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AQUISICAO NASAL DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS POR RECEM-NASCIDOS
SAUDAVEIS

RESUMO

Um percentual significativo da populacdo adultaoéagulora deStaphylococcus aureusos
vestibulos nasais, pele e mucosas sendo que em-rexszidos esta porcentagem é
expressivamente maior, podendo atingir 100% nascas até o quarto dia de vida. Neste
estudo verificou-se a aquisicdo nasal Steaphylococcus aureugntre 50 recém-nascidos
saudaveis, e a ocorréncia do microrganismo na andaimilos de suas respectivas maes.
Foram realizadas trés coletas dos vestibulos nasaisia coleta dos mamilos/aréola. O
material bioldgico foi semeado em agar manitol addge posteriormente mantido em caldo
de soja tripticaseina por 24 horas para nova samgeaéds amostras d8taphylococcus
aureus foram avaliadas quanto a susceptibilidade a dragcilatravés da técnica de
determinacdo da concentracdo inibitéria minima,dgeque aquelas oxacilina-resistentes
foram avaliadas quanto a susceptibilidade aos deamimicrobianos pelo sistema de disco
difusdo e quanto a presenca do gerexA. Dentre as parturientes, 56% (28/50) tiveram
cultura positiva paraStaphylococcus aureug entre 0s recém-nascidos 90% (45/50)
proporcionaram o isolamento do microrganismo. Etacé® ao bindbmio mae-filho, 50%
(25/50) dos pares carreavam o microorganismo. Apracamente 59% (43/73) das amostras
foram isoladas a partir da semeadura direta havandocremento de 51% quando o swab
foi mantido em meio de enriquecimento. A resist&nai oxacilina, através do teste de
concentracado inibitéria minima, foi detectada ewag 73 amostras sendo que em apenas 6
confirmou-se o resultado pelo método de disco ddusA sensibilidade ao linezolide,
vancomicina, mupirocina e telitromicina foi de10@%a resisténcia a cefoxitina foi de 100%.
Em relacdo a deteccdo do gene mecA, 85,7% (6) oexsteas resistentes a oxacilina

carreavam o genmecA

Palavras chavesRecém-nascid&taphylococcus aureuResisténcia.



ACQUISITION OF NASAL STAPHYLOCOCCUS AUREUS by HEALT HY
NEWBORNS

ABSTRACT

A significant percentile of the adult populationabeStaphylococcus aureus the nasal
vestibules, skin and mucous membranes, but in newlibat percentage is outstanding, once
it reaches 100% in the four-day-old newborns. & pinesent study both, the acquisition of
nasal Staphylococcus aureummong 50 healthy newborns and the occurrence ef th
microorganism in their respective mothers' mammabla/nipples was investigated. Three
samples from the nasal vestibules and one fromatieela/nipples were collected. The
biological material was sown into salty mannitolaagand later it was maintained into
trypticasein soy broth for 24 hours for proceedagew sowingStaphylococcus aureus
samples were assayed to observe the suscepttbiltyacillin, by using a technique known
as ‘determination of minimum inhibitory concentaati. Thus the resistant oxacillin were
analyzed in relation to both, susceptibility thext antimicrobial - by using the disk diffusion

method - and the presencenoé@ gene. Results showed that, among

parturients, 56% (28/50) showed positive cultuneStaphylococcus aureug/hereas among
the newborns, 90% (45/50) provided the isolatiorth& microorganism. In relation to the
binomial mother-son, 50% (25/50) of the pairs @arthe microorganism. Approximately
59% (43/73) of the samples were isolated from disesving, having an increment of 51%
when the swab was maintained in enrichment meditim. resistance to oxacillin, through
the test of minimum inhibitory concentration, wastatted in 7 out of the 73 samples, and,
when using the disk diffusion method, the resuls wanfirmed in 6 of them. The sensibility
to linezolide, vancomycin, mupyrocin and telithrazimywas of 100%, whereas the resistance
to cefoxitin was of 100%. In relation to the deteictof mecAgene, results showed that 85.7%

(6) of the resistant samples to oxacillin cartiealt gene.

Keywords: Newborn.Staphylococcus aureuResistance.



ADQUISICION NASAL DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS POR RECIEN NACIDOS
SALUDABLES

RESUMEN

Un porcentual significativo de la poblacion adwdtaportadora d8taphylococcus aureten

los vestibulos nasales, piel y mucosas siendo queeeién nacidos este porcentaje es
expresivamente mayor, pudiendo alcanzar el 100%<nifios hasta el cuarto dia de vida.
En este estudio se verificd la adquisicion nasaBtigphylococcus aureugntre 50 recién
nacidos saludables, y la ocurrencia del microosyaaien areola/pezones de sus respectivas
madres. Fueron realizadas tres recolecciones deekifbhulos nasales y una recoleccion de
los pezones/areola. El material biologico fue sembr en agar manitol salado y
posteriormente mantenido en caldo de soja tripgicaspor 24 horas para nueva sembradura.
Las muestras d8taphylococcus aureuseron evaluadas en cuanto a la susceptibilided a
oxacilina, a través de la técnica de determinadéna concentracion minima inhibitoria,
siendo que aquellas oxacilinas resistentes fueraluadas en cuanto a la susceptibilidad a los
demas antimicrobianos por el método de disco difugi en cuanto a la presencia del gene
med. De entre las parturientas, el 56% (28/50) tautiura positiva par&taphylococcus
aureus y entre los recién nacidos el 90% (45/50) propor@i el aislamiento del
microorganismo. Con relacién al binomio madre-h#lo50% (25/50) de los pares cargaban el
microorganismo. Aproximadamente el 59% (43/73)agenhuestras fueron aisladas a partir de
la sembradura directa habiendo un incremento d& Bdando el swab fue mantenido en
medio de enriquecimiento. La resistencia a la dxacia través del teste de concentracion
minima inhibitoria, fue detectada en 7 de las 73stmas, siendo que en solamente 6 se
confirmé el resultado por el método de disco difus La sensibilidad a la linezolida,
vancomicina, mupirocina y telitromicina fue del0@%a resistencia a la cefoxitina fue de
100%. Con relacion a la deteccion del gene mecA8%lr% (6) de las muestras resistentes a

la oxacilina cargaban el genmeecA

Palabras clave Recién naciddStaphylococcus aureuResistencia
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureysermanece como importante agente etiolégico na&xgbes
bacterianas, sendo responsavel por mais de 30%cdsss clinicos nas instituicdes
hospitalares (MUNDIMet al.,2003). No homem os principais reservatérios Slosureusao
representados pelos vestibulos nasais e a oradanmas pode ser encontrado também na area
perineal, na pele e, as vezes, no trato gastrtimaes outras areas corpéreas (VON EIFF et
al., 2001).

