saude apresentaram colonizacdo por MRSA.
Apesar de trés destes profissionais apresentarem culturas positivas em
ambas as coletas, apenas um apresentou o mesmo padrdo PFGE (padrdo
9) em ambas ocasides. O segundo PS apresentou 0 mesmo padrdo de
PFGE (padrdo 15, descrito apenas entre os PS) em ambas ocasifes, mas
também apresentou, simultaneamente, um segundo padrdo de PFGE
(padrdo 16) na segunda coleta. O terceiro PS era colonizado por MRSA
PFGE padrdo 16 (um padrdo descrito apenas entre os PS) na primeira
coleta e passou a apresentar PFGE padrdo 2 (um dos dois padrbes de

PFGE que predominavam entre os RN) na segunda coleta.
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4.7 Resultados de Positividade de Colonizacdo de Funcionarios

Apenas 5 funcionarios do Bercario foram positivos para MRSA,

conforme dados apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Positividade de pesquisa de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina em
funcionarios realizada em junho e dezembro de 2009.

Funcionérios Funcionérios Positividade de
avaliados colonizados funcionérios
Laborat6rio 6 0 0%
Centro-obstétrico 11 0 0%
Obstetricia 25 0 0%
Bercario 106 5 4,7%

Total 148 5 3,4%
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5 DISCUSSAO

Os recém-nascidos foram colonizados por MRSA (15%) em maior
proporcao do que suas maes (4,7%) e que os PS (3,4%). Todos isolados de
MRSA eram ndo multidroga resistente (NM-MRSA). Apesar da transmissao
da mé&e para o RN haver ocorrido, ela ndo foi comum e, na maioria das
vezes, a colonizacdo do RN ndo ocorreu a partir de sua mae. Houve dois
padrées predominantes de PGFE (padrbes 2 e 5) entre os RN e algumas
maes, e PS foram também colonizados por cepas de MRSA destes padrdes
de PFGE. No entanto, houve padrdes de PFGE descritos apenas entre maes
ou entre PS. Fatores significativamente associados com colonizacdo de
recém-nascidos por MRSA foram baixa escolaridade materna (fator de risco)
e rinossinusite materna (fator protetor). Considerando apenas os RN que
permaneceram internados mais de 72 horas na unidade neonatal, o
aleitamento materno foi protetor.

Utilizando tipagem molecular, observamos a circulacdo de dois clones
predominantes de MRSA (padrdes de PFGE 2 e 5) entre os RN. Em, pelo
menos, uma ocasidao, um PS que era previamente colonizado por MRSA
padrdo 16 (descrito apenas entre os PS) tornou-se colonizado por MRSA
padrdo 2 (que era predominante entre os RN). Em duas outras ocasides, PS
e RN tornaram-se colonizados por MRSA com mesmo padréo (padrdes 9 e

10) e nao foi possivel inferir quem se colonizou primeiro. Provavelmente,
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estes clones predominantes circularam entre ambas as populacdes na
unidade.
Na literatura médica, a transmissdo de MRSA da mae para seu RN foi

bem documentada®®’

, mas parece ndo apresentar um importante papel na
colonizacdo do RN por MRSA®**! Nossos resultados foram consistentes
com estes achados. Verificamos que a colonizacdo materna nao foi
estatisticamente significativa como fator de risco para aquisicdo de MRSA
pelos RN e transmissdo materna de MRSA da mae para seu RN foi
claramente demonstrada em apenas 2 casos. Por outro lado, trés maes
foram colonizadas por cepas provavelmente adquiridas na unidade, sendo a
fonte, possivelmente, seu proprio RN.

Entre os 11 diferentes padrdes descritos entre os RN, verificamos uma
distribuicdo temporal: diferentes clones de MRSA predominaram durante
curtos periodos na unidade (Figura 1), sugerindo que pequenos surtos de
MRSA ocorreram ao longo do tempo. Os dois padrdes de PFGE
predominantes (padrdes 2 e 5) retornaram depois de meses de auséncia na
unidade (Figura 1), sugerindo que haja um reservatorio desconhecido que
nao pode ser determinado.

Por décadas, o clone de MRSA predominante em ambientes
hospitalares foi o multirresistente clone endémico brasileiro****. Nos tltimos
10 anos, NM-MRSA — portador de SCCmec tipo IV — tem sido descrito como
um importante agente de infecgcbes de corrente sanguinea em nossa
instituicdo®. Mais recentemente, documentamos o aparecimento do MRSA —

4
I 6

portador de SCCmec tipo II™. No presente estudo, todos isolados de MRSA
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na unidade neonatal foram NM-MRSA e, apesar de haver uma grande
proporcao de isolados nao tipaveis, SCCmec tipo IVa e d, predominaram.

