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RESUMO

Introdugao: Staphylococcus aureus e Candida albicans sao isolados
concomitantemente com frequéncia na microbiota humana, porém em casos de
candidiase vulvovaginal a presenca de S. aureus é preocupante, pois a coinfecgéo
C. albicans/ S. aureus piora a doencga invasiva se comparada a infec¢ado de um dos
dois organismos isoladamente. Objetivos: Determinar a frequéncia de S. aureus
isolados de conteudo vaginal de mulheres com e sem candidiase vulvovaginal (CVV),
e caracterizar a viruléncia e resisténcia desses microrganismos. Métodos: Foram
estudadas amostras bacterianas isoladas de conteudo vaginal e dados clinicos de 86
pacientes com e sem CVV. Os 116 isolados bacterianos obtidos foram submetidos a
PCR para identificacdo de S. aureus (gene sau) e MRSA (gene mecA), sendo o
cassete cromossOmico estafilococico mec (SCCmec) caracterizado por PCR
multiplex. As amostras positivas para S. aureus foram submetidas ao teste de disco-
difusdo para determinar a resisténcia antimicrobiana. Os genes das enterotoxinas
estafilocdcicas A, B, C, D e da Toxina 1 da sindrome do Choque toxico (TSST-1) foram
pesquisados por PCR. Resultados: Foram isolados 10 (8,6%) S. aureus de 9
pacientes, sendo uma paciente com CVV. Dos 10 isolados de S. aureus, 9 (90%)
foram MRSA e destas 6 (66.6%) com SCCmec do tipo | e 3 (33,3%) com SCCmec IV.
O gene da enterotoxina A (gene sea) foi detectado em 5 (50%) dos S. aureus, sendo
em 4 MRSA com SCCmec | e 1 MRSA com SCCmec IV. Conclusdes: O estudo néo
confirmou a associagao de candidiase vulvovaginal com o carreamento por S. aureus,
porém trouxe importantes informagdes sobre S. aureus em conteudo vaginal de
mulheres jovens saudaveis, ressaltando a alta frequéncia de MRSA e o elevado indice
de resisténcia antimicrobiana, além da capacidade de producdo da enterotoxina A que

pode agravar as possiveis infecgdes estafilococicas.

Palavras-chave: Candidiase vulvovaginal; Staphylococcus aureus; MRSA;

resisténcia antimicrobiana; enterotoxinas estafilocdcicas
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ABSTRACT

Introduction: Staphylococcus aureus and Candida albicans are frequently isolated
concomitantly in the human microbiota, but in cases of vulvovaginal candidiasis, the
presence of S. aureus is worrisome. Objectives: To determine the frequency of S.
aureus isolated from vaginal contents of women with and without vulvovaginal
candidiasis (VVC), and to characterize the virulence and resistance of these
microorganisms. Methods: Bacterial samples isolated from vaginal contents and
clinical data from 86 patients with and without VVC were studied. The 116 bacterial
isolates obtained were submitted to PCR to identify S. aureus (sau gene) and MRSA
(mecA gene), and the staphylococcal chromosome cassette mec (SCCmec) was
characterized by multiplex PCR. Samples positive for S. aureus were subjected to disk-
diffusion method to determine antimicrobial resistance. Staphylococcal enterotoxin A,
B, C, D and Toxic Shock Syndrome Toxin 1 (TSST-1) genes were screened by PCR.
Results: Ten (8.6%) S. aureus were isolated from 9 patients, one of them a patient
with VVC. Of the 10 S. aureus isolates, 9 (90%) were MRSA and 6 of these (66.6%)
had SCCmec type | and 3 (33.3%) had SCCmec IV. The enterotoxin A gene (sea gene)
was detected in 5 (50%) of S. aureus, in 4 MRSA with SCCmec | and 1 MRSA with
SCCmec IV. Conclusions: The study did not confirm the association of vulvovaginal
candidiasis with S. aureus vaginal carriage, but it provided important information about
S. aureus in the vaginal contents of healthy young women, highlighting the high
frequency of MRSA and the high rate of antimicrobial resistance, in addition to the
ability to produce enterotoxin A which can aggravate possible staphylococcal

infections.

Keywords: Vulvovaginal candidiasis; Staphylococcus aureus; MRSA; antimicrobial

resistance; staphylococcal enterotoxins
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1 INTRODUGAO

A microbiota vaginal de mulheres em idade reprodutiva € considerada saudavel
quando as espécies do género Lactobacillus sao predominantes. Esses bacilos s&o
Gram-positivos, anaerobios facultativos ou microaerébios e considerados protetores
do trato genital inferior feminino, pois tém a capacidade de produzir acido lactico e
bacteriocinas, que impedem a degradagao do muco e inibem o crescimento de
patdgenos. Alguns lactobacilos sdo produtores de peréxido de hidrogénio, que dificulta
a permanéncia de microrganismos n&o produtores da enzima catalase e que podem
causar infecgdes genitais [1].