Nos hospitais, os reservatorios Sleaureusao pacientes colonizados, funcionarios e
0 proprio ambiente (MUNDIM et 312003), e a transmissao cruzada tem sido docuneentad
Biologicamente, tem como caracteristica a capaeidia sobreviver e se multiplicar numa
ampla variedade de ambientes, além de dispor deonjunto de mecanismo de viruléncia e
de grande versatilidade no que se refere a sugqratidade. Adicionalmente, distingue-se
por sua capacidade de integrar-se a microbiota aladmhospedeiro e estabelecer um estado
de portador crénico, numa frequéncia superior a determinam infec¢cdes (RICARDO,
2004; BOYCE et aJ 2003).

Aproximadamente 20 a 70% da populacdo adulta s@aduwes deS. aureusnas
fossas nasais, e em recém-nascidos esta porcenéagrpressivamente maior nas primeiras
semanas de vida, podendo atingir 100% nas criaregsiarto dia de vida (CIMOLAI, 2003;
VON EIFF et al, 2001).

Os portadores nasais, através das maos, podemnioataa pele, fato que se
evidencia quando observamd3. aureusem maos e fossas nasais, sugerindo uma
contaminacgao a partir das proprias fossas nadgetps por eles manuseados ou mesmo uma
fonte externa, representada principalmente porviddo doente ou portador (RADDI;
LEITE; MENDONCA, 1988).

O papel da transmissao familiar veicularffloaureusresistente a oxacilina (ORSA)
para bebés recém-nascidos e prematuros ja foadelata literatura (MUDER et.all991;
TVETEN et al, 1991). Em estudos recentes a taxa de portader€REA entre mulheres
gravidas variou de 0,8% a 1,3%. O reconhecimentaje as maes podem servir como
reservatorios para infec¢gées nosocomiais por ORgAica uma nova questdo em termos de
controle de infeccéo hospitalar (MITAO; HAMADA; HIR, 1995).
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Bjorksten et al (1980) afirmam que, em leite humano coletado rereente, o
conteudo de bactérias é originado da pele e mm@hios ductos dos mamilos. Citam ainda
gue a microbiota do mamilo, antes e depois da ami@g&o, pode conter, em média de 1,0 a
7,5 x 16 UFCs deS. aureuspor cnf, contra aproximadamente 2,3 x*10FCs por crino
antebraco e 1,0 x $FCs por crina axila das mulheres portadoras desses microrgasis
Welsh e May (1979) registraram a presenc&@phylococcus sppm 24% das amostras de
leite fresco de mées sadias.

Estudos relatam a transmissdo de ORSA entre ddiws (JAFFAR; AL-TAWFIQ,
2006) e entre irmaos (HOLLIS et,al995), e confirmam a transmisséo vertical deataéia
através de maes saudaveis, na fase de amamergagis, recém-nascidos (KAWADA et, al
2003).

Ao albergar o agente potencialmente infectantefgarossmo pode comportar-se de
duas maneiras fundamentais: revelando-se comodsdarado ou clinico, ou entdo como
assintomatico, caso em que o portador é generidenoemhecido como “portador sdo ou
assintomatico”. A condicdo de portador assintoroatimorre quando no momento do exame o
individuo encontra-se destituido de sintomatologipesar de estar colonizado. Assim,
portadores assintomaticos podem ser classificatiogogtadores permanentes ou persistentes
(20%), portadores intermitentes ou transitorios %p0e ndo portadores (20%)
(KLUITMANS; VAN BELKUM; VERBRUGH, 1997).

A deteccdo do portador nasal & aureusé importante para se compreender a
epidemiologia da infeccédo, particularmente quarelsuspeita da existéncia de colonizacéo
ou carreamento de cepas multirresistentes que paderantar a morbimortalidade.

A identificacdo deS. aureusse da através de provas morfotintoriais e bioqd®i
sendo a deteccdo da producédo de coagulase umadefiniiva que identifica esta espécie
bacteriana (KONEMAM et al 2001). S. aureussdo microrganismos pouco fastidiosos,
crescem facilmente em meios de cultivos simplesecato cloreto de sédio, manitol e sangue
de coelho, mas o periodo decorrido entre a obtededoaterial bioldégico e a semeadura em
laboratorio pode ser um fator importante na deteagéo da freqiéncia de isolamento.
Alguns meios de transporte enriquecidos, utilizagasa manutencdo da viabilidade das
cepas, tém sido empregados para se incrementgigefrcia de isolamento.

Os mecanismos de patogenicidade @&saureus,como causadores de infecgao
nosocomial, ttm mudado com o passar dos anos, ajesidre outros, a fatores como a
presséo seletiva exercida pelo uso indiscriminagl@ardimicrobianos (OLIVEIRA et al
1999), hospitalizacao prolongada, (BRADLEY ef #091), idade (LOWY, 1998; MELISH,;
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CAMPBELL, 1998) e uso de imunodepressores (CHAMBERS®O01). Estudos tém
demonstrado que a associagéo entre ocorrénca aereusnultirresistentes e deficiéncia ou
imaturidade do sistema imunolégico pode determamanento da morbimortalidade entre
recém-nascidos (STOLL et 22002; HEALY et al 2004).

No Brasil, 0sS. aureustém se mostrado multirresistentes aos grupos dgasdro
usualmente empregadas na rotina clinica, como @isilpeas e cefalosporinas (PACCEZ,
1997; TODA, 2003). A resisténcia a oxacilina € urarcador de resisténcia para outras
drogas, e tém sido encontrados altos percentuaceples resistentes a este antimicrobiano
entre individuos hospitalizados (TAVARES, 2000; MARAN et al., 1997).