Nenhum dos fatores de risco habitualmente associados a colonizacao
por MRSA?3* como: gravidade patologia de base, cuidados clinicos
intensivos, terapéutica antimicrobiana, utilizacdo de cateter venoso central,
baixo peso ao nascimento, permanéncia hospitalar prolongada, baixa idade
gestacional, gestacdes multiplas, cuidados tipo canguru, parto vaginal,
tabagismo materno e intubacdo endotraqueal foram identificados neste
estudo.

Outro estudo realizado em nossa instituicdo também nao identificou
estes fatores, “chamados classicos”, em associacdo com infec¢cdes de
corrente sanguinea causadas por NM-MRSA®. No entanto, no presente
estudo, escolaridade materna baixa, até quarto anos, foi fator de risco para
colonizacdo por MRSA e rinossinusite materna foi protetor. Entre os recém-
nascidos que permaneceram internados por mais de 72 horas, o aleitamento
materno foi protetor.

Consideramos que aleitamento materno como fator protetor pode ser

48,52

explicado pela imunidade humoral. A resposta humoral a S. aureus e as

4151 530 bem conhecidas. O

propriedades anti-infecciosas do leite humano
aleitamento materno como fator protetor contra colonizacéo por S. aureus foi
descrito previamente® entre criancas de 2 a 60 meses. Verificamos estes
mesmos achados agora entre recém-nascidos. Rinossinusite como fator

protetor pode também ser decorrente de resposta humoral. Niveis

significativamente elevados de imunoglobulinas alérgeno-especificas de
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todas as subclasses foram previamente descritos na rinite alérgica®. Por
outro lado, a transmissdo de MRSA pelo leite humano ja foi descrita®®°,
podendo ser decorréncia de contaminacdo do leite. As propriedades
protetoras do leite humano aplicam-se a colonizacdo por MRSA, mas o
aleitamento materno pode ser fonte de infecgcdo por MRSA em certos casos,
principalmente em casos de contaminacao.

Como Uunico fator de risco para colonizacdo por MRSA entre RN,
identificamos baixa escolaridade materna. Menos de quarto anos de
educacdo formal é realmente muito pouco em termos de proposta
educacional e, muito provavelmente, pode estar relacionada a habitos
precarios de higiene. Higiene precaria esta relacionada a colonizacdo por
MRSA®>*® Entretanto, ndo avaliamos esta questdo. Encontramos uma
descricao®’ correlacionando baixa escolaridade materna e colonizagdo por
MRSA, porém, apO6s a analise bivariada, este fator ndo permaneceu
estatisticamente associado. Este achado pode sugerir que é possivel se
obter reducdo da colonizacdo por MRSA com ampliacdo da educacéo
materna.

Outro achado interessante no presente estudo foi a ndo ocorréncia de
infeccbes por MRSA. A auséncia de fatores de viruléncia nos isolados pode
explicar estes achados.

Consideramos como principais limitacdes deste estudo a n&o avaliagao
de habitos de higiene, de superlotagdo ou de falta de pessoal, fatores que
poderiam estar relacionados aos achados e elucidar alguns pontos

obscuros. A colonizagao dos PS foi avaliada em apenas dois momentos e
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nao durante todo o seguimento. A despeito da utilizacado de dois métodos de
tipagem molecular, ndo foi possivel determinar o tipo de SCCmec em grande
parte dos isolados de MRSA.

Em resumo, apesar de ndo haver casos de infeccdo, a transmissao
nosocomial de MRSA foi clara dentro da unidade neonatal, e sinaliza a
necessidade de implementacdo de praticas assistenciais e de controle de
infeccdo relacionada a assisténcia que, apesar de basicas, sdo de dificil
implantacdo, como higienizacdo das maos. Sinaliza também que medidas
mais amplas e de abrangéncia para toda a sociedade podem ter impacto:

como a educacao materna e o aleitamento materno.
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6 CONCLUSOES

Fatores significantemente associados com colonizacdo por MRSA
foram baixa escolaridade maternal (fator de risco) e rinossinusite materna
(fator protetor). Entre os RN que permaneceram internados mais de 72 horas
na unidade neonatal, aleitamento materno foi protetor.

Todos isolados de MRSA eram ndo multidroga resistente (NM-MRSA).

Todas as amostras foram positivas para LuKde, clumping factor B e
proteina ligadora de fibronectina, e negativas para Panton Valentine
Leucocidin, toxina choque toxico, esfoliatina A e B, e proteina ligadora de
fibrinogénio.

SCCmec tipo IV predominou.
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ANEXO A — Variaveis maternas.

