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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é um importante patbgeno humano, sendo um dos agentes mais
frequentes de infeccBes da pele e tecidos moles adquiridas na comunidade. Do mesmo
modo, esta bactéria € prevalente em infec¢Bes de sitio cirargico, corrente sanguinea,

endocardite, pneumonia e osteomielite, que possuem uma alta mortalidade.

Em aparente contraste com seu potencial infeccioso, S. aureus é encontrado
frequentemente colonizando a pele e mucosa de humanos, em individuos denominados
de portadores. As cavidades nasais anteriores sdo o local de colonizacdo mais
frequente, mas essa bactéria pode ser encontrada na pele, em particular das méaos, no

perineo e na faringe, e menos frequentemente no intestino, vagina e axilas.

O vestibulo nasal, area que vai da narina até o limen nasal, apresenta os percentuais
de deteccao de colonizagéo por S. aureus mais elevados, sendo apontado como o sitio
anatémico de eleicdo para rastreamento da colonizagdo por S. aureus. Essa regido €
coberta por epitélio escamoso totalmente queratinizado contendo glandulas sebaceas e
foliculos pilosos, existindo a partir do limen nasal a transi¢céo para o epitélio respiratério

tipico. G4

A deteccgao laboratorial do “estado de portador” nasal de S. aureus pode ser feita em
estudos transversais e longitudinais. Nos estudos transversais a pesquisa é feita em
uma unica coleta de material do vestibulo nasal e os resultados obtidos classificam os
individuos em “portadores” e “ndo portadores”. Ja nos estudos longitudinais, os
materiais sdo coletados semanal ou mensalmente, por periodos de semanas a anos, e
com base no percentual de culturas positivas obtidas os individuos séo classificados em
trés categorias: “portador persistente”, “portador intermitente” e “ndo portador”. Contudo,
o percentual de culturas positivas estabelecido nos estudos para classificar individuos
nessas categorias difere consideravelmente, variando de = 70 % a 100 % para “portador

persistente” e de 2 1 % a 99 % para “portador intermitente”. ®

Em 2004, um extenso estudo longitudinal objetivando estabelecer protocolos
padronizados para execucdo e interpretacdo dos resultados da pesquisa de portador
nasal de S. aureus definiu uma regra para classificacdo preditiva (“culture rule”) dos
individuos. ® Foi observado que duas culturas qualitativas de swabs nasais de amostras
obtidas em um intervalo de uma semana forneciam informac8es suficientes para

predizer adequadamente o estado de portador (duas culturas positivas= “persistente”;
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uma cultura positiva e uma negativa= “intermitente”). Além disso, a combinagéo dos
resultados qualitativos com a contagem de S. aureus na amostra aumentaria o valor
preditivo da andlise, pois contagens superiores a 10° unidades formadoras de coldnias
(ufc) se correlacionavam somente com “portadores persistentes”. Desse modo, essa
associacdo de resultados, qualitativos e quantitativos, possibilitava uma melhor
caracterizacao do “portador intermitente” como o individuo com uma das duas culturas

positiva, ou qguando ambas culturas eram positivas, mas com baixas contagens de S.

aureus. ©

Em um outro estudo, com base no resultado de 5-10 culturas qualitativas de material do
vestibulo nasal, um grupo de individuos foi previamente em “portadores persistentes” (=
80 % das amostras positivas), “ndo portadores” (nenhuma amostra positiva) e
“portadores intermitentes” (outros resultados). ApO6s o0 estabelecimento desses
resultados, todos os individuos foram submetidos a “descolonizacédo” da cavidade nasal
pela aplicagdo de um antimicrobiano tépico (mupirocina), realizada entéo a colonizacao
artificial da cavidade nasal dos individuos com uma mistura de amostras de S. aureus,
que no caso de “portadores persistentes” sempre continha a amostra isolada do proprio
individuo (gendtipo autélogo). O periodo de sobrevivéncia das amostras na colonizacao
dos individuos “portadores persistentes” foi superior a 154 dias e prevalentemente pela
amostra autéloga, sendo que suas contagens se mantinham elevadas. Ja em
“portadores intermitentes” e “ndo portadores” a sobrevivéncia das amostras foi de 14 e
4 dias, respectivamente, e as contagens obtidas eram baixas. O nivel sérico de
anticorpos (IgG e IgA) contra 17 proteinas estafilococicas ndo mostrou diferencas para
maioria desses antigenos, exceto IgG contra TSST-1 e SasG que foi significativamente
maior em portadores persistentes. Os autores concluiram que “portadores
intermitentes” e “ndo portadores” compartilham caracteristicas semelhantes e,
portanto, sugeriram uma reclassificacdo de portadores nasais de S. aureus em

“portadores persistentes” e “outros portadores”