O National Committee for Clinical Laboratory Standar@NCCLS) preconiza um
elenco de drogas que devem ser avaliadas paramietero perfil de susceptibilidade
antimicrobiana de amostras & aureusprocedentes de casos clinicos de infeccdo. Esta
padronizacdo n&o preconiza a incorporacao rotimErgestes para se avaliar a resisténcia a
Mupirocina - um agente antiestafilocécico de usucdd que inibe a sintese de proteinas e
RNA - para o tratamento de infec¢des estafilocécidae acordo com alguns estudos,
(TACCONELLI et al., 2003; TRAUTMANN et al 2008), o uso topico deste antimicrobiano
pode ser uma ferramenta eficaz na reducdo da mzalde infec¢des subsequentes.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para estpitiemiolégico deéS. aureusge
atualmente tem sido amplo o emprego de metodolog@eculares, entre as quais tem se
destacado a “técnica de reacdo em cadeia da pafisfe(PCR). Através desta técnica e
possivel amplificar regibes especificas da moléaddaDNA que identifica marcadores
genéticos (BENDIT; GIGLIO; NETO, 1999).

Técnicas de tipagem moleculares tém sido usades geterminar a frequéncia
epidemiolégica de ORSA e melhorar a compreensaogaiagdes evolutivas entre os clones
de ORSA (CORSO et al1998; LENCASTRE et gl 1996; LENCASTRE et al 1999;
SANCHES et al 1998). Uma das conclusdes que emergem destekesalienta que uma
caracterizagdo completa destas linhagens nao sérrétentificacdo genética das bactérias,
mas também identificacdo dos tipos estruturaisleimentomecque conferem resisténcia a
oxacilina determinada pelo gemee® (SOUSA et al 1996; SANCHES et al 1998;
STEWART et al, 1994).

A resisténcia a oxacilina é mediada por PBP2a, proteina fixadora de penicilina
(PBP), que se liga a antibiéticgslactamicos (HARTMAN; TOMASZ, 1984; UTSUI;
YOKOTA, 1985). A PBP2a é codificada peaiee®@ que se situa em um S@@¢ que €

transferivel entre espécies de estafilococos (IT&.,e001).
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Staphylococcal Chromosomal Cassette ($€£Cmec) é um elemento genético mével,
composto do complexMEC, que codifica a resisténcia a oxacilina, sendosiflaado em
quatro classes e definindo dessa forma quatro tpaaslementos de SCCmec. Recentemente
0 quinto elemento foi achado no cromossomo dé&uaureusesistente a oxacilina adquirido
na comunidade, sendo isolado na Austrédlia. O SCQipecV € um elemento pequeno (28
kb) e ndo leva nenhum gene de resisténcia antibiaora além do mecA. O elemento
compartilhou o mesmo local de integracdo cromosSs®mdm 0S quatro tipos existentes de
SCCmec (ITO et al2004).

Com o aparecimento de cepas Sleaureusresistente a maioria dos antibiotides
lactamicos, incluindo oxacilina e glicopeptideostudos foram projetados com o objetivo de
detectar fatores de risco para carreamento de QRSNDENBERGH; VERBRUGH, 1999;
VANDENBERGH; YEZERMAN; BELKUN, 1999). Um maior rigc de colonizacdo e
infeccdo subsequente por ORSA € observado em pesi@nunossuprimidos expostos a
terapia antibidtica, diabéticos insulinodependergasientes em uso de cateteres, pessoas em
contato com pacientes colonizados ou infectados esta bactéria (HADDADIN;
FAPPIANO; LIPSETT, 2002), pacientes acima de 60 sane idade (HADDADIN;
FAPPIANO; LIPSETT, 2002; CENTERS FOR DISEASE CONTIRAND PREVENTION,
2006), pacientes com dermatoses apresentando augj¢upele (HADDADIN; FAPPIANO,
LIPSETT, 2002; LUCET et al 2003; SCANVC et al 2001), pacientes com historia de
hospitalizacdo (LUCET et al2003; SCANVC et al 2001) ou cirurgia (HADDADIN;
FAPPIANO; LIPSETT, 2002; LUCET et .al 2003), pacientes transferidos depois de
hospitalizacdo prolongada e portadores de doemgaikas (LUCET et al 2003).

Considerando 0 exposto, propusemos 0 presenteoestue tem como objetivo
verificar a ocorréncia deste microrganismo nosikiakis nasais de recém-nascidos saudaveis
e na mucosa da aréola/mamilo das respectivas niatsbjetivo € justificado por envolver o
estudo de um microrganismo que ocupa um lugar dagiee na microbiota de individuos
saudaveis, principalmente durante o processo denantacdo, onde ha a possibilidade de
transmissdo deste microrganismo, que é capaz de gdeccoes, além da sua grande

versatilidade em adquirir resisténcia aos antinbieiaos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do estudo é identificar a ocorig@mte aquisicdo nasal & aureus
entre recém-nascidos saudaveis e verificar a fremgi@le maes que carreiam esta espécie

bacteriana na aréola e mamilos.

2.2 Objetivos especificos

Constituem-se como objetivos especificos:

« verificar a freqiéncia de carreamento nasalSdeaureusentre recém-nascidos
saudaveis nas primeiras 72 horas de internacadat&lase apos 15 dias do nascimento;

* identificar a frequéncia de carreamentddaureusa pele (mamilo/aréola) de maes
submetidas a parto normal ou cirargico;

» avaliar a frequéncia de isolamento 8e aureusatravés da semeadura direta de
material biolégico e apdés 24 horas de incubacdoneso de cultivo de caldo de soja
tripticaseina (TSB);

* identificar o perfil de susceptibilidade aos amtimbianos das amostras 8eaureus
isoladas;

« verificar a sensibilidade a oxacilinagtravés de determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM) das amostras 8e aureussoladas;

» determinar, através da técnica de Reacdo em CadeiRolimerase (PCR), a
presenca do gemae@d nas amostras d8. aureuddentificadas como resistentes a oxacilina

pelo método de diluicdo em agar e discodifusao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biologia e epidemiologia doStaphylococcus

Estafilococos (grstaphyle uva) sdo cocos gram-positivos, imoveis, agrupaus
massas irregulares ou em cachos de uva. S&o aer@bioanaerdbios facultativos,
catalasepositivos. Fermentam a glicose com prodde&rido, tanto em aerobiose como em
anaerobiose, e nisso se diferenciam dos micromgasisdo génerdMicrococcus que so6
fermentam em aerobiose. Caracterizam-se por apaeseiulas esféricas de cerca de 1um de
diametro para os estafilococos patogénicos, mai@edesiguais em se tratando de
estafilococos ou micrococos sapréfitas (ADELBER®SNMETZ; MELNICK, 1995).