Variaveis maternas

e —

MNome:

RG:

Data de Nascimento: / ! Pulseira

Participagao na pesquisa: e |:[
] Data de internagéo: | I
Data do parto: J i

Procedéncia

(o] Escolaridade (em anos)

E] Numero de gestagtes

1 Numero de partos

Numero de abortamentos

] Tempo de bolsa rota (em horas)

] Tipo de parto:

Anestesia:

Duragédo do trabalho de parto (em horas)
Antes da internagao
Depois da internagao

(] Cardioctocografia:

N MNumero de toques durante trabalho de parto

5] Fez pré-natal:

() Mimero de consultas de pré-nalal realizadas

e Idade gestacional na 1° consulta

Outras comorbidades

A Intermacio eletiva 3-Pronto Socora

2-Ambulatdrio 4-0utra especificar:,

1-normal
Zecsires

1-garal
2-paui

1-HC
2-oulra local

ircipe

J-pendural
Alocal

1-sim
2-ndo

3-ndo fez

1-girm
2ndo

=

=]

=] Profilaxia antimicrobiana Explicitar qual:
[57 Uso de corticosterdides Explicitar qual:
Hepatopatia Explicitar qual:
o Cardiopatia Explicitar qual:
MNeoplasia Explicitar qual:

™[]

M

=[]

1-sim
2-n&a
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Doenga reumatoligica Explicitar qual:
Nefropatia Explicitar qual:
Infecgdes de pele Explicitar qual:

Sintomas respiratorios (atuais) Explicitar Qual:

Febre atual

Sorologia positiva para HIV
AIDS

Anemia falciforme
Esplenectomia

Hipertensao arterial sistémica
[2&] prEg

Pneumania

Infecgao urinaria durante a gestagao

Infecgao urinaria adequadamente tratada

Colonizagao por estreptococo do grupo B (SGB ou 5. agalactiae)
Profilaxia para SGB adequada

Rino-sinusite crénica

Diabetes mellitus

28] outras Explicitar qual:

HEEEEEEEEREE R =

AM

Infecges de pele nos residentes no mesmo domicilio  Expiicitar qual:

N° de pessoas que moram no domicilio

2| >

HoOoooooooodoodoodo

]

[AR | .
(=] Tabagisma Quantificar:

Fumou durante a gestagao? Cuantificar:

Consumo de alcool? Quantificar:

Consumo de alcool durante a gestagdo qyantficar

Uso de drogas injetaveis Explicitar qual:

Uso de drogas injetaveis durante a gestagio Explicitar qual:

AX timicrobi
Uso atual de ar bianos Explicitar qual:

Uso prévio de antimicrobianos Explicitar qual:
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Variaveis Maternas

e —

Nome:
RG:
Data de Nascimento: / / Pulseira
—
Zndo
3* dia []
Gripe l:[
Febre |:|
[CSc] Rino-sinusite |:|
&) imicrabi 5]
[CE0_] Antimicrobianos Esmplicitar quat: l:[
1% semana .
Gripe ]
Febre D
[c€ ] Rino-sinusite |:|
&) o
S0 Antimicrobianos Explictar quat: |:[
2% semana .
Gripe D
Febre l:l
Rino-sinusite I:[
& imierabi 5
[CE0] Antimicrabianos Exolicitar qual: l:[
3% semana .
Gripe l:l
Febre l:[
[cc ] Rino-sinusite |:|
o i o
Antimicrobianos Eplicitar qual: l:l
4% semana .
Gripe I:I
Febre |:|
[CC | Rino-sinusite D
o imicrobi co
Antimicrobianos Exglicitar qual: I:I
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ANEXO B — Fichas do recém-nascido.

Ficha do Recém-nascido .

Dia do parto Codigo |:|

Nome:
RG:
Data de Nascimento: f / Pulseira
Sexo: ;Eﬁ:‘:‘:" 3-indeterminado
[B7] Peso ao nascimento (em gramas): [B]
Idade gestacional ao nascimentos (em semanas):
[0 Liguido amnictico: 1-claro 3-purulento (O]
2-hemorragico  4-meconial

EApgar 1° minuto: [E]
LF] Apgar 5% minuto: [F]

[[G] Sindrome de aspiragdo meconial: ; i'é":: [G] D
Score de gravidade [H] ZI
1] Gemelidade: 1-sim 1] D
2-nao
Na sala de parto
[[J ] Procedimentos de reanimagao neonatal ; :iian:; [J] D
Procedimento de intubagio traqueal Isim [&] D
[L] Administragéo de medicacéo endovenosa ;:ﬁién; D
(] Utilizagao de ventilagao com pressao positiva ;:l:; D
[N] Cateterizagdo umbilical Jsm D
[NT ] N.° de tentativas em veia: |:

N.° de tentativas em artéria:
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Ficha do Recém-nascido