A interacdo com o epitélio nasal é um evento chave para a colonizagéo pelo S. aureus.
Especificamente na cavidade nasal anterior, a bactéria adere na superficie do epitélio
estratificado cuja camada mais externa é composta por queratinécitos descamados da
superficie epitelial. Essas células sofreram um processo de cornificagdo sendo a
membrana celular substituida por um envelope cornificado (CE= Cornified Envelope)
composto por proteinas reticuladas revestidas com lipideos. A proteina mais abundante

do CE é a loricrina (= 85 %), existindo também a citoqueratina 10 (K10), a involucrina, a



filagrina e pequenas proteinas ricas em prolina, formando uma camada impermeavel a
agua. A loricrina é a principal molécula alvo da ligacédo de proteinas de superficie do S.

aureus como o CfB (Clumping factor B) e a IsdA (Iron-regulated surface determinant
protein A). €9

Apesar de menos estudada, a cavidade nasal posterior também pode ser colonizada
por S. aureus. Sua importancia foi evidenciada através da coleta de material durante
procedimentos cirdrgicos onde a deteccdo da bactéria na cavidade posterior em
individuos com e sem processos inflamatérios na mucosa nasal foi de 55,6% e 62,5%,
respectivamente, superior a encontrada na cavidade anterior (44,4% e 43,7%,
respectivamente). @ Como cavidade nasal posterior é revestida por um epitélio
pseudoestratificado cilindrico ciliado, a molécula alvo para aderéncia de S. aureus € 0
receptor scavenger SREC-I, sendo essa ligacdo mediada pelos acidos teicoicos da
parede celular (WTA= Wall Teichoic Acid). ¥ Deste modo, a cavidade nasal posterior
pode servir de reservatorio permanente para colonizacdo da porgao anterior, podendo
comprometer o tratamento para erradicacao do estado de portador nasal pela aplicacéo

de medicamentos tépicos na cavidade nasal anterior. *-1013)

Um estudo do culturoma nasal de individuos adultos identificou os géneros
Corynebacterium, Propionibacterium e Staphylococcus como prevalentes na microbiota
desse sitio anatdmico. Um total de 141 espécies foram identificadas, sendo S.
epidermidis e P. acnes (atualmente Cutibacterium acnes) encontrados em 97,1% dos
individuos estudados. Dentro do género Corynebacterium, as espécies prevalentes
(64,7%) foram C. accolens e C. tuberculostearicum. No género Staphylococcus,
também foi observada uma frequéncia de isolamento elevada, as espécies S.
haemolyticus (44.1%), S. capitis (41.2%), S. hominis (41.2%), S. warneri (32.4%) e S.
lugdunensis (26.5%). @

A diversidade microbiana observada na microbiota nasal permite que inimeros
mecanismos de interferéncia e antagonismo interespécies ocorram, sendo de particular
importancia os que se interpdem a colonizagdo por S. aureus. Dentre 0s géneros
prevalentes neste sitio anatbmico j&4 existem estudos demostrando a interferéncia a
colonizacdo por S. aureus no género Corynebacterium por uma maior capacidade de
aderéncia as células do epitélio nasal *?, e no género Staphylococcus pelas espécies

S. epidermidis ®® e S. lugdunensis 4.
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S. epidermidis denominados do “tipo inibitério” foram descritos por sua capacidade de,
guando em co-cultivo, inibir a formacdo de biofiime de S. aureus, bem como o
sobrenadante de suas culturas degradava biofiimes pré-formados. Essas amostras
foram correlacionadas com uma ocorréncia significativamente menor do estado de
portador de S. aureus. No sobrenadante de culturas dessas amostras foi isolada uma
proteina de 27 kDa identificada como uma serina protease extracelular (Esp=
Extracellular serine protease). 3 A Esp era capaz de degradar inimeras proteinas do
S. aureus, como as envolvidas na formacdo do biofilme proteico e na aderéncia ao
hospedeiro (Atl, Eap, Emp), assim como adesinas tipicas (Efb, IsdA, SdrD). Além dessa
acdo, a Esp degradava também proteinas da matriz extracelular e plaméticas do
hospedeiro (fibronectina, fibrinogénio, vitronectina) que atuam como receptores de
adesinas de S. aureus. Essa acdo era observada inclusive amostras resistentes a

meticilina (MRSA) e com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA). 4