Quando ocorre algum desequilibrio na microbiota vaginal, ha uma reducdo na
concentragao de Lactobacillus e os microrganismos patogénicos se aproveitam dessa
condigdo para colonizar a mucosa e causar infecgbées [2]. Segundo a Federagéo
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia [3], as vulvovaginites e as vaginoses sédo as
causas mais comuns de corrimento vaginal patoldgico, responsaveis por mais de 10
milhdes de consultas médicas por ano.

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infecgdo fungica caracterizada por
sinais e sintomas inflamatérios detectados na vulva e na mucosa vaginal, sendo os
agentes etioldgicos as espécies de Candida, principalmente Candida albicans [4,5].
Tanto a infecgao primaria quanto a recorréncia da CVV estdo associadas a alguns
fatores, tais como: uso de antimicrobianos, niveis de estrogénios, terapia de reposigao
hormonal, comorbidades (diabetes tipo 1 e 2, fibrose cistica, entre outras), uso de
roupas nao respiraveis, uso de duchas vaginais, atividade sexual, deficiéncia de ferro
e uso de contraceptivos [6]. Esses fatores de risco associados a CVV pode favorecer
a colonizagao da regiao genital por outros microrganismos patogénicos, tais como a
bactéria Staphylococcus aureus|[7].

Staphylococcus aureus é a principal bactéria do género Staphylococcus e
aproximadamente 20% dos individuos sao colonizados persistentemente nas narinas,
e 30% intermitentemente colonizados [8,9]. No entanto, varios outros sitios podem ser
colonizados, incluindo axilas, virilha, vagina e trato gastrointestinal. A taxa de
colonizagao por S. aureus na regiao vulvovaginal é variavel nos estudos, girando em
torno de 9 a 15%, podendo chegar a até 22% nas mulheres gravidas [10-15].

Embora possa colonizar varios sitios de forma assintomatica, S. aureus pode

apresentar comportamento oportunista e causar sérias infecgées no hospedeiro. As
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infeccbes mais comuns incluem: furdnculos, carbunculos, impetigo, osteomielite,
endocardites, bacteremias e sepses [16]. Em estudo que avaliou os microrganismos
relacionados a vulvovaginites em meninas pré-puberes foi relatado que S. aureus foi
0 agente etiolégico de 5,8% dos casos estudados [17].

O grande problema das infec¢bes causadas por S. aureus estao relacionadas
a expressao de fatores de viruléncia e a resisténcia aos antimicrobianos utilizados na
terapia. Staphylococcus aureus sao capazes de produzir toxinas, tais como
superantigenos e as citotoxinas. As toxinas estafilocdcicas sdao denominadas
superantigenos e abrangem as enterotoxinas estafilococicas e a toxina 1 da sindrome
do choque téxico (TSST-1) [18]. Esses superantigenos s&o capazes de fazerem
ligagcdes simultdneas ao Complexo de Histocompatibilidade Maior (MHC) de classe |l
das células apresentadoras de antigeno e aos receptores de células T, porém fora do
sitio de ligagdo. Essa interagdo trimolecular MHC classe Il:superantigenos
estafilococicos:receptores de células T leva a uma liberacdo exacerbada das
principais citocinas pro-inflamatdrias, incluindo IFN-gama, TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-8,
que causam inflamacao aguda mediada, choque e toda a manifestacao de efeitos
sistémicos das infeccdes estafilococicas [19].

A Sindrome do Choque Téxico (TSS) € uma doenga sistémica caracterizada
por extensa proliferacdo de células T por todo o corpo. Isso leva a inflamacéao
sistémica e problemas de saude concomitantes, incluindo a formacgao de erupcoes
cutaneas, faléncia de multiplos 6rgaos e, potencialmente, morte [20]. A TSS menstrual
tem relacdo com a TSST-1, porém pode estar associada as outras enterotoxinas
estafilocdcicas, apresentando uma incidéncia de 0,03 a 0,50 casos por 100.000
pessoas, com mortalidade em torno de 8% [21]. No inicio da década de 80 essa
sindrome foi relacionada com o uso de tampdes em mulheres portadoras de S. aureus
toxigénicos no periodo menstrual, porém atualmente os mecanismos imunoldgicos e
as mudangas no ecossistema vaginal durante a menstruagdo complementam os
fatores de risco para TSS [21].