IE

3° dia Cédigo
Nome:
RG: Pulseira
Outras comorbidades Explicitar qual: ;_-:'a“;
Sindromes genélicas [AA ] l:l
Mefropatia [2E ] l:[
Pneumonia ["ac | :
Hepatopatia [aD ] :
[CAE | Alteragdes imunoldgicas = :
Doencas metabdlicas [aF | :
Doengas de depdsito [aG] I:
[“AH_] Cardiopatia [aH] :
[Cal | Uso de corticosterdides [a] :
Hemodevirados/Hemacomponentes [ar] I:
Ictericia |:
[Cax_] Temperatura maxima
Temperatura minima
Ventilagio mecanica invasiva 1-sim 2-ndo [anm] l:[
Data de inicio Data de término
! / / i
/ / ! !/
/ / !/ !/
/ / ! !
Ventilagio mecdnica ndo invasiva 1-sim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! / ! i
/ / i !
Cateter venoso central 1sim 230 l:[
Data de inicio Data de término
! ! ! !
/ / / /
/ / !/ !/
/ / ! !
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Dextro
[AGT] Namero de dextros [ 1
Dextro maximo Aoz ]
Desdtra minimo [Caoa ]
Drenos (explicitar qual) 1-gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! ! !/ !/
! / ! !/
/ / ! /
! ! !/ !/
Acesso periférico (explicitar qual) 1-sim 2-nS0 l:l
Data de inicio Data de término
/ / ! !
! ! / /
! / ! !
/ / ! i
MNutrigdo parenteral (explicitar qual) 1=gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! / ! !
/ / ! !
! ! / /
Antimicrobianos (explicitar qual) 1-gim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! ! / !
/ / !/ !/
Cirurgias (explicitar procedimentos) 1-sim  2-ndo l:[
Data do procedimento
/ /
! /
/ /
/ /
Diglise peritoneal 1-sim 2-nfo l:l
Data de infcio Data de término
{ / /
! / ! !
/ / ! /
! / / /
Dieta (Explicitar se seio materno, leite matermo ofertado ou formula. Se formula indicar qual) 1-sim 2-no l:l

Data de inicio Data de término
/ / ! /
/ / ! !
/ / f !
/ / ! !
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Ficha do Recém-nascido

n

12 semana Cédigo
Nome:
RG: Pulseira
Outras comorbidades Explicitar qual: ;_-:'a“;
Sindromes genélicas [AA ] l:l
Mefropatia [2E ] l:[
Pneumonia ["ac | :
Hepatopatia [aD ] :
[CAE | Alteragdes imunoldgicas = :
Doencas metabdlicas [aF | :
Doengas de depdsito [aG] I:
[“AH_] Cardiopatia [aH] :
[Cal | Uso de corticosterdides [a] :
Hemodevirados/Hemacomponentes [ar] I:
Ictericia |:
[Cax_] Temperatura maxima
Temperatura minima
Ventilagio mecanica invasiva 1-sim 2-ndo [anm] l:[
Data de inicio Data de término
! / / i
/ / ! !/
/ / !/ !/
/ / ! !
Ventilagio mecdnica ndo invasiva 1-sim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! ! ! i
/ / i !
Cateter venoso central 1sim 230 l:[
Data de inicio Data de término
! ! ! !
/ / / /
/ / !/ !/
/ / ! !




Ficha do Recém-nascido

n

12 semana Cédigo
Nome:
RG: Pulseira
Outras comorbidades Explicitar qual: ;_-:'a“;
Sindromes genélicas [AA ] l:l
Mefropatia [2E ] l:[
Pneumonia ["ac | :
Hepatopatia [aD ] :
[CAE | Alteragdes imunoldgicas = :
Doencas metabdlicas [aF | :
Doengas de depdsito [aG] I:
[“AH_] Cardiopatia [aH] :
[Cal | Uso de corticosterdides [a] :
Hemodevirados/Hemacomponentes [ar] I:
Ictericia |:
[Cax_] Temperatura maxima
Temperatura minima
Ventilagio mecanica invasiva 1-sim 2-ndo [anm] l:[
Data de inicio Data de término
! / / i
/ / ! !/
/ / !/ !/
/ / ! !
Ventilagio mecdnica ndo invasiva 1-sim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! ! ! i
/ / i !
Cateter venoso central 1sim 230 l:[
Data de inicio Data de término
! ! ! !
/ / / /
/ / !/ !/
/ / ! !




Ficha do Recém-nascido

m

2% semana Cédigo
Nome:
RG: Pulseira
Outras comorbidades Explicitar qual: ;_-:'a“;
Sindromes genélicas [AA ] l:l
Mefropatia [2E ] l:[
Pneumonia ["ac | :
Hepatopatia a0 ] :
[CAE | Alteragdes imunoldgicas = :
Doencas metabdlicas [aF | :
Doengas de depdsito [ac] l:[
[“AH_] Cardiopatia [aH] :
[Cal | Uso de corticosterdides [a] :
Hemodevirados/Hemocomponentes [ar] l:[
Ictericia D
[Cax_] Temperatura maxima
Temperatura minima
Ventilagio mecanica invasiva 1-sim 2-ndo [anm] l:[
Data de inicio Data de término
! / / i
/ / ! !/
/ / !/ !/
/ / ! !
Ventilagio mecdnica ndo invasiva 1-sim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! / ! i
/ / i !
Cateter venoso central 1sim 230 l:[
Data de inicio Data de término
! ! ! !
/ / / /
/ / !/ !/
/ / ! !