Essa interferéncia entre as espécies de S. epidermidis Esp+ do “tipo inibitério”, bem
como de Esp purificada, no estado de portador de S. aureus também foi observada “in
vivo”. A introducédo da amostra de S. epidermidis Esp+ (JK16) nas cavidades nasais de
voluntérios previamente caracterizados como portadores persistentes de S. aureus
determinou a eliminagdo da colonizacdo nasal por S. aureus, resultado também
observado com a aplicagcdo local da Esp purificada. J& experimentos semelhantes
realizados com uma mutante Esp-deficiente derivada da amostra JK16 nao determinava

essa alterac&o.™®

A pesquisa de atividade antimicrobiana de amostras do género Staphylococcus isoladas
das cavidades nasais identificou uma amostra de S. lugdunensis (IVK28) com
capacidade de inibir o crescimento de S. aureus. A substancia envolvida nessa ac¢éo foi
denominada de lugdunina, sendo produzida somente na superficie de agar solido em
condicdes limitantes de ferro. E codificada pelo gene lug presente em um operon de
30kpb responsavel pela sintese de varias sintetases de peptideos nao ribossomais
(NRPS). Esse operon NRPS foi encontrado somente no genoma de amostras da
espécie S. lugdunensis. A lugdunina possui uma potente acao antimicrobiana, atuando
em amostras de S. aureus, inclusive os MRSA e os com resisténcia intermediéria a
glicopeptideos (GISA), Enterococcus, inclusive os resistentes a vancomicina (VRE),

Listeria monocytogenes e Streptococcus pneumoniae. 19

Evidéncias dessa forte interferéncia entre as espécies também foram observadas “in

vivo”. Em um modelo de coloniza¢do nasal de ratos, a co-inoculacdo de S. lugdunensis
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e S. aureus determinava uma recuperagdo significativamente menor de S. aureus
quando comparada com a co-inoculacdo de um mutante ndo produtor de lugdunina
(“*knockout” do gene lugD). Ja em pacientes hospitalizados foi observado que o estado
de portador nasal de S. aureus na presenca de S. lugdunensis era 5,9 vezes menor que

em individuos onde esta espécie nio foi detectada. 5

OBJETIVO GERAL

Esse projeto tem por objetivo estudar a presenca de amostras de S. epidermidis, S.
lugdunensis e S. aureus na microbiota das cavidades nasais de estudantes da area da
saude. Nas amostras de S. epidermidis e S. lugdunensis isoladas sera estudada a
producédo da enzima serina-protease (Esp) e da lugdunina, respectivamente, bem como
a presenca dos genes codificadores dessas substancias. A ocorréncia dessas amostras
sera correlacionada com a colonizagéo por S. aureus afim de se verificar se a presenca
de amostras “interferentes” impede o desenvolvimento do estado de portador de S.
aureus. Complementarmente, as amostras de S. aureus isoladas serdo estudadas
guanto a susceptibilidade & mupirocina, em funcdo da sua relevancia na eficacia do
procedimento de descoloniza¢cédo de portadores, e da susceptibilidade a meticilina, em
funcdo da sua relevancia epidemiolégica e como marcador de multirresisténcia da

bactéria.

RELEVANCIA CIENTIFICA

Evidencias na literatura indicam a existéncia de interferéncia na colonizacdo da
cavidade nasal por S. aureus exercida por amostras de S. epidermidis e S. lugdunensis.
O estudo proposto tem como objetivo a andlise conjunta da presenca dessas amostras
em uma populacdo (estudantes da area da salde), que sabidamente apresenta uma
prevaléncia elevada de individuos portadores nasais de S. aureus, inserindo neste
contexto o estudo da resisténcia a mupirocina e meticilina nas amostras isoladas de S.

aureus.



MATERIAL E METODOS:

1- Populacéo do Estudo:

A pesquisa abrangerd estudantes dos cursos de bacharelado da area da saude
(Biomedicina, Enfermagem, Medicina e Nutricdo) da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro — UNIRIO. A amostra a ser estudada serd de 100 estudantes,
independente do seu curso de filiagdo, que aceitarem participar do estudo concordando
em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que se encontra no

Apéndice 1.

2- Coleta de Material das Cavidades Nasais:

O material das cavidades nasais sera coletado em dois momentos, com um intervalo
aproximado de uma semana. Um “swab” de nylon flocado estéril, levemente umedecido
com agua destilada estéril, serd introduzido nas cavidades nasais por cerca de 2 cm,
até o “limen nasi”, e rotacionado sem interrupgdo por pelo menos 5 vezes em cada
narina. 16 17) Apés a coleta o swab sera colocado em um tubo de ensaio contendo 1 mL
de salina estéril (empregado para umedecer o “swab”) sendo semeado nos meios de

isolamento em no méaximo 1 hora.

3- Semeadura do material coletado nos meios de isolamento:

O tubo de ensaio contendo o “swab” e a salina sera agitado por 15 s, sendo “swab”
entdo pressionado firmemente contra as paredes do tubo e descartado. A suspensao
bacteriana obtida sera diluida 10, em salina estéril, sendo os meios de isolamento
semeados.