Outro fator importante associado as infeccoes € a resisténcia aos
antimicrobianos utilizados no tratamento. A presenca de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) é um dos grandes obstaculos no tratamento das
doencas estafilocécicas uma vez que estes microrganismos sao resistentes a todos

antimicrobianos B-lactamicos [22].
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A resisténcia a meticilina em Staphylococcus é determinada pelo gene mecA,
que codifica a proteina ligadora de penicilina suplementar (PBP2a), apresentando
assim baixa afinidade as penicilinas semissintéticas [22]. O gene mecA é carreado em
um elemento genético movel identificado como cassete cromossdémico estafilocdcico
mec (Staphylococcal Cassette Chromosome, SCCmec). Até o momento foram
descritos 13 tipos diferentes de SCCmec baseados em diferencas alotipicas nas
regides ccr e complexo mec do cassete cromossémico. Os tipos de SCCmec |, Il e lll
estao presentes predominantemente nos isolados de MRSA em ambiente hospitalar,
enquanto os outros tipos s&o encontrados na comunidade [23,24].

C. albicans e S. aureus sao isolados concomitantemente com frequéncia na
microbiota humana e a comunicacao entre as espécies facilita a colonizagcao estavel
e assintomatica desses organismos no hospedeiro [7], mas sob certas circunstancias
também podem causar doenga invasiva grave [25,26]. Estudos apontam que a
coinfeccao de C. albicans e S. aureus em diferentes sitios sdo preocupantes na
clinica. Sdo dois dos patdégenos mais comumente co-isolados de infecgdes fungicas-
bacterianas mistas na corrente sanguinea, bem como de doengas associadas ao
biofilme, como fibrose cistica, periodontite e cateter [7,27-29]. A frequéncia da
coinfeccao C. albicans-S. aureus € em parte devido a locais de colonizagao
compartilhados no corpo humano, bem como uma propensdo para esses
microrganismos interagirem e formarem biofilmes polimicrobianos [7,29,30].

Alguns dos primeiros estudos investigando C. albicans/S. aureus identificou
que essa interagao polimicrobiana esta associada a maior mortalidade quando ambos
0s organismos sao inoculados na cavidade peritoneal de camundongos
simultaneamente [31-33]. A coinfecgéo S. aureus e C. albicans altera o metabolismo
microbiano em relagao a infecgdo com cada organismo isoladamente. As alteragdes
metabdlicas durante a coinfecgédo regulam a viruléncia, como o aumento da produgao
de toxinas em S. aureus ou a contribuicdo para a morfogénese e remodelagao da
parede celular em C. albicans, resultando em maior sobrevivéncia microbiana e
evasao imune [33]. Assim a coinfeccao C. albicans/ S. aureus piora a doencga invasiva
se comparada a infec¢gdo de um dos dois organismos isoladamente.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia de S. aureus
em fluidos vaginais de mulheres com e sem CVV, e caracterizar esses microrganismos

em relagao a viruléncia e resisténcia.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Populagao de estudo

Foram abordadas 303 mulheres em idade fértil, sendo estas o total de mulheres
atendidas em consultas de rotina de um consultorio ginecoldgico e obstétrico de rede
particular no periodo de 01 de agosto de 2021 a 01 de fevereiro de 2022. Todas as
pacientes aceitaram participar do estudo, entretanto 201 foram excluidas por nao se
adequarem aos critérios de inclusdo. Portanto inicialmente foram incluidas no trabalho
102 pacientes. As amostras de fluido vaginal foram semeadas em agar Baird Parker,
sendo que em 86 pacientes houve crescimento bacteriano, perfazendo um total final
de 116 amostras sugestivas para estafilococos (considerando que foram coletadas

amostras do lado interno e externo da mucosa vaginal) (Figura 1).

Total de mulheres
abordadas (303)

Total de mulheres que aceitaram participar
do estudo (303)

= Excluidas (201)

Total de mulheres incluidas na
analise inicial (102)

> Semeadas em agar Baird Parker

Presenca de crescimento
bacteriano (86)

Total final de amostras

(1186)

Figura 1. Fluxograma representativo sobre selecdo das amostras
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2.2 Aspectos éticos e tipo de estudo

Trata-se de um estudo transversal, analitico, e observacional, aprovado pelo
aprovado no Comité de Etica (CEP) com o protocolo CAAE 39638620.8.0000.5515 da
Plataforma Brasil.