Dextro
[AGT] Namero de dextros [ 1
Dextro maximo Aoz ]
Desdtra minimo [Caoa ]
Drenos (explicitar qual) 1-gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! ! !/ !/
! / ! !/
/ / ! /
! ! !/ !/
Acesso periférico (explicitar qual) 1-sim 2-nS0 l:l
Data de inicio Data de término
/ / ! !
! ! / /
! / ! !
/ / ! i
MNutrigdo parenteral (explicitar qual) 1=gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! / ! !
/ / ! !
! ! / /
Antimicrobianos (explicitar qual) 1-gim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! / / !
/ / !/ !/
Cirurgias (explicitar procedimentos) 1-sim  2-ndo l:[
Data do procedimento
/ /
! /
/ /
/ /
Diglise peritoneal 1-sim 2-nfo l:l
Data de infcio Data de término
{ / /
! / ! !
/ / ! !
! / / /
Dieta (Explicitar se seio materno, leite materno ofertado ou formula, Se formula indicar qual) 1-sim 2-nSo l:l

Data de inicio Data de término
/ / ! /
/ / ! !
/ / f !
/ / ! /
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Ficha do Recém-nascido

I

3% semana Cédigo
Nome:
RG: Pulseira
Outras comorbidades Explicitar qual: ;_-:'a“;
Sindromes genélicas [AA ] l:l
Mefropatia [2E ] l:[
Pneumonia ["ac | :
Hepatopatia [aD ] :
[CAE | Alteragdes imunoldgicas = :
Doencas metabdlicas [aF | :
Doengas de depdsito [aG] I:
[“AH_] Cardiopatia [aH] :
[Cal | Uso de corticosterdides [a] :
Hemodevirados/Hemacomponentes [ar] I:
Ictericia |:
[Cax_] Temperatura maxima
Temperatura minima
Ventilagio mecanica invasiva 1-sim 2-ndo [anm] l:[
Data de inicio Data de término
! / / i
/ / ! !/
/ / !/ !/
/ / ! !
Ventilagio mecdnica ndo invasiva 1-sim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! / ! i
/ / i !
Cateter venoso central 1sim 230 l:[
Data de inicio Data de término
! ! ! !
/ / / /
/ / !/ !/
/ / ! !




Dextro
[AGT] Namero de dextros [ 1
Dextro maximo Aoz ]
Desdtra minimo [Caoa ]
Drenos (explicitar qual) 1-gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! ! !/ !/
! / ! !/
/ / ! /
! ! !/ !/
Acesso periférico (explicitar qual) 1-sim 2-nS0 l:l
Data de inicio Data de término
/ / ! !
! ! / /
! / ! !
/ / ! i
MNutrigdo parenteral (explicitar qual) 1=gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! / ! !
/ / ! !
! ! / /
Antimicrobianos (explicitar qual) 1-gim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! / / !
/ / !/ !/
Cirurgias (explicitar procedimentos) 1-sim  2-ndo l:[
Data do procedimento
/ /
! /
/ /
/ /
Diglise peritoneal 1-sim 2-nfo l:l
Data de infcio Data de término
{ / /
! ! ! !
/ / ! /
! / / /
Dieta (Explicitar se seio materno, leite materno ofertado ou formula, Se formula indicar qual) 1-sim 2-nSo l:l

Data de inicio Data de término
/ / ! /
/ / ! !
/ / f !
/ / ! /
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Ficha do Recém-nascido

n

42 semana Cédigo
Nome:
RG: Pulseira
Outras comorbidades Explicitar qual: ;_-:'a“;
Sindromes genélicas [AA ] l:l
Mefropatia [2E ] l:[
Pneumonia ["ac | :
Hepatopatia [aD ] :
[CAE | Alteragdes imunoldgicas = :
Doencas metabdlicas [aF | :
Doengas de depdsito [aG] I:
[AH_] Cardiopatia ] ]
[Cal | Uso de corticosterdides [a] :
Hemodevirados/Hemacomponentes [ar] I:
Ictericia |:
[Cax_] Temperatura maxima
Temperatura minima
Ventilagio mecanica invasiva 1-sim 2-ndo [anm] l:[
Data de inicio Data de término
! / / i
/ / ! !/
/ / !/ !/
/ / ! !
Ventilagio mecdnica ndo invasiva 1-sim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! / ! i
/ / i !
Cateter venoso central 1sim 230 l:[
Data de inicio Data de término
! ! ! !
/ / / /
/ / !/ !/
/ / ! !