As culturas jovens de certas cepas podem exibisutép porém, de modo geral,
consideram-se 0s estafilococos como acapsuladas,sg§a gram-positivos nas culturas
recentes, mas tendem a perder essa propriedadelhaas velhas (ADELBERG; JAWETZ;
MELNICK, 1995).

Crescem bem nos meios de culturas mais comuns, @ao simples ou agar
simples, pH 7, a temperatura 6tima de 37°C. Produeeldnias de cerca de 1-3mm de
diametro, convexas, da superficie livre e bordosutares, opacas e brilhantes. Deixando-se
as placas um ou dois dias a temperatura ambienteyluras de estafilococos patogénicos
recém-isolados geralmente desenvolvem um pigmen&redo, ao passo que os estafilococos
saprofitas formam colbnias brancas (ADELBERG; JAVYEMELNICK, 1995).

Atualmente o géner&taphylococcug composto por cerca de 30 espécies, sendo
algumas frequientemente associadas a uma ampladadeiede infeccdes de carater
oportunista, em seres humanos e animais. As paiscgspécies de estafilococos encontrados
em seres humanos sdoSsaureus, S. epidermidis e S. saprophyticus

S. epidermidi® encontrado primariamente como residente da feidp um baixo
potencial patogénico, assim corSo saprophyticysque faz parte da microbiota normal da
regido periuretral do homem, da mulher e da petecdntrario, 0S. aureust um patégeno
em potencial e pode ser encontrado na regido dafamae e também nas fossas nasais
(ADELBERG; JAWETZ; MELNICK, 1995).

A transmissdo dds. aureusocorre por contato direto e por contato indireAa.

infecgBes estafilocdcicas superficiais podem sesideradas graves se acometerem recém-
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nascidos, pacientes cirurgicos e portadores decdsetebilitantes. Esta é uma das razfes
pelas quais as infeccbes estafilococicas sevemsngds freqientemente adquiridas em
hospitais (ADELBERG; JAWETZ; MELNICK, 1995).

Individuos de todas as faixas etarias podem semettdos, com énfase para as
criancas com idade inferior a cinco anos ou emra@t@das situacdes predisponentes, como
diabetesmellitus insuficiéncia renal crbnica, insuficiéncia hegpaticronica, desnutricdo
grave, fibrose cistica, usuarios de droga endower®mspacientes com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (MELISH; CAMPBELL, 1998)

As instituicbes hospitalares sao importantes famslisseminacéo de infecgcdes, e 0s
pacientes internados estdo expostos a riscos deaicomfeccdo. A internagao hospitalar
contribuiu para a disseminacao de infecgbes, ppiés o periodo de internagdo a microbiota
habitual da faringe e do intestino € gradativamentsstituida pela microbiota prevalente nas
instituicbes (TAVARES, 2000).

3.2 Isolamento e Identificacdo d&. aureus

Varios estudos demonstram que o uso de culturaadaho aumenta a sensibilidade de
deteccdo de ORSA de espécimes clinicos. Estudiaadalpor Cookson, Webster e Phylips
(1987) demonstrou que a adicdo 8e aureusem caldo para um placa de meio sélido
aumentou o rendimento destas bactérias em 10,Z4tte§ Brown e Mattman (1988)
relatam que a adicdo de cultura em caldo aumentendimento de espécies clinicas de 20%
a 60% .

Hartstein e Mulligan (1996), utilizando métodos mlaqueamento direto em placas,
mostraram uma diminuicdo na taxa de carreament® P&SA. Em uma comparacdo de
meios em placa e caldo contendo estafilococos,nadse o isolamento de quase trés vezes
mais, quando utilizado o caldo de crescimento biacie.

Com o avanco da tecnologia, os métodos de idemtéic de microrganismos tem-se
tornado cada vez mais rapidos e acurados. A tegiaotem sido ampliada para abordar um
maior numero de diagndsticos de infeccBes por atifes microrganismos permitindo a

identificacdo de paciente infectado e ado¢cdo dedas@propriadas de prevencao e controle.



22

Segundo Konemam et.gR001), durante um periodo de pouco mais de 108 ano
foram desenvolvidos sistemas de classificagdo aeonganismos em um esquema que se
baseia na morfologia, filogenia, fisiologia, bioauga e genética.

Os meétodos de deteccaol/identificacdoSdeaureusatualmente disponiveis permitem
ao laboratério identificar a espécie, de modo m@piEl preciso. O crescimento de
microrganismos em meios seletivos ou diferencass;aracteristicas coloniais, a morfologia
celular em esfregacos corados sao avaliados e gatwme para fins de isolamento e
identificacdo das espécies microbianas e, quantipadbs apropriadamente e em conjunto
com cuidadosa investigacao epidemioldgica, fornegera abordagem efetiva na pesquisa e
controle da distribuicdo de microrganismos nasitiigbes da saude (KONEMAM et.al
2001).

3.3 Resisténcia antimicrobiana dé&. aureus

Na era pré-antibidticaS. aureusficou conhecido como um patégeno de dificil
tratamento. As infec¢Oes estafilocdcicas sdo aaniaatias pela inflamacéo intensa de tecidos
locais, com tendéncia a que a area infectada se &rcapsulada, conduzindo a formacao dos
abscessos (TAVARES, 2000).

Desde os primeiros relatos & aureusoxacilinarresistente (ORSA) como um dos
principais patdgenos nosocomiais dos anos sesseimaidéncia de infec¢cdes causadas por
este microrganismo continua aumentando (GOLD; MOHERING, 1996). Infecgbes
causadas por ORSA aumentam o tempo de hospitadizagAdo responsaveis por aumentos
nos custos médicos, além de aumentar o indice ddalidade (CARBON, 1999;
MARANAN et al., 1997; COSGROVE et .al2003; ENGEMANN et aJ 2003).

Uma caracteristica da resisténcia a oxacilina éatireza heterogénica. A expressao
de resisténcia varia conforme o0 meio de cultureentracdo de sal e antibidtico do meio e
a temperatura de incubacao; aproximadamente 19REA@xpressa resisténcia em qualquer
momento (CHAMBERS, 1997). Destarte, meios seletis@®s necessarios para aumentar a
recuperacdo de ORSA (LALLY; EDERER; WOOLFREY, 198%VINSTANLEY;
EGGINGTON; SPENCER, 1993).