A coleta das amostras de fluido vaginal foi realizada em todas as pacientes
atendidas em consultas de rotina de um consultorio ginecoldgico e obstétrico de rede
particular no periodo de 01 de agosto de 2021 a 01 de fevereiro de 2022, que
aceitaram participar do trabalho, mediante assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE).

Os microrganismos foram isolados e congelados a -80°C em agar nutriente
suplementado com 10% de glicerol e estdo armazenados no Laboratério de
Microbiologia da UNOESTE e a utilizagdo desses microrganismos em projetos futuros
foi autorizada pelo CEP.

Foram incluidas amostras de 102 pacientes entre 18 a 51 anos, assintomaticas
e sintomaticas para candidiase que concordaram participar durante o periodo. Foram
excluidas aquelas pacientes que fizeram uso de antimicrobianos, probidticos,
imunossupressores ou corticoides nos 30 dias antecedentes a coleta, realizado ducha
vaginal no dia do exame, estiveram menstruadas, ou que ndo estiveram em

abstinéncia sexual por pelo menos 24 horas.

2.3 Coleta de amostra

A coleta das informacgdes clinicas e laboratoriais, bem como das amostras de
fluido vaginal foi realizada em pacientes atendidas em consultas de rotina de um
consultério ginecoldgico de rede particular na cidade de Presidente Prudente/ SP.

Da anamnese, foram extraidos dados sociodemograficos, estado clinico e
histérico do paciente por meio de um questionario, que incluiu informag¢des sobre
idade, estado civil, doengas cronicas, uso de anticoncepcionais, atividade sexual,
inicio da atividade sexual, gestacao, profissao entre outras.

A seguir, a paciente foi submetida ao exame fisico, no qual foi realizado o
exame ginecologico. Para analise microbiologica, a amostra de secreg¢ao vaginal foi
coletada das paredes vaginais laterais durante o exame fisico das pacientes, com o
auxilio de duas zaragatoas flexiveis esterilizadas e imediatamente imersas em
solugdo salina estéril (NaCl 0,85%) em tubos de ensaio lacrados com rolhas de

algod&o hidrofobico. O material foi enviado no mesmo dia ao Laboratério de
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Microbiologia da Universidade do Oeste Paulista, onde os microrganismos foram
isolados e congelados a -80°C em agar nutriente suplementado com 10% de glicerol.

2.4 Identificagao fenotipica de S. aureus

As amostras de conteudo vaginal semeados em agar Baird Parker foram
coradas pelo método de Gram objetivando-se sua pureza e a observagédo de sua
morfologia e coloragcdo especifica. Apos a confirmagdo dessas caracteristicas, as
linhagens foram submetidas a prova de catalase. Desta forma, o género
Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base na prova de oxidagao e
fermentacdo da glicose e pela resisténcia a bacitracina (0,04 U) indicada pela
auséncia de halo de inibicdo ou formacao de halo de até 9 mm e pela sensibilidade a
furazolidona (100 pg) caracterizada por halos de inibicdo de 15 a 35 mm de
didmetro. Para diferenciacdo da espécie S. aureus dos estafilococos coagulase-

negativa foi realizada a prova da coagulase [34].

2.5 Extracao de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o Kit lllustra (GE healthcare) que consistiu
na digestao inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase
K (20 mg/ml). A seguir 500 pl da solugéo de extragdo foi adicionada a mistura e esta
foi centrifugada a 10.000 x g por 4 min. O sobrenadante foi transferido para a coluna
e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O liquido coletado foi descartado e 500 nl de
solugao de extragao adicionada novamente a coluna. Apos a centrifugacao e descarte
do liquido coletado, 500ul da solugdo de lavagem foi adicionada a coluna e
esta submetida a centrifugagdo a 20.000 x g por 3 min. A seguir, a coluna
foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 ul de agua Milli Q aquecida a 70°C foi

utilizada para a eluigéo [35].

2.6 Identificagao genotipica de S. aureus

Para a deteccdo genotipica de S. aureus foi realizada a técnica de Reagédo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para a deteccao do gene sau, especifico da espécie. Os
primers utilizados estdo descritos na Tabela 1 e as reag¢des foram realizadas segundo
os parametros estabelecidos por Riffon et al [36]. A eficiéncia das amplificacdes foi
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monitorada pela eletroforese da reagcdo em gel de agarose 1% e corado com Brometo
de Etideo.