Dextro
[AGT] Namero de dextros [ 1
Dextro maximo Aoz ]
Desdtra minimo [Caoa ]
Drenos (explicitar qual) 1-gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! ! !/ !/
! / ! !/
/ / ! /
! ! !/ !/
Acesso periférico (explicitar qual) 1-sim 2-nS0 l:l
Data de inicio Data de término
/ / ! !
! ! / /
! / ! !
/ / ! i
MNutrigdo parenteral (explicitar qual) 1=gim  2-ndo l:[
Data de infcio Data de término
! / ! !
/ / ! !
! ! / /
Antimicrobianos (explicitar qual) 1-gim 2-nfo l:l
Data de inicio Data de término
/ / !/ !/
/ / ! !
! / / !
/ / !/ !/
Cirurgias (explicitar procedimentos) 1-sim  2-ndo l:[
Data do procedimento
/ /
! /
/ /
/ /
Diglise peritoneal 1-sim 2-nfo l:l
Data de infcio Data de término
{ { /
! / ! !
/ / ! /
! / / /
Dieta (Explicitar se seio materno, leite materno ofertado ou formula, Se formula indicar qual) 1-sim 2-nSo l:l

Data de inicio Data de término
/ / ! /
/ / ! !
/ / f !
/ / ! /
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ANEXO C - Orientacbes para o entrevistador de como preencher o
instrumento de Coleta de Dados.

COMO PREENCHER O INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

ORIENTACOES PARA O ENTREVISTADOR

» Antes de iniciar a coleta de dados, o entrevistador deve ler todo o instrumento de coleta e ter, as mios, uma caneta,
para registro das respostas. Dewve, também, ler os termos de consentimento de mae e recém-nascido. O
entrevistador deve esclarecer, com o pesquisador principal, eventuais dividas relacionadas ao conteido dos

formuldrios.

1. Ao chegar ao local de coleta, o entrevistador deve preencher os campos relacionades a identificacdo da paciente
(m&e), no instrumento para coleta de dados. Com os dados de identificagdo preenchidos, o entrevistador deve
dirigir-se a paciente (m3e) e apresentar-se. Deve explicar, com clareza e em linguagem adequada a compreensdo da

mesma, o projeto de pesquisa.

2. Apds estes esclarecimentos, deve perguntar se a mesma concorda em participar da pesquisa, bem como consente

que o recém-nascido participe. O entrevistador deve entdo completar o campo referente a participacio na pesquisa.

a. Caso a paciente (m&e) recuse-se a participar da pesquisa ou recuse a participacdo do recém-nascido, o entrevistador
deve preencher o campo como recusa e arquivar a ficha.

b. Caso haja concordancia sobre a participagdo da mae e do recém-nascido, o entrevistador deve preencher o campo
como aceitacdo, ler os termos de consentimento da mde do recém-nascido, junto com a paciente, e solicitar 4 mie

que assine os dois termos. O entrevistador deve, também, assinar os dois termos de consentimento.

3. O entrevistador inicia, entdo, o preenchimento do instrumento de coleta propriamente dito.

4. 0O instrumento deve ser completamente preenchido (todos os campos) através de entrevista com a mae, consulta ao

prontudrio da paciente e entrevistas com a equipe multi-disciplinar,

5. O entrevistador deve estar atento as unidades de medida referidas em cada campo (exemplo: dias, horas, gramas,

etc).



ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (mée).

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAQ DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME: ..

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : .
DATA NASCIMENTO: ..

LLSExo: mO F O

ENDERECO ...
BAIRRO: ....... weee CIDADE s
CEP i e TELEFONE: DDD (vevvvnen) cevsvismisissssmismsssssssssssis s s s sssss s ssssssssssniss

2 RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador efc.) .....

DOCUMENTOQ DE IDENTIDADE :....ocooevvevrvreearnnnnn SEXO: MO FO
DATA NASCIMENTQ.: S -

ENDERECO:
BAIRRO:
CEP: .........

.. TELEFONE: DDD {.

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA . Fatores associados & aquisigBo de Staphylococcus aureus resistente &
oxacilina (MRSA) em recém-nascidos de parto hospitalar,
PESQUISADOR : Anna Sarah S. Levin
CARGOIFUNGAQ: . Docente FMUSP.. INSCRICAD CONSELHO REGIONAL N® -SP 47966
UNIDADE DO HCFMUSP Grupeo de Controle de Infecgdo Hospitalar:
3. AVALIAGAQ DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO I RISCO MEDIO [

RIscoBAaxo [ RISCO MAIOR [

4.DURACAD DA PESQUISA : 03 anos



HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Desde que nascemos o nosso corpo j@ € alvo de varios microorganismos, que buscam em nds, uma moradia, Messe
estudo, nds procuramos verificar uma possivel existéncia de uma bactéria, Staphylococcus aureus, em vocg efou em ssu(sua)
filho(a). Essa bactéria pode ser encontrada em nosso corpo & ndo necessariamente causar doengas, mas, em silvagies em
que as defesas do nosso corpo estio diminuidas, podem levar ac adoecimento.