Uma aliquota de 500 pl da suspensao bacteriana sera semeada pela técnica de
espalhamento na superficie em uma placa de 140 mm de diametro de Agar Salgado
Manitol (MSA). Uma outra placa de MSA, com 90 mm de didametro e dividida em 3
setores, serd semeada com 10 YL da suspenséo original,10 pL e 1 pL da diluicéo

101. Apbés a semeadura das placas estas seréo incubadas a 35°C por 48 h. ©
4- Isolamento e Identificagcdo Fenotipica de Amostras com Caracteristicas
sugestivas das espécies S. epidermidis e S. lugdunensis:

Apbs a incubacao, a placa de MAS-140mm sera examinada e 3 a 6 colénias com reagao

negativa para utilizacdo do manitol (meio de cultura permanece vermelho) serdo
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repicadas para placas de Agar Soja Tripticaseina (TSA). Dentre as espécies de
Staphylococcus manitol-negativa estdo S. epidermidis e S. lugdunensis. A partir do
crescimento obtido em TSA seréo realizados os testes para confirmacao presuntiva do
género Staphylococcus (Coloracao de Gram e Teste da Catalase) e testes de triagem
fenotipica para as espécies (teste do PYR e da utilizacdo da trealose). *® Amostras
com um perfil de resultados compativeis com as espécies de interesse serdo
submetidas a confirmacao molecular da sua identificacdo (item 6), sendo conservadas

por toda duracdo do estudo a -20 °C em Caldo Cérebro e Coracado (BHI) acrescido de
20 % de glicerol (BHI-glicerol). 9

5- Isolamento e Identificagdo Fenotipica de Amostras com Caracteristicas
sugestivas de S. aureus:

Apés a incubacdo, as placas de MAS serdo examinadas quanto a presenca de
colénias com reacdo positiva para utilizacdo do manitol (meio de cultura amarelo).
Dentre as espécies de Staphylococcus manitol-positivo estd S. aureus. De cada placa
de MAS de 140 mm e/ou de cada setor(es) da placa de 90 mm apresentando colbnias
manitol-positivo, 4 a 6 colénias dessas coldnias serdo repicadas para placas de Agar
Sangue (BA). A partir do crescimento obtido em BA serdo realizados os testes de
confirmacdo presuntiva do género Staphylococcus (Coloracdo de Gram e Teste da
Catalase), testes de identificagdo fenotipica da espécie (coagulase em tubo, fator de
agregacdo, PYR e utilizacdo da trealose). *® Amostras com um perfil de resultados
compativeis com a espécie S. aureus serdo submetidas a confirmacg&o molecular da sua
identificacéo (item 6), sendo conservadas por toda duragéo do estudo a -20 °C em BHI-
glicerol. @® Com a confirmacao da identificacdo, o resultado quantitativo da presenca de
S. aureus sera expresso com base nas contagens de colbnias obtidas nas placas de
ASM da suspensao bacteriana obtida a partir do material coletado no “swab”, e sua
diluicdo 101 ©

Os resultados do isolamento de S. aureus nas duas coletas de material das cavidades
nasais serdo empregados na caracterizacdo do estado de portador pela “regra da
classificacéo preditiva”. Quando nas duas coletas realizadas existir o isolamento de
contagens superiores a 10° unidades formadoras de colbnias (ufc) de S. aureus o
individuo sera considerado “Portador Persistente”. Do mesmo modo, se nas duas
coletas ndo existir o isolamento do S. aureus o individuo sera considerado “Nao
Portador’. Quando ocorre isolamento de S. aureus em somente uma das coletas ou
quando existe isolamento em ambas as coletas, mas com contagens inferiores a 10°

ufc, o individuo sera considerado “Portador Intermitente”. ©

8



6- Testes Moleculares com as Amostras Isoladas de Staphylococcus:

6.1- Extracdo do DNA Bacteriano e Reacéo de PCR Simples:

As amostras que apresentarem uma identificacdo fenotipica correspondente as
espécies pesquisadas serdo repicadas em placas de TSA e, a partir do crescimento
obtido, serdo preparadas suspensfes em agua ultrapura, sendo o seu DNA gendmico
extraido pela técnica do choque térmico e utilizado nas reacdes de PCR simples para
caracterizacdo dos genes de interesse. %0

Os oligonucleotidios iniciadores, as temperaturas de anelamento e o tamanho
esperado dos produtos amplificados para os genes de interesse sdo descritos no
Apéndice 2, A analise dos produtos amplificados obtidos nas reacdes de PCR sera
realizada através de eletroforese em gel de agarose com emprego de corante nao
mutagénico e vizualizagdo dos produtos amplificados por meio de um transiluminador
de luz azul de LED, sendo o tamanho dos produtos amplificados estimados por

comparacdo com marcador de tamanho de DNA (100 a 1.000 pb).