Pacientes assintomaticos carreadores de micromgasismultirresistentes, como

ORSA, constituem-se como base para muitos prograteasontrole de infeccdo. Para
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deteccdo da colonizacdo precoce, o servico deaterde infeccdo pode desenvolver acdes
preventivas, normalmente na forma de colocar ogepiss colonizados em precaucgdes de
barreira apropriadas (JERNIGAN et, dl995; JERNIGAN et g11996).

Em hospitais, onde5. aureusresistentes axacilina sdo prevalentes,
aproximadamente 30 a 60% dos pacientes colonizadesenvolvem uma
infeccao (OLIVEIRA et al, 1999). O uso constante de antimicrobianos pode dar
origem a selecdo de microrganismos ja previamedqsteates em uma populacdo bacteriana
(TAVARES, 2000).

A resisténcia antimicrobiana é reflexo dos habit®siso dos antimicrobianos em cada
comunidade, sendo assim importante conhecer o @atréresisténcia em cada grupo de
pacientes atendidos em cada hospital (AUBRY-DAM@URVALIN, 1999). Monitorar a
evolucéo da resisténcia & aureug® muito importante, ndo s6 por esta ser uma ddériz
mais frequentes na pratica médica, mas tambémuparapacidade de desenvolver resisténcia
aos antimicrobianos com diferentes matizes de sz@efenotipica a um mesmo antibiético
(TODA, 2003).

Até a introducdo dos antibidticos, durante os ad0s do século passado, a
mortalidade por infeccdo invasiva p8t aureus deera cerca de 90%. A introducéo da
penicilina G melhorou muito o progndstico desteadyas, mas quase imediatamente houve o
surgimento de cepas resistentes. Esta resistéactewa a aquisicdo de plasmideos que
codificavam a producdo de betalactamases. A ac8obdtlactamases inibia a acdo da
penicilina. Aqui no Brasil, nos ultimos anos, foratocumentadas taxas de resisténcia a
penicilina de 85% a 100% (TODA, 2003; PACCEZ, 1997)

A resisténcia intrinseca dos estafilococos a nliedoxacilina resulta de suas
PBPs, presentes na parede celular, as quais paasaar expressas por um gene
cromossOomico adquiridomed, que codifica as PBP2' ou 2a, cuja afinidade com
antibioticos betalactamicos é muito baixa. Estést@scia dos estafilococos aos antibidticos
betalactdmicos pode depender de alguns fatoreseatals, como pH, temperatura e
osmolaridade (RYFFEL; KAYSER; BERGER-BACHI, 1992).

Alguns genes, denominados genes auxiliares owefaassenciais ou gerfem (factor
essential for methicilin resistangeajudam o genene®d a expressar um alto nivel de
resisténcia aos betalactamicos. Foram identificadodos desses genésm denominados
femA femB femGC femD femEe femF(VANNUFFEL et al, 1995).

O genefemAé essencial para a expressao da resisténcia do& ©R8rece ser uma

caracteristica peculiar & aureusndo sendo encontrado em outras especies ddazstafis.



24

Os genesfemA e mecA tém sido detectados em cepas 8e aureusresistentes a
meticilina/oxacilina por meio de técnicas molecesarcomo a reag¢do de polimerase em
cadeia (PCR). Esta técnica apresenta vantagen®lagée as outras, pois oferece elevada
eficacia e seguranca, além de ser um método r&psimsivel (OLIVEIRA; LENCASTRE,
2002).

Em 1996 ocorreu o surgimento de estirpesSdaureussom reduzida sensibilidade a
vancomicina (CIM > 8-16mcg/ml), inicialmente no dapa seguir nos Estados Unidos da
Ameérica e agora em outros paises. Estes estafdec@mhamados inicialmente de VISA e
GISA (siglas em inglés indicand®. aureuscom resisténcia intermediéria a vancomicina ou
aos glicopeptideos), sdao denominados simplesmemt&RSA . aureusVancomicina
Resistente) e encontram-se em expansao em hoggareses (HIRAMATSU et al1997).

Estafilococos com resisténcia aos glicopeptidemariaecentemente encontrados no
Brasil. Registrou-se o isolamento 8e aureuscom resisténcia intermediaria a vancomicina
no Rio de Janeiro, em Sdo Paulo e Porto Alegreg estiafilococos coagulase negativos
resistentesx vancomicinae a teicoplanina em Sao Paulo (SANTOS, 1997; MANKA;
OLIVEIRA, 2000).

A resisténcia microbiana € um fenémeno biologicunad, mas se torna um problema
significante de saude publica ao ser ampliada y&eaes, por abuso e negligéncia nas acdes
desenvolvidas, e inclusive por sua subutilizac&paises em desenvolvimento. Em todos os
casos, 0 uso inadequado de antibioticos podereso#tara depois em drogas menos efetivas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

3.4 Portador Sao

Ao albergar o agente potencialmente infectantefgarossmo pode comportar-se de
duas maneiras fundamentais: revelando-se como ddarado ou clinico, com sinais e
sintomas da moléstia clinicamente diagnosticavaisentdo como assintomatico, quando o
portador é genericamente conhecido como portadoy gar encontrar-se destituido de
sintomatologia no momento do exame, apesar deadtarizado (FORATTINI, 1986).

O portador séo tem sido considerado a mais silsacfmorém a mais perigosa fonte de
microrganismos responsaveis por infeccfes, naondaveutra forma de reconhecé-lo que
ndo a adocdo de métodos laboratorighfNDERSON; ARNSTEIN; LESTER, 1965).
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Distinguem-se entre eles os que nunca apresentasasintomas da doenca (portadores
passivos) e aqueles que ja os apresentaram nodpassapoderdo vir a té-los no futuro
(portadores ativos) (DAVIS et.all973; FORATTINI, 1986).