Para procurarmos essa bactéria, sera solicitada a vocé a coleta de material com uso de swabs, sdo um tipo de
cotonete, que serdo aplicados no fundo da sua boca, nariz, vagina, dnus e pele entre os dois. Também serd solicitada a coleta
de material de seu filho(a), com uso de swabs que serdo aplicados no nariz, no fundo da boca, na pele e &nus & no resto do
corddo umbilical. Um profissional treinado (médico, enfermeiro) fard esta coleta, que € indolor & ndo levara riscos para vocé e
nem para o bebé. Esta coleta sera repetida, dependendo da permanéncia de vocés no hospital e dos retornos em ambulatério.

O resultado desse estudo nao beneficiara diretamente a vocé nem ao seu filho, mas ajudara a compreender como
essa bactéria age e o que nds podemos fazer para impedir que ela cause doencas.

Caso vocé decida ndo participar desle estudo, ndo haverd qualquer prejuizo no seu atendimento, j& que o mesmao tipo
de assisténcia com a mesma equipe e com o mesmo grau de atengdo sera dada a voce & ao seu bebé.

Caso aceite paricipar deste estudo, vocé podera suspender sua parlicipagdo em gualguer momento, sem
maodificagdo/comprometimento na assisténcia médica,

O sigilo sera garantido e vocé ndo tera seu nome divulgado em qualguer publicagdo. Em qualquer etapa do estudo,
vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de evenluais dividas. O principal
investigador € a Dra. Anna Sarah S. Levin que podera ser encontrada no endereco Rua Ovidio Pires de Campos, 2256 — 6°
andar Telefone(s) 3069-7066. Se vocé tiver alguma consideragao ou dlvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-8442 ramais 16, 17, 18 ou 20,
FAX: 3069-6442 ramal 26 - E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: "Fatores associados & aquisigdo de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) em recém-
nascidos de parto hospitalar”. Eu discuti com o Dr. Anna Sarah S. Levin sobre a minha decisdo em participar nesse estudo,
Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, em mim e meu filha(a), seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo & isenta de despesas & que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o
mesmao, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
senvigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data [

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (recém-nascido).

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Recém-nascido

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N™: ... sexo: mOd F O
DATA NASCIMENTO: .......f frene

ENDEREGO ...

BAIRRO: CIDADE

2 RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador efc.) .....

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....c.coovvvvvrvearnnnnn SEXO: MO FO
DATA NASCIMENTO.: F S

ENDERECO:
BAIRRO: ...
CEP: .........

.. TELEFONE: DDD {.

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA . Fatores associados & aquisicdo de Slaphylococcus aureus resistente 4
oxacilina (MRSA) em recém-nascidos de parto hospitalar.
PESQUISADOR : Anna Sarah S. Levin
CARGOIFUNGAO: . Docente FMUSP.. INSCRIGAD CONSELHO REGIONAL N° -SP 47966
UNIDADE DO HCFMUSP Grupo de Controle de Infecgdo Hospitalar:
3. AVALIACAD DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO I risco mepio [

RiIscoBAXo O RISCO MAIOR [

4.DURACAD DA PESQUISA : 03 anos



HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Desde que nascemos o nosso corpo j@ € alvo de varios microorganismos, que buscam em nds, uma moradia, Messe
estudo, nds procuramos verificar uma possivel existéncia de uma bactéria, Staphylococcus aureus, em vocg efou em ssu(sua)
filho(a). Essa bactéria pode ser encontrada em nosso corpo & ndo necessariamente causar doengas, mas, em silvagies em
que as defesas do nosso corpo estio diminuidas, podem levar ac adoecimento.

Para procurarmos essa bactéria, sera solicitada a vocé a coleta de material com uso de swabs, sdo um tipo de
cotonete, que serdo aplicados no fundo da sua boca, nariz, vagina, dnus e pele entre os dois. Também serd solicitada a coleta
de material de seu filho(a), com uso de swabs que serdo aplicados no nariz, no fundo da boca, na pele e &nus & no resto do
corddo umbilical. Um profissional treinado (médico, enfermeiro) fard esta coleta, que € indolor & ndo levara riscos para vocé e
nem para o bebé. Esta coleta sera repetida, dependendo da permanéncia de vocés no hospital e dos retornos em ambulatério.

O resultado desse estudo nao beneficiara diretamente a vocé nem ao seu filho, mas ajudara a compreender como
essa bactéria age e o que nds podemos fazer para impedir que ela cause doencas.

Caso vocé decida ndo participar desle estudo, ndo haverd qualquer prejuizo no seu atendimento, j& que o mesmao tipo
de assisténcia com a mesma equipe e com o mesmo grau de atengdo sera dada a voce & ao seu bebé.