6.2- Identificagdo Molecular dos Isolados e Pesquisa de Outros Genes de Interesse
das Amostras Isoladas:

A confirmacdo do género Staphylococcus sera realizada pela reacdo de PCR simples
para o gene 16S RNAr @Y, A confirmacdo da espécie da amostra como S. aureus sera
feita pelo gene nuc @?Y, S. epidermidis pelo gene epi ?? e S. lugdunensis pelo gene lug.
22 A identificagdo molecular da capacidade de producdo de Esp por amostras de S.
epidermidis sera feita pela pesquisa do gene esp ® e de lugdunina por amostras de S.
lugdunensis pelos genes lugA, lugB, lugC e lugD do operon NRPS @9, A presenca do
gene mecA @Y ser4d empregada para caracterizacdo da resisténcia a meticilina em

amostras de S. aureus (Apéndice 2).

7- Inibicdo da Formac&o de Biofilme por S. aureus por sobrenadantes de
Amostras de S. epidermidis Esp+:
A identificacdo da producédo de Esp por amostras de S. epidermidis sera realizada pela
inibicdo da formacdo de biofiime por S. aureus pelo sobrenadante de culturas das
amostras de S. epidermidis. Neste ensaio, em um po¢o de uma microplaca de
poliestireno de fundo chato de 96 pocos serdo colocados 180 pL de uma cultura em
Caldo Soja Tripticaseina (TSB) de uma amostra produtora de biofilme de S. aureus
ATCC 25923 (= 10° ufc mL') e 20 pL do sobrenadante de uma cultura de S. epidermidis.
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ApGs incubacédo, em condigdo estética, a cultura sera removida, o poco lavado com agua
purificada, serd feita fixacdo do biofilme eventualmente aderido nas paredes do poco
com metanol e em seguida serd realizada sua coloracdo com solucao de cristal violeta
de Hucker a 2%. O poco sera entdo lavado com agua purificada e o corante ligado ao
material na parede do poco extraido com alcool etilico. A absorbancia a 620 nm
(ABSe20nm) do extrato do pogo serd determinada em leitor de Elisa e comparada com as
de pocos controle, onde no lugar do sobrenadante da cultura de S. epidermidis sera
colocado TSB estéril. Este experimento sera realizado em triplicata e serd indicativo da

producdo de Esp pela amostra de S. epidermidis quando o resultado da média das

ABSe20 nm dos pocos teste for < 50% a média das ABSez0nm dos pocos controle. *3 23)

8- Teste de Bioatividade para Deteccédo da Producéo de Lugdunina:

A producao de lugdunina sera avaliada em Agar BM (peptona de soja 1,0%; extrato de
levedura 0,5%; NaCl 0,5%; glicose 0,1%, K.HPO., 0,1%, agar 1,5%, pH 7,2),
suplementado com 200 uM de 2, 2’-bipiridina, isto porque esse suplemento visa gerar
uma condicdo de limitacdo de ferro necessaria a producgéo de lugdunina. O Agar BM,
fundido e resfriado a 45°C, serd semeado com uma cultura overnight de S. aureus ATCC
25923 (“amostra indicadora”) e distribuido em placas. Apds a solidificacdo do meio, um
spot com 10 uL da cultura de S. lugdunensis sera feito na sua superficie. As placas
serdo incubadas e o desenvolvimento de um halo de inibicdo da “amostra indicadora”
ao redor do spot de crescimento da amostra de S. lugdunensis sera indicativa da

producédo de lugdunina. ¢4

9- Susceptibilidade das Amostras de S. aureus a Mupirocina e a Meticilina:

A susceptibilidade a mupirocina sera realizada pelo método de disco difusdo @%. Para
meticilina sera empregada a técnica preditiva com discos de cefoxitina ?* e confirmagédo

dos resultados com a pesquisa do gene mecA por PCR simples (descrita anteriormente).

10- Andlise Estatistica:

As analises estatisticas dos resultados obtidos, quando aplicavel, serdo realizadas com

o emprego do software GraphPad Prism.
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11-Cronograma de Execucdo:

A previsdao inicial para desenvolvimento das atividades previstas para realizagéo
desse Projeto de Pesquisa é do seu inicio em agosto de 2023 e conclusdo em
dezembro de 2024.

Ressaltamos, contudo, que independentemente do cronograma
apresentado abaixo as atividades do projeto serdo iniciadas somente a
partir da sua aprovacao pelo Sistema CEP-CONEP.