Considerando-se que ambos os tipos albergam oeagg@attante em seu organismo,
embora se apresentem destituidos de sintomatologigiie se faz normalmente é usar
denominagdes para distinguir os varios periodosottmizacdo pelo microrganismo. Assim,
eles podem ser classificados em portadores peregnen persistentes (20%), quando
apresentam capacidade de albergar o agente pav tengpo; portadores intermitentes ou
transitorios (60%), quando albergam o agente poogas variaveis; e nao portadores (20%),
guando nao colonizados anteriormente pelo micrasga) mesmo com repetidas coletas. A
prevaléncia de carreadores nasais varia de acordaagopulacao estudada, oscilando entre
14,3% a 52,5%, com uma média de 29,8% em paciboggstalizados (KLUITMANS; VAN
BELKUM; VERBRUGH, 1997).

3.5 Colonizacao e/ou Carreamento

A pele ou cutis € o manto de revestimento do osgamj e € indispensavel a vida, ja
que isola componentes organicos do meio extemopede a acdo de agentes externos de
qualquer natureza, evita perda de agua, eletr@tostras substancias do meio interno, da
protecdo imunoldgica, faz termorregulacao, propmgeercepcao e tem fungéo secretoria.

Do ponto de vista da flora microbiana da pele, ®oheas populagdes: a residente e a
transitoria.

A flora residente é composta pelos microrganismes wjvem e se multiplicam na
pele e podem ser viaveis por longo periodo. Essemmanismos diferem entre si tanto
gualitativa quanto quantitativamente, dependenddodal de alojamento no corpo e da
populacdo bacteriana envolvida. As bactérias diésssando sao facilmente removidas por
escovacao, entretanto, podem ser inativadas ppsepticos. As bactérias mais comumente
encontradas sao as gram-positivas. Nas maos, @ssasas bactérias localizam-se em maior
quantidade em torno e sob as unhas (BRASIL, 1985).

A maioria dos microrganismos da flora residente neomtrada nas camadas
superficiais da pele, porém um percentual de 10% [@caliza-se nas fendas das maos ou no

interior dos foliculos pilosos, onde os lipidioo eepitélio superficial estratificado podem
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dificultar sua remocgé&o. Sao de baixa virulénciaramente causam infecg&o; contudo podem
ocasionar infecgbes sistémicas em pacientes impnioddos e apds procedimentos
invasivos (BRASIL, 1985).

A flora transitéria, como 0 nome sugere, € passagei 0S microrganismos que a
compdem sdo viaveis por apenas um curto periodas $actérias sdo mais faceis de
remover, pois se encontram na superficie da peteo ja gorduras e sujidades (BRASIL,
1985).

A colonizacdo do ser humano pelos microrganismas icio fazer parte da sua
microbiota normal tem inicio no nascimento. Ela maaniforme no que se relaciona a
gualidade e quantidade e se distribui pelas difesepartes do corpo que estdo em contato
com 0 meio externo, principalmente a pele e as sag¢GILBERT, 1992), podendo, em
circunstancias particulares, produzir a doenca (ROARYROL; VERAS, 1994; SOUNIS,
1985).

Os recém-nascidos estdo em contato permanente soestafilococos, sendo as
barreiras fisicas da pele e mucosas a principaiego, uma vez que 0 sistema imune
encontra-se ainda em desenvolvimento (LEWIS; WILS@D01). Ao nascimento, 0s recém-
nascidos podem ser colonizados, principalmenteotmumbilical, na area perineal, na pele e,
as vezes, no trato gastrointestinal. Estima-sesgtre 20% e 40% dos adultos sédo portadores,
sendo a area mais frequentemente colonizada dwilestiasal anterior (VON EIFF et.al
2001).

A partir desta colonizacdo podem ocorrer bactergmiafeccdes esporadicas ou
epidémicas, comunitarias ou hospitalares, sendoaatransmissao veiculada pelo contato
interpessoal direto, por meio de objetos contanusan pelo ar (LOWY, 1998). Elas podem
causar infeccbes de pele e tecidos moles (impefigainculo, foliculite, hidradenite,
abscesso, celulite, erisipela, linfangite, fascederotizante, linfandenite, piomiosite, mastite,
onfalite, infeccdo de ferida cirargica), otite, usite, abscesso amigdaliano, pneumonia,
meningite, bacteremia, sepse, endocardite, peiieaakteomielite, artrite séptica, abscessos
de viscera (figado, baco, pancreas, rim) por irvas&@ta ou outros quadros secundarios a
producao e liberacdo de toxinas, como intoxicag#weatar, sindrome do choque toxico e
sindrome da pele escaldada estafilococica (MELISAMPBELL, 1998; WALDVOGEL,
2000).

Amir, Garland e Lumley (2006), estudando mées saidéurante o processo de
amamentacao, verificaram que a taxa de carreamestd deS. aureuem seus lactentes era

de 56%; e Peacock et.dR003) constataram uma taxa de 50% durante as ipaBn8
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semanas. Criangcas mais jovens tendem a apreseaxas tlevadas de colonizagao,
provavelmente devido ao freqliente contato com g@eserespiratorias. Em todos os casos, a
colonizacdo pode ser uma condicdo transitéria asigtente, prolongando-se por anos
(RICARDO, 2004).

Entre os recém-nascidos colonizados o risco dendeser doencga varia, sendo
menor para os portadores 8eaureussensiveis a oxacilina, com um risco aumentado @m 1
vezes para pacientes colonizados$®oaureusesistentes (BOYCE et.a2003; APPERE DE
VECCHI et al, 2000).

A infeccdo por ORSA em recém-nascidos pode aprasanta variedade de sintomas
clinicos e complicagfes, entre eles: conjuntidERNIGAN et al, 1996), celulite periorbital
(LE THOMAS et al, 2001), pneumonia (DAVIES et.all987), sindrome da pele escaldada
(RAYMOND et al, 1997) e sepse (JERNIGAN et,d996).

Entre recém-nascidos, a colonizagdo de ORSA tem délectada na orofaringe,
narinas, regido umbilical, virilha e axilas, poders&rvir como um precursor para infecgoes.
Pode ocorrer transmissao cruzada incluindo memdwasgaff hospitalar, familiar, inclusive
de mae para filho (MUDER et .al1991). Fatores de risco associados com transmissa
nosocomial incluem cateteres intravenosos, (CAMABHEL al, 1998) antimicrobianos
topicos (GRAHAM et al 1980) e contaminacgdes através da equipe de saude.