2.7 Deteccao do gene das enterotoxinas estafilococicas e da TSST-1

A deteccao do gene das enterotoxinas estafilococicas (EEA, EEB, EEC e EED)
e da TSST-1 foi realizada pela técnica de PCR utilizando os primers descritos na
Tabela 1. As reacdoes foram realizadas conforme os pardmetros descritos por
Johnson et al [37] e Cunha e tal.[38]. A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada
pela eletroforese da reagdo em gel de agarose 1% e corado com Brometo de Etideo.
Linhagens de S. aureus toxigénicas de referéncia internacional foram utilizadas como
controle positivo, incluindo, ATCC 13565 (EEA), ATCC 14458 (EEB), ATCC 19095
(EEC), ATCC 23235 (EED) e ATCC 51651 (tst).

2.8 Deteccao do gene mecA pela técnica de PCR

As reagdes de PCR para a detec¢cado do gene mecA foram realizadas segundo
protocolo descrito por Murakami et al [39] com os primers descritos na Tabela 1. A
eficiéncia das amplificagbes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose 1% e corado com Brometo de Etideo.
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nas técnicas de PCR para detecgédo dos genes

de identificagdo de S. aureus, superantigenos, gene mecA

Primer Sequéncia de nucleotideos 5’ a 3’ pb Alvo
sau327 GGA CGA CAT TAG ACG AAT CA 1250 Sau
sau1645 CGG GCACCTATTTTC TAT CT
seat TTGGAAACGGTTAAAACGAA 123 Enterotoxina A
sea2 GAACCTTCCCATCAAAAACA
seb1 TCGCATCAAACTGACAAACG 478 Enterotoxina B
seb2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC
sec1-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 Enterotoxina C
sec1-2 AAATCGGATTAACATTATCC
sed1 CTAGTTTGGTAATATCTCCT 317 Enterotoxina D
sed2 TAATGCTATATCTTATAGGG
tsst1 ATGGCAGCATCAGCTTGATA 350 TSST-1
tsst2 TTTCCAATAACCACCCGTTT
mecA1 AAAATCGATGGTAAAGGTTGG 533 PBP2a
mecA2 AGTTCTGCAGTACCGGATTTG

Fonte: Riffon et al[36]; Johnson et al [37] e Cunha et al.[38]; Murakami et al [39]

2.9 Determinacgao da susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado pela técnica da
difusdo da droga em Agar a partir de discos impregnados conforme critérios
recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute — CLSI [40]. Para o
preparo dos inéculos foram utilizadas culturas em caldo BHI, previamente incubadas
por 4 a 6 horas e ajustadas anteriormente com a turbidez da escala 0.5 de McFarland.

Uma vez ajustada a densidade do in6culo, a semeadura foi realizada através
de swab estéril na superficie de Agar Mueller Hinton, e a seguir aplicados os discos
impregnados com as drogas. Os discos utilizados utilizados foram: Cefoxitina (CFO),
Penicilina (PEN), Clindamicina (CLI), Eritromicina (ERI) e Amoxicilina+Acido
Clavulanico (AMC).

As placas foram incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas sendo a
atividade do antimicrobiano avaliada pelo didmetro do halo de inibicdo através de

interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo CLSI [40].
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2.10 Analise dos resultados

Para analise estatistica foram utilizadas analises uni e multivariadas, teste do
qui-quadrado, regressao logistica e Teste T de Student, considerando nivel de
significancia de 0,05. O software utilizado foi o Rstudio.

3 RESULTADOS

Foram estudadas amostras bacterianas e dados clinicos e laboratoriais obtidos
de 86 pacientes. A idade variou entre 21 a 48 anos, sendo a média de idade= 29,9 +
6,2. Das 86 pacientes avaliadas, 25 (29,0%) pacientes apresentavam candidiase
vulvovaginal e em 9 (10,46%) pacientes foi detectada a presenca de S. aureus.

Apenas uma paciente com candidiase vulvovaginal foi confirmada carreadora
de S. aureus sendo que os demais isolados de S. aureus foram provenientes de
mulheres que ndo apresentavam a candidiase.

As caracteristicas demograficas e socio-epidemioldgicas foram avaliadas,
porém nenhuma variavel foi significativa como preditora da presenga de S. aureus
(Tabela 2). A correlagao dos exames laboratoriais com a presenga de S. aureus nao
mostrou diferencga significativa entre as variaveis analisadas (Tabela 3).



Tabela 2. Dados demograficos e socio-epidemioldgicos de 86 pacientes carreadoras

e nao carreadoras de S. aureus na mucosa vaginal.