Ano de 2023
Atividades Previstas | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Out | Nov | Dez
Bloco 1
Bloco 2
Bloco 3

Ano de 2024
Atividades Previstas | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul [ Ago | Set | Out | Nov | Dez
Bloco 3
Bloco 4
Bloco 5
Bloco 6
Bloco 7
Bloco 8
Bloco 9

Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 1 (08/2023):

e “Culture Rule” dos participantes: seréo realizadas 2 coletas de material da
cavidade nasal, com um intervalo de 1 semana (de 50 estudantes dos cursos
da area de saude da UNIRIO);

e Processamento do material coletado (cultura qualitativa e quantitativa em
Agar Salgado Manitol);

¢ Identificacdo nas culturas realizadas de amostras de Staphylococcus aureus,
S. epidermidis e S. lugdunensis com testes fenotipicos (coloracdo de Gram,
catalase, coagulase, PYR, utilizacdo da trealose);

e Nas amostras identificadas como S. epidermidis realizacdo do Teste de
Inibicdo da Formacé&o de Biofilme para caracterizacdo da producéo de serina
protease extracelular (Esp);

e Nas amostras identificadas como S. lugdunensis realizacdo do Teste de
Bioatividade em Agar BM adicionado de 2,2’ -bipiridina para caracterizacdo da
producao de lugdunina;

e Preparo de culturas estoques em BHI-glicerol para armazenamento a -20°C;
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e Com base no isolamento das espécies de estafilococos de interesse os

participantes do estudo serao divididos nos grupos:

=>» Grupo 1: Portadores Persistentes de S. aureus (isolamento em contagens
significativas (>10° ufc) de S. aureus nas duas coletas);

=>» Grupo 2: Portadores Intermitentes de S. aureus (isolamento de S. aureus
em somente uma das coletas ou isolamento em ambas as coletas, mas em
contagens inferiores a contagem significativa de >102 ufc;

= Grupo 3: Presenca de Estafilococos Interferentes (isolamento de S.

epidermidis Esp+ e S. lugdunensis lugdunina+);
=>» Grupo 4: ndo foram isoladas espécies de estafilococos de interesse.

Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 2 (09 a 11/2023): \

¢ Nova coleta mensal de material dos participantes pertencentes aos Grupos
1, 2 e 3 por trés meses consecutivos;

¢ Processamento do material coletado (cultura qualitativa e quantitativa);

¢ Identificacdo de amostras de Staphylococcus aureus, S. epidermidis e S.
lugdunensis pelos testes fenotipicos;

e Nas amostras identificadas como S. epidermidis, realizacdo do Teste de
Inibicdo da Formacéo de Biofilme;

e Nas amostras identificadas como S. lugdunensis, Realizacdo do Teste de
Bioatividade em Agar BM adicionado de 2,2’-bipiridina;

e Preparo de culturas estoques das amostras de estafilococos de interesse em
BHI-glicerol para armazenamento a -20°C;

Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 3 (12/23 a 02/2024): \

¢ Realizacdo de testes moleculares (PCR) para confirmacéo da identificacédo de
género e espécie das amostras de Staphylococcus aureus, S. epidermidis e
S. lugdunensis;

e Determinacéo da susceptibilidade das amostras de S. aureus a meticilina pelo
teste preditivo com cefoxitina e a mupirocina pelo método de disco difuséo;

e Confirmacgéo da resisténcia das amostras de S. aureus a meticilina pela
pesquisa por PCR do gene mecA,

e Tabulacdo de resultados obtidos até o momento, preparo de relatorios e
redacdo de manuscritos referentes ao projeto.

\ Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 4 (01/2024):

e Apresentacgdo de Relatorio de Pesquisa Parcial ao CEP-HUGG.

Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 5 (03/2024):
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e Atividade idénticas as previstas no Bloco 1, sendo realizadas com um novo

grupo de 50 estudantes dos cursos da area de saude da UNIRIO.

Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 6 (04 a 06/2024):

e Atividade idénticas as previstas no Bloco 2.

\ Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 7 (07/2024):

e Apresentacdo de Relatério de Pesquisa Parcial ao CEP-HUGG.

\ Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 8 (07 a 12/2024):

e Atividade idénticas as previstas no Bloco 3.

Detalhamento das Atividades Previstas no Bloco 9 (12/2024):

e Apresentacdo de Relatério de Pesquisa Final ao CEP-HUGG.
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Apéndice 1:

<& UNIRIO UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
Universidude Federal do DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

Estado da Rio de Janend

DISCIPLINA DE MICROBIOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO | | “°%

Wocé, estudante de um dos Cursos da Area de Saude da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro — UNIRIO, esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa intitulado
“Prevaléncia de estafilococos interferentes na cavidade nasal de estudantes da area de
salde e sua correlagdo com o estado de portador de Staphylococcus aureus”, sob a
responsabilidade do professor da Disciplina de Microbiclogia Renato Geraldo da Silva Filho.