Caso aceite paricipar deste estudo, vocé podera suspender sua parlicipagdo em gualguer momento, sem
maodificagdo/comprometimento na assisténcia médica,

O sigilo sera garantido e vocé ndo tera seu nome divulgado em qualguer publicagdo. Em qualquer etapa do estudo,
vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de evenluais dividas. O principal
investigador € a Dra. Anna Sarah S. Levin que podera ser encontrada no endereco Rua Ovidio Pires de Campos, 2256 — 6°
andar Telefone(s) 3069-7066. Se vocé tiver alguma consideragao ou dlvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-8442 ramais 16, 17, 18 ou 20,
FAX: 3069-6442 ramal 26 - E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: "Fatores associados & aquisigdo de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) em recém-
nascidos de parto hospitalar”. Eu discuti com o Dr. Anna Sarah S. Levin sobre a minha decisdo em participar nesse estudo,
Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, em mim e meu filha(a), seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo & isenta de despesas & que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o
mesmao, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
senvigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / !

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [
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ANEXO F — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (funcionario).

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

funcionario

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N™: ... sexo: mOd F O
DATA NASCIMENTO: .......f frene

ENDEREGO ...

BAIRRO: CIDADE

2 RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador efc.) .....

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....c.coovvvvvrvearnnnnn SEXO: MO FO
DATA NASCIMENTO.: F S

ENDERECO:
BAIRRO: ...
CEP: .........

.. TELEFONE: DDD {.

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA . Fatores associados & aquisicdo de Slaphylococcus aureus resistente 4
oxacilina (MRSA) em recém-nascidos de parto hospitalar.
PESQUISADOR : Anna Sarah S. Levin
CARGOIFUNGAO: . Docente FMUSP.. INSCRIGAD CONSELHO REGIONAL N° -SP 47966
UNIDADE DO HCFMUSP Grupo de Controle de Infecgdo Hospitalar:
3. AVALIACAD DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO I risco mepio [

RiIscoBAXo O RISCO MAIOR [

4.DURACAD DA PESQUISA : 03 anos



HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Desde que nascemos 0 Nosso corpo ja € alvo de varios microorganismos. Messe estudo, nds procuramos verificar uma possivel
existéncia de uma bactéria, Staphylococcus aureus, em recém-nascidos de parto hospitalar. Essa bactéra pode ser encontrada
em nosso corpo & ndo necessaramente causar doengas, mas, em situagdes em que as defesas do mosso corpo estdo
diminuidas, podem levar ao adoecimento.

Para procurarmos essa bactéria, sera solicitada a vocé a coleta de material com uso de swabs, sdo um tipo de
cotonete, que serdo aplicados no seu nariz ou em eventuais lesdes de pele. Um profissional treinado (médico, enfermeiro) fara
esta coleta, que ¢ indolor & néo levara riscos para vocé. Esta coleta podera sera repetida.

O resultado desse estudo ndo beneficiara diretamente a vocé, mas ajudard a compreender como essa bactéria age e o
que nds podemos fazer para impedir que ela cause doengas.

Lembramos gue pessoas saudaveis podem ser normalmente colonizadas por esta bactéria, mas como queremos
compreender o comportamento desta bactéria na unidade em que voceé trabalha, procuraremos identifica-la no seu corpo.

Caso vocé decida ndo participar deste estudo, ndo havera qualquer prejuizo para vocé.

Caso aceile participar deste estudo, voceé podera suspender sua participagdo em qualguer momento.

O sigilo serd garantido e vocé nao tera seu nome divulgado em qualquer publicagdo. Em qualquer etapa do estudo,
vocé tera acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal
investigador € a Dra. Anna Sarah S. Levin que podera ser encontrada no enderego Rua Ovidio Pires de Campos, 225 - 6°
andar Telefone(s) 3069-T066. Se vocé liver alguma consideragdo ou divida sobre a élica da pesquisa, entre em conlato com o
Comité de Efica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20,
FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesqi@hcnet.usp.br

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: "Fatores associados & aquisigdo de Staphylococcus aureus resistente 4 oxacilina (MRSA) em recém-
nascidos de parto hospitalar”. Eu discuti com o Dr. Anna Sarah S. Levin sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim guais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, em mim, seus desconfortos
e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou clare também que minha participagao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a gualguer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data [

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [
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ANEXO G — Aprovacéo da Comisséo de Etica - CAPpesq.

7o
A\

APROVACAO

A Comissdo de Etica pora Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Ciinica do Hospita! das Clinicas e da Faculoode de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdio de 24/09/2008, APROVOU o
Protacolo de Pesquisa n® 0751/08, intitulado: "FATORES ASSOCIADOS A AQUISICAO
DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A OXACILINA (MRSA) EM RECEM-
NASCIDOS DE PARTO HOSPITALAR' cpresentado pelo Departamento de MOLESTIAS
INFECCIOSAS E PARASITARIAS, inclusive o Termo de Consentimento Livre €

Esclarecido.

Cabe co pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios porciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselhe Nacional de
sadde n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "C”).

Pesquiscdor (a) Responsavel: Anna Sara S. Levin
Pesquisader (a) Executante: Cilmara Polido Garcia
CAPPesa, 25 de Setembro de 2008

P,

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Efica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Progtos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
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