S. aureus
Pacientes
Dados (n=86) Presenca Auséncia P-valor
n=
n=9 (8,6%) n=77 (91,4%)
Média + DP 30,1+6,1 294+47 30,2+6,3 0,926
dad 20 + 30 anos 47 (55,3) 6 (66,7%) 41 (53,9%)
ade
30 + 40 anos 30 (35,3) 3 (33,3%) 27 (35,5%) 0,363
40 49 anos 8 (9,4) 0 (0,0%) 8 (10,5%)
Média + DP 17,4126 17 £1,2 17,526 0,988
Idade 14 +19anos 62 (77,5%) 8 (88,9%) 54 (76,1%)
coitarca 19+24 anos  15(18,7%) 1(11,1%) 14 (19,7%) 0,537
24 + 29 anos 3(3,7%) 0 (0,0%) 3 (4,2%)
Sim 27 (31,8%) 2 (22,2%) 25 (32,9%)
Uso de ACO 0,408
Nao 58 (68,2%) 7(77,8%) 51 (67,1%)
Menarca Sim 5 (5,8%) 0 (0,0%) 5 (6,5%) 0.567
precoce Nao 81 (94,2%) 9 (100,0%) 72 (93,5%) ’
Alimentacgao Sim 67 (77,9%) 7 (77,8%) 60 (78,9%) 0.593
balanceada Nao 18 (20,9%) 2 (22,2%) 16 (21,1%) ’
Sim 71 (82,6%) 9 (100,0%) 62 (81,6%)
Depilagao 0,181
Nao 14 (16,3%) 0 (0,0%) 14 (18,4%)
Gestagao Sim 40 (46,5%) 6 (66,7%) 34 (44,2%) 0.177
prévia Nao 46 (53,5%) 3 (33,3%) 43 (55,8%) ’
Candidiase Sim 22 (25,9%) 1(11,1%) 21 (27,3%) 0.264
recorrente Nao 63 (74,1%) 8 (88,9%) 55 (71,4%) ’




Tabela 3. Dados laboratoriais de 86 pacientes carreadoras e ndo carreadoras de S.

aureus na mucosa vaginal.

S. aureus
Pacientes
Exames Laboratoriais (n=86) Presencga Auséncia P-valor
n=
n=9 (8,6%) n=77 (91,4%)
Glicemia Média+DP 87,1+10,8 81,8+4,8 87,6 +11,1 0,092
Colesterol total Média+DP 176,4 £36,2 159,3+29,5 178,3 + 36,6 0,270
HDL Média + DP 61,7 £ 17,1 61,1+94 61,8+ 17,8 0,735
LDL Média + DP 98,6 £ 27,3 102,8 + 10,4 98,2+ 28,4 0,497
Triglicérides  Média+DP 91,2+ 69,8 64,6 + 31,0 942+72,4 0,210
Vitamina D Média + DP 28,7+9,9 29,5+9,6 28,6 + 10,1 0,856
Sim 1(1,3%) 0 (0,0%) 1(1,5%)
TSH alterado 0,880
Nao 74 (98,7%) 9 (100,0%) 65 (98,5%)

A identificacao de S. aureus em amostras de conteudo vaginal foi confirmada
através de técnicas moleculares em 10 (8,62%) das 116 amostras, estando essa
bactéria presente em 9 (8,82%) pacientes. Dos 10 isolados positivos para S. aureus,
9 foram MRSA (90%), sendo 6 (66,6%) com SCCmec do tipo | e 3 (33,3%) com
SCCmec do tipo IV.

Em relagéo a resisténcia aos antimicrobianos, 100% dos isolados de S. aureus
foram resistente a penicilina, 90% a cefoxitina, 80% a eritromicina, 70% a amoxicilina
+ acido clavuléanico e 50% a clindamicina (Tabela 4). O indice MAR foi maior que 0,2

em todos os isolados, confirmando a multirresisténcia aos antimicrobianos.

Tabela 4. Determinacdo da resisténcia antimicrobiana dos isolados de S. aureus

provenientes de conteudo vaginal

MRSA
Antimicrobiano MSSA (n=1)
SCCmec | (n=6) SCCmec IV (n=3)

Cefoxitina 1 (100%) 5 (83,3%) 3 (100%)
Penicilina 1 (100%) 6 (100%) 3 (100%)
Amoxicilina + clavulanato 0 (0%) 4 (66,6%) 3 (100%)
Clindamicina 0 (0%) 4 (66,6%) 1(33,3)
Eritromicina 0 (%0 5 (83,3%) 3 (100%)

MSSA: S. aureus sensivel a meticilina; MRSA: S. aureus resistente a meticilina
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Entre os superantigenos pesquisados, o gene da enterotoxina A (gene sea) foi
detectado em 5 (50%) dos S. aureus, sendo em 4 MRSA com SCCmec | e 1 MRSA
com SCCmec IV. As demais enterotoxinas (B, C, e D), TSST-1 e PVL também foram
pesquisadas e ndo detectadas nas amostras estudadas.