MNesse projeto sera analisado o matenal coletado da cavidade nasal de estudantes da nossa
Universidade. O objetivo dessa pesquisa & detectar a presenca de bactérias das cavidades
nasais capazes de interferir na colonizagdo por S. aureus, uma bactéria relacionada a diferentes
doencas e que pode se instalar na cavidade nasal sem causar qualquer problema. Nessa
condigdo, chamada de Estado de Portador, o nsco esta no individuo transmitir essa bacténa a
outros individuos, o que pode em determinadas condigbes causar infeccdes, e também a
alimentos por ele manipulados, o que pode levar esse alimento a causar intoxicagbes
alimentares.

“océ recebera todos os esclarecimentos necessanos antes e no decorrer da pesquisa. Nos lhe
asseguramos que o seu nome ndo aparecera em gualquer publicagdo dos resultados dessa
pesquisa, sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissio total de quaisquer informacdes que
permitam sua identificacdo.

A sua participacio se dara por meio da coleta de matenal da sua cavidade nasal. Essa sera feita
pela introducio nas suas nannas de um “swab” esténl descartavel umedecido em solugdo salina
estéril. Essa coleta de matenal sera feita no Laboratorio de Aulas Praticas da Disciplina de
Microbiologia (Bloco D — Sala: 409) por duas vezes com intervalo de uma semana, em um horario
previamente combinado. Inicialmente vocé fara a leitura desse TCLE e, se concordar com as
condigBes descritas, fara sua assinatura e recebera uma copia. Depois, preenchera uma ficha
com algumas perguntas pessoais e sobre sua salde. Em seguida sera realizada a coletas de
material da cavidade nasal. No maximo, isso demorara cerca de 10 minutos. Dependendo do
resultado obtido nessas coletas iniciais serdo agendadas novas coletas no 1%, 2° e 3° més para

acompanhamento dos resultados.

Rubrica do Participante: Rubrica do Pesquisador: Pagina 113
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Apéndice 1 (continuacao):

< UNIRIO  UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
Urwersidade Federsl do DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

Estao o B de dareng

DISCIPLINA DE MICROBIOLOGIA

O procedimento de coleta de matenal da cavidade nasal implica em um risco minimo a sua
saude, ou seja, no maximo vocé sentird um desconforto local momentaneo que cessa ao final da

coleta, ou caso vocé solicite, com sua interrupgio.

Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para desenvolvimento desse projeto de pesquisa
da Disciplina de Microbiologia, e com a ampliagdo do conhecimento de como os estafilococos

interferentes podem proteger o individuo da colonizago nasal por 5. aureus.

“océ pode se recusar a responder qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo
desistir de participar da pesquisa em qualguer momento sem nenhum prejuizo para vocé. Caso
haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participagio nessa pesquisa, vocé recebera
assisténcia integral e gratuita, pelo tempo que for necessario, obedecendo os dispositivos legais

vigentes no Brasil.

Sentindo gualgquer desconforto relacionado aos procedimentos adotados durante a pesquisa,

vocé pode procurar o pesquisador respensavel para que ele possa ajuda-lo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados no ambito nossa Universidade em trabalhos
académicos, podendo ser publicados em artigos cientificos postenormente. Os dados dos
participantes da pesquisa ficardo sob a guarda do Pesquisador Responsavel por um periodo de
no minime 5 anos apos o final do projeto, podendo ser amazenados em formato digital, sendo
preservados o ancnimato e a indisponibilidade de qualguer informac3o gue permita a sua
identificagdo em qualquer pesquisa que os utilize. Conforme as Resolucdes do CNS n® 466/12 e

n® 510/16, ao final desse prazo esse matenal sera descartado.

Se vocé tiver qualquer incdmodo local persistente apos a coleta do matenal da cavidade nasal
ou tiver dividas em relagfo & pesquisa a seus resultados, por favor entre em contato com o Prof.
Renato Geraldo da Silva Filho, por mensagem: renato.geraldo silva@uniric.br ou pelo telefone
da Disciplina de Microbiologia: 2531-7890. Em caso de divida quanto & conducdo ética do
estudo, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée
e Guinle -UNIRIOVEBSERH, que tém por objetivo defender os interesses dos participantes das
pesquisas em sua integridade e dignidade, contribuindo para que sejam seguidos padries éticos

na realizacdo de pesquisas.

Rubrica do Participante: Rubrica do Pesquisador: Pagina: 213
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Apéndice 1 (continuagéo):

Hinsrsidude |ederal do DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

Estado do Hio de daner

':\“jﬂ_—' UNIRIO  UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
DISCIPLINA DE MICROBIOLOGIA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle - UNIRIC/EBSERH. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas cuja funcio
& defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrbes éticos. As dividas com relagdo a
assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidas pelo
telefone (21) 2264-5177, whatsapp (21) 97138-5971 ou e-mail cephugg@gmail.com, sendo o
horarno de atendimento das 08:00 as 17:00 h, de segunda a sexta-feira. O CEP-HUGG se localiza
no quarto andar do HUGG, pavilhdo hospitalar, acesso pela escada ou elevador ac final do
comredor que leva a enfermana de Ortopedia — Rua Manz e Barros 775, Tijuca, Rio de Janeiro,
RJ. CEP: 20270-004.