O isolado de S. aureus da paciente com CVV era MRSA com SCCmec tipo IV
e positivo para o gene da enterotoxina A, além de resistente a todos os

antimicrobianos testados com excecado da amoxicilina + acido clavulanico.

4 DISCUSSAO

S. aureus € um importante patdégeno humano capaz de causar uma ampla
gama de infecg¢des clinicas como endocardite infecciosa, infecgdes osteoarticulares,
de pele e tecidos moles, pleuropulmonares e relacionadas a dispositivos, tanto na
comunidade quanto em ambientes hospitalares [41].

A colonizagao por MRSA da pele e mucosas, assim como das narinas e do trato
vaginal, eleva o risco de desenvolvimento de infeccdo por este patégeno
[13,42,43]. Embora muitos estudos tenham investigado a colonizagao da pele e das
narinas por S. aureus , bem como a infeccdo subsequente, ha poucos trabalhos sobre
os fatores especificos que influenciam o estabelecimento e a persisténcia de S. aureus
e MRSA na microbiota vaginal, e as infecgdes iniciadas por esta via. Assim, o presente
estudo determinou o carreamento vaginal de S. aureus em mulheres jovens com e
sem candidiase vulvovaginal. A taxa de carreamento vaginal por S. aureus entre as
mulheres foi de 10,46%, semelhante a taxas entre 9-15% ja reportadas [10-15].

Ha poucos trabalhos na literatura sobre colonizagéo vaginal por S. aureus em
mulheres jovens, ndo gravidas e saudaveis e os existentes ndo séo atuais [10, 14, 45].
Tais trabalhos foram ainda baseados em culturas vaginais, faltando a confirmagéao
genotipica, o que dificulta a comparagdo com o presente estudo, pois a detecgéo
somente pela cultura do conteudo vaginal pode subestimar a real taxa de carreamento
vaginal  pelo S. aureus. Estudos recentes [11, 12, 13] relataram as taxas de
colonizagao vaginal por S. aureus em mulheres no periodo gestacional, que alcangam
até 22%, porém sao de dificil comparagédo com o nosso trabalho que ndo contou com
nenhuma mulher gestante.

A suspeita de que a presencga de candidiase vulvovaginal poderia favorecer o
carreamento por S. aureus nao foi confirmada no estudo, assim como caracteristicas

socioepidemiologicas e laboratoriais como niveis de glicemia, colesterol e vitamina D
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também nao influenciaram na presenca de S. aureus no conteudo vaginal. Linnemann
et al. também investigaram aspectos epidemioldgicos para carreamento vaginal para
S.aureus e também n&o encontraram relagdes estatisticamente significativas entre a
colonizagao genital por S. aureus e aspectos clinicos e comorbidades [45].

Por outro lado, dados sobre a epidemiologia da colonizagao nasal por S. aureus
nao sao limitados. Um estudo americano [44] sobre colonizagao estafilocdcica nasal
e MRSA na comunidade mostrou que pessoas com menos de 65 anos de idade,
homens, pessoas com menor escolaridade e pessoas com asma foram mais
propensas a adquirir S. aureus. Ja pessoas com 65 anos de idade ou mais, mulheres,
pessoas com diabetes e aqueles que estavam em cuidados de longa durag&o no ano
anterior eram mais propensos a ter colonizacédo nasal por MRSA.

Um estudo brasileiro encontrou associagao inversa entre idade e colonizacao
nasal por S. aureus [16]. No presente estudo, a maioria das pacientes (66,6%) com S.
aureus também estavam na faixa etaria mais baixa, entre 20-30 anos, embora este
dado nado tenha sido significativo. Porém faltam trabalhos na literatura que
correlacionem os aspectos clinicos com o carreamento vaginal de S. aureus.

Ha relatos de que o uso de anticoncepcional oral protegeria a mulher da
ocorréncia da Sindrome do Choque Toxico, podendo também ser protetor para
presenca de S. aureus no conteudo vaginal, o que n&o foi confirmado no nosso
trabalho e em outros trabalhos anteriores [45,46], muito embora a literatura careca de
trabalhos mais recentes sobre esta possivel associagao negativa.