Caso vocé voluntariamente concorde em participar, pedimos que rubrique todas as folhas desse
documento e o assine abaixo. Esclarecemos que sua participagéo é voluntaria e a recusa
em participar do projeto podera ser feita a qualquer tempo, mesmo apos a assinatura do
TCLE, bastando nos comunicar. Este documento que foi elaborado em duas vias, uma ficara

com o pesquisador responsavel e a outra sera entregue a vocé.

Rio de Janeiro, ___ de de

MNome do Participante (em letra de forma)

Assinatura do Participante

Renato Geraldo da Silva Filho
MNome do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Rubrnca do Parficipante: Rubrica do Pesquisador: Paging 34
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Apéndice 1 (continuagéo):

< UNIRICO  UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
uersidade Federsi do - DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

DISCIPLINA DE MICROBIOLOGIA

Ficha de Coleta de Dados Pessoais do Projeto “Prevaléncia de estafilococos interferentes na cavidade nasal de
estudantes da drea de salde e sua comelagdo com o estado de portador de Staphylococcus aureus”

Por favor, use letra de forma: e-mail institucional: @edu.unirio.br
Celular: (____) e-mail pessoal:

Cadigo de Controle: Data: | |

Faixa etaria: ] 18a23anos []24a2%anos [[] 30a35anos | [] 36 oumais
Sexo Bioldgico [] Feminino [] Masculino

Cor da pele (IBGE). | [] Amarelo ] Branco |[] Indigena |[_] Pardo [] Preto
Meio de Transporte: | [] Onibus ] Trem [[] Mefrd [] Outros:
Curso:[_] Biomedicina [ ] Enfermagem [ ] Medicina [ ] Nuiricio Periodo atual:

Teve infec;io com pus na pele no iimo més? [] N&o [] sim

Teve alguma infecgZo de garganta no Uitimo més? [J N&o [] sim

Teve sinusite no Ulimo més? [] Néo ] sim

Teve ofite no Ultimo més? [J N&o [] sim

Possui rinite alérgica? [] Méo [] Sim

Possui alguma doenca autoimune? [] N&o [] sim

Se sim, qual?

Ficou hospitalizado nos Ulfimos meses? ‘ [ Méo ‘ [] Sim

Se sim, gual motivo?

Possui piercing no nariz? [] N&o [] sim

Fez uso de antimicrobianos nos Ulimos 30 dias? [J N&o [] sim

Se fez uso, qual antimicrobiano foi usado?

Frequenta o ambiente hospitalar: ‘ [] Estagio ‘ [] Trabalho [] Paciente [] Acompanhante

Tendo frequentado o ambiente hospitalar responda:

[] Teve contafto direto com pacientes | [ N80 teve contato direto com pacientes

Ultima vez que esteve no hospital: | [] De 1-10dias | [] De 11-30 dias [] Mais de 30-60 dias

Rubsica do Participante: | Rubrica do Pecquisador: Pagina 4/4
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Apéndice 2:

Genes alvo, oligonucleotideos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos
produtos amplificados através da técnica de PCR simples

Gene Oligonucleotideo Temperatura Produto Referéncia
Alvo* Iniciador (5—3’) de Anelamento | Amplificado
16S rRNA-F AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA
55°C 124 pb 21
16S rRNA-R CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC
nuc-F GCGATTGATGGTGATACGGTT
50°C 279 pb 21
nuc-R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
epi-F TTGTAAACCATTCTGGACCG
- 58°C 251 pb 22
epi-R ATGCGTGAGATACTTCTTCG
lug-F TCCAATGATGGTAACGAGGC
58°C 695 pb 22
lug-R TTTTGCGCCTCGTTTTGTGC
esp-F TTTGGAGGTTATCATATGAAAAAGAG
57°C 861 pb 13
esp-R CTGAATATTTATATCAGGTATATTGTTTC
lugD-F ATACTGCAGGCTTAGCTAGAAGGAGAG
49°C 625 pb 15
lugD-R AATGGTACCCATCAGCATTATAGT
mecA-F GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA
58°C 310 pb 21
mecA-R CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA

*Gene alvo: nuc, epi e lug= proteinas da familia termonuclease; esp= serina protease Esp; mecA= marcador
molecular de resisténcia a meticilina; 16S RNAr= Staphylococcus género especifico.
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