Embora nossa populagédo tenha sido basicamente de mulheres jovens e no
geral saudaveis, a alta prevaléncia de MRSA (90%) entre as pacientes portadoras de
S. aureus é preocupante. Até o momento, ndo ha evidéncias convincentes de que o
MRSA, em geral, seja mais virulento do que o MSSA (Staphylococcus aureus sensivel
a meticilina), porém MRSA é associado a infeccdes mais invasivas, com custos
maiores e opgoes de tratamentos mais limitadas [47—49]. Conhecer esta prevaléncia
€ importante pois apesar de as narinas anteriores serem o reservatorio classico para
infecgdes por S. aureus , dados sugerem que a colonizagao genital e outros modos
de transmissdo desempenham um papel importante e subestimado no
desenvolvimento de infecgdes por MRSA, mesmo sem a colonizagao nasal [50,51].

A importancia da colonizagao por S. aureus como marcador para infecgéo do
sitio cirurgico estda bem documentada. Acredita-se que o S. aureus seja 0 agente

causador em cerca de 25-50% das infecgbes em ferida cirdrgica de cesarianas e
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também de mastite puerperal [11]. Com as taxas cada vez maiores de partos
cesarianas, o reconhecimento de fatores de risco potencialmente modificaveis como
a presencga de S. aureus vaginal, em especial MRSA, torna-se imperativa.

MRSA é uma causa de doenca invasiva em lactentes em unidades de terapia
intensiva neonatal. A existéncia da colonizagdo vaginal por MRSA em mulheres
gravidas tém implicagbes potencialmente graves para os recém-nascidos, como
sepse e morte [11]. O presente trabalho ndo contou com mulheres gestantes, mas
com mulheres predominantemente jovens e em idade reprodutiva, que podem passar
por gestagcdes e partos futuros, com risco aumentado de desfechos desfavoraveis
tanto maternos quanto fetais.

Quando foi relatado pela primeira vez em 1961, o MRSA foi considerado um
patdgeno nosocomial e que raramente causava infecgdes em individuos sem
exposicao prévia a ambientes hospitalares [52]. Porém a epidemiologia do MRSA esta
mudando em todo o mundo nos ultimos 20 anos, com crescente preocupacdo em
relacdo as cepas de MRSA que estdo surgindo em individuos saudaveis na
comunidade [53,54]. A pesquisa do SCCmec no presente trabalho mostrou 66,5% de
SCCmec tipo |, evidenciando que, mesmo este subtipo tradicionalmente associado a
ambientes hospitalares, também pode ser encontrado em ambientes comunitarios e
em pessoas sem fatores de risco. Esta sobreposicdo entre clones hospitalares e
comunitarios também foi demonstrada em outros estudos [55,56].

Entre os genes de fatores de viruléncia pesquisados, apenas o0 gene sea,
codificante da enterotoxina A, foi detectado entre os MRSA. Vale ressaltar que a
enterotoxina A foi previamente identificada como a Toxina Pirogénica A, por estar
associada a maioria das cepas produtoras de TSST-1 [57]. Embora a enterotoxina A
seja relacionada a intoxicagbes alimentares, estudos apontam que os casos de
Sindrome do Choque toxico (TSS) em que os pacientes apresentaram vOmitos
estavam associados ao gene sea, pois a TSST-1 nao apresenta propriedades
emeéticas [58].

Estudos apontam que a TSS estafilocécica ocorre geralmente no periodo
menstrual, correlacionada ao uso de tampdes menstruais e a colonizag&o vaginal por
S. aureus produtor de TSST-1. Embora os isolados do presente estudo ndao sejam
carreadores do gene tst, 0 gene da enterotoxina A pode ser um fator agravante de
possiveis infeccdoes causadas por essas bactérias, principalmente no periodo

menstrual em que essas bactérias podem se proliferar mais rapidamente [57].
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As limitagdes do estudo estao relacionadas ao baixo numero de isolados de S.
aureus que nao permitiram a realizagcao de analises estatisticas significativas. Apenas
uma paciente infectada por C. albicans estava colonizada por S. aureus, porém esse
dado é importante devido a multirresisténcia desse isolado e a capacidade de
produgcao da enterotoxina A, que no caso de uma co-infeccdo podera ser de dificil

tratamento.

5 CONCLUSAO

O estudo n&o confirmou a associagdo de candidiase vulvovaginal com o
carreamento por S. aureus, porém trouxe importantes informacgdes sobre S. aureus
em conteudo vaginal de mulheres jovens saudaveis, ressaltando a alta frequéncia de
MRSA e o elevado indice de resisténcia antimicrobiana, além da capacidade de
producao da enterotoxina A que pode agravar as possiveis infecgdes estafilococicas.
Assim, como os dados de colonizagao vaginal por S. aureus e MRSA na comunidade
ainda sao escassos, esse estudo ressalta a importancia de pesquisas futuras sobre o
assunto, para melhores estratégias de tratamentos de possiveis infec¢des

estafilocdcicas.
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