A transmissdo de ORSA em meio familiar foi descet®m associacdo com a
colonizacéao cronica das narinas (MITSUDA et #096; HOLLIS et al 1995), furunculoses
cronicas (LE THOMAS et al2001), sendo que a transmissao pelo bindmio iréegode
acontecer via transplacentaria ou por secrecoegageontaminadas (MITSUDA et .al
1996). A transmissdo de ORSA para criancas peie heaterno foi descrita como agente de
colonizacdo ou infeccdo grave somente na presemgaastites ou abscessos no seio (LE
THOMAS et al, 2001; RAYMOND et al 1997; JONES, 2001).

Behari et al (2004) constataram em seu estudo a transmiss@maddinica cepa de
ORSA pelo leite materno de uma mae assintomatica paus dois filhos prematuros,

causando colonizacdo e subsequente infeccdo. eéhnsd em que a colonizacdo materna

potenciais para carreamento de ORSA pela mée liaoiutesariana anterior, antibioticos pré-
natais e gestacdes mdultiplas.



28

3.6 Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana

3.6.1 Método de disco difusdo

Os testes de sensibilidade s&o indicados parawgrahjcrorganismo responsavel por
um processo infeccioso que exija terapia antimiertdy quando € impossivel predizer a
sensibilidade desse microrganismo, mesmo conhecansiga identificacdo. Os testes de
sensibilidade sao indicados, com maior frequérguiando se acredita que o microrganismo
causador pertence a uma espécie capaz de apressigg@ncia aos agentes antimicrobianos
normalmente usados (NCCLS, 2003).

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizapgasa medir a sensibilidada
vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos. Em snlatmratérios de microbiologia
clinica se utiliza-se rotineiramente o método deallifusdo em agar para testar os patdogenos
mais comuns, de crescimento rapido, e determinaatzsrias fastidiosas (NCCLS, 2003).

Os testes de discodifusdo baseados apenas nagareserauséncia de um halo de
inibicdo, e sem consideragdo do tamanho do hak réi® s&o aceitaveis. SO0 podem ser
obtidos resultados confidveis com testes de dificsfith que usam o principio de metodologia
padronizada e medidas do diametro do halo de &ubrprrelacionadas as concentracoes
inibitérias minimas (CIMs), com cepas reconhecidaesensiveis e resistentes a diversos
agentes antimicrobianos (NCCLS, 2003).

Os testes de sensibilidade séao indicados paraugratgcrorganismo causador de um
processo infeccioso que requeira terapia antimianat) sempre que sua sensibilidade nao
possa ser predita de maneira confiavel com basgenéficacdo do microrganismo e quando
se acredita que o organismo causador da infecgéEnpe a uma espécie capaz de demonstrar
resisténcia aos agentes antimicrobianos normalnusatdos (NCCLS, 2003).

3.6.2 Teste de diluicdo em &gar

Os meétodos de diluicho em caldo ou agar sao igudémaceitaveis para medir

quantitativamente a atividade vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado
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isolado bacteriano. Para realizar o teste, prepamnarios tubos de ensaio ou placas com
meio caldo ou &gar, aos quais sdo acrescentadassabv concentracdes dos agentes
antimicrobianos. A seguir, os tubos ou as placasirsgculados com uma suspensao-padrao
do microrganismo a ser testado. ApOs incubacaarddia para outro, a 35° C, examinam-se
0s testes e determina-se a concentracdo inibitdiiiima (CIM). O resultado final é
influenciado de maneira significativa pela metod@o que deve ser cuidadosamente
controlada para se obterem resultados reprodut{ugisa- e interlaboratorios) (NCCLS,
2003).

Os testes de sensibilidade séao indicados para ugrafgicrorganismo que contribua
para um processo infeccioso que justifique quimaia antimicrobiana, se sua sensibilidade
nado pode ser predita de maneira confiavel a pddiridentificacdo do microrganismo
(NCCLS, 2003). Os testes de sensibilidade sdoamhds, com mais freqiéncia, quando se
acredita que o microrganismo causador pertenceaaegpecie capaz de apresentar resisténcia
aos agentes antimicrobianos mais freqlientementdosis®s mecanismos de resisténcia
incluem a producéo de enzimas que inativam as dr@galteracdo do sitio-alvo das drogas e
a alteracdo da absorcdo ou do efluxo das droga€I(8C2003). Alguns microrganismos
ainda possuem sensibilidade previsivel a agenti#siiarobianos, e a terapia empirica é
amplamente reconhecida (NCCLS, 2003).

3.7 Estudo Genotipico

3.7.1 Reacéao da polimerase em cadeia (PCR)

A tecnologia da reacao de polimerase em cadeia \RCRoncebida por Kary Mullis
em meados da década de 80. Desde sua concepgiteaesilogia causou uma verdadeira
revolucdo na biologia, tanto na pesquisa voltada&r@endimento de processos bioldgicos
fundamentais como nas areas aplicadas, envolvaagondsticos e melhoramento genético de
plantas e animais domésticos (ANTONINI; MENEGHINRASHIMA, 2004).

Esta técnica € uma das ferramentas mais Uteis elogiai molecular, pois permite

amplificar milhdes de vezes um fragmento especifiedNA. Com esta técnica podemos,
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portanto, detectar a presenca de uma quantidadmande um fragmento especifico de DNA
(BENDIT; GIGLIO; NETO, 1999).

A técnica envolve a sintese enzimaiicaitro de milhées de copias de um segmento
especifico de DNA na presenca da enzima DNA poblserA reacdo de PCR baseia-se no
anelamento e extensdo enzimatica de um par denalitgotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples) utilizados como iniciadorgwifers, que delimitam a sequéncia de
DNA de fita dupla alvo da amplificacdo. Est@smers sdo sintetizados artificialmente de
maneira que suas seqiéncias de nucleotideos sefaphetnentares as sequéncias especificas
gue flanqueiam a regiao-alvo (ANTONINI; MENEGHINRASHIMA, 2004).

Senna et al(1996) relataram que esse método oferece maioaciice seguranca
guando comparado aos métodos tradicionais de fidagfio bacteriana empregados na rotina
laboratorial. Além disso, com a PCR é possivel tilear ORSA em 18 horas
aproximadamente (LOUIE et.a2002).

Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturag@samento e extensédo. A fita
dupla do DNA-alvo é desnaturada através da elevdad®emperatura para 92 a 95°Na
etapa de anelamento, a temperatura € rapidameshieida para 35 a 60° dependendo
essencialmente do tamanho e sequénciarideer utilizado, permitindo a hibridizagdo DNA-
DNA de cadaprimer com as sequéncias complementares que flanqueiaegi@oralvo
(ANTONINI; MENEGHIN; URASHIMA, 2004).

Em seguida, a temperatura € elevada para 72°Cgpara enzima DNA polimerase
realize a extensao a partir de cada terminal 3'pdiosers Esta extenséo envolve a adicdo de
nucleotideos utilizando como molde a sequéncia, alleo maneira que uma cépia desta
sequéncia é feita no processo. Este ciclo é repptid algumas dezenas de vezes. Uma vez
que a quantidade de DNA da sequéncia-alvo dobi@da ciclo, a amplificacdo segue uma
progressao geométrica, de maneira que, depois el@s20 ciclos, produz-se mais de um
milhdo de vezes a quantidade inicial de sequémeta-éANTONINI; MENEGHIN;
URASHIMA, 2004).

Destarte, esta escala de amplificacdo permiteamicom quantidades minimas de
DNA e terminar a reacdo com grandes quantidad€¥\fe de uma sequéncia especifica de
interesse. A facilidade, rapidez, versatilidadersgilidade da PCR a tornam particularmente
poderosa para estudos genético-moleculares enduvgrande nimero de individuos de
qualquer microrganismo vivo (ANTONINI; MENEGHIN; URSHIMA, 2004).
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3.7.2 Quantificacdo de DNA em gel de agarose

Apos finalizar os procedimentos de extracdo deo&citlicléicos deve-se verificar a
guantidade de DNA obtida, podendo ser realizadalp métodos: a espectrofotometria ou
em gel de agarose, por leitura da intensidade dereficéncia do brometo de etidio
(ANTONINI; MENEGHIN; URASHIMA, 2004). O brometo detidio € um corante que se
intercala nas moléculas dos acidos nucléicos, sendoa luz ultravioleta (UV) induz sua
fluorescéncia (ANTONINI; MENEGHIN; URASHIMA, 2004).

A quantidade observada sob UV é proporcional a antstsl de DNA da amostra
colocada no poco da eletroforese. Para quantificéat-se a fotodocumentacédo e compara-se
a fluorescéncia da amostra aquela de um padraoecmicth (ANTONINI; MENEGHIN;
URASHIMA, 2004).

Os géis de agarose sédo dissolvidos na presengangéd apropriado até se obter uma
solucéo clara e transparente. Apos a sua fusadtenemperatura (ou em forno microondas)
a solucéo, ainda quente (50°C), € colocada em porteuou molde, geralmente de acrilico.
Apos ocorrer a solidificacdo da matriz, cuja deadel € determinada pela concentracdo da
agarose, as amostras podem ser aplicadas (ANTONIEINEGHIN; URASHIMA, 2004).

Quando o campo elétrico é aplicado através do @eDNA, que é carregado
negativamente em um pH neutro, migra para o anddaxa de migracao é determinada por
uma série de parametros, dentre os quais podegitagos: concentracdo da agarose, peso
molecular do DNA, conformacdo do DNA, voltagem egdia, direcdo do campo elétrico,
composicdo do tampdo e presenca de agentes iatgesml(ANTONINI; MENEGHIN;
URASHIMA, 2004).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Estudo

O presente estudo foi desenvolvido em um hospéatrtsino publico do Estado do
Parana, credenciado junto ao Sistema Unico de S&Bd&), que tem por objetivo o
desenvolvimento de ensino, pesquisa e extensdoenécas a comunidade. Atende a
populacdo do Municipio de Maringa e regido, e ipdeientes vindos de outras cidades dos
Estados do Parana, Séo Paulo e Mato Grosso do Sul.

O estudo foi desenvolvido no setor de Ginecolog@bstetricia, que apresenta uma
estrutura fisica de quatro enfermarias e uma salaré-parto, contando com 3 leitos/quarto.
O hospital recebe, por ano, aproximadamente 690idwas vivos, em média 58,1 ao més,

sendo que 50,80% desses nascimentos séao de partal ®049,20% séo de parto cesareo.

4.2 Populacao de Estudo

Trata-se de um estudo baseado no método de cabpade no periodo de fevereiro a
abril de 2007, onde foram coletadas amostras dssbudos nasais de 50 recém-nascidos,
utilizando para analise dos dados o método de ptops e freqiiéncias simples.

4.3 Critério de Incluséo

Foram incluidos no estudo todas as parturientegus secém-nascidos que nao
apresentaram nenhum sinal ou sintoma clinico degdoe tiveram alta hospitalar em 48
horas (parto normal) ou 72 horas (parto ceséareo).

Todas as parturientes envolvidas foram esclarec@dasspeito do estudo, e apoés
concordarem em participar dele, assinaram o teren@ahsentimento livre e esclarecido

(TCLE) (Anexo 1). Logo ap6s o nascimento, foi agudic um questionario com as mées, com
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as seguintes variaveis: data e hora do nascimel@de e nome da mae, nome da crianca,
ntmero do prontuério, idade gestacional, sexoidaga, parto, escala de Apgar (que consiste
na avaliacdo de 5 sinais objetivos do recém-nasuidprimeiro e no quinto minutos apos o
nascimento, atribuindo-se a cada um dos sinaispontuacédo de 0 a 2; a escala é utilizada
para avaliar as condigbes dos recém-nascidos), pespascer, estatura ao nascer, data
provavel da alta, endereco e telefone da parteri@riexo 2).

4.4 Coleta de Material

A obtencédo de material biolégico da aréola/mamds garturientes e dos vestibulos
nasais de seus respectivos recém-nascidos, pémeuo e identificacdo d&. aureusfoi
realizada com auxilio dewabsestéreis em meio de transporte (Copan lItalia S.Bréscia,
Italy). O material foi semeado em placas de P&rKA5 mm contendo agar manitol salgado
(Becton Dicksinson and Company, BD Diagnostic SysteUSA). A coleta das parturientes
foi realizada ap6s o parto, sendo que o periodorddo entre a coleta de material e a
semeadura, em nenhum dos casos, ultrapassou 6 Rarasos recém-nascidos a coleta dos
vestibulos nasais foi realizada ap6s 0 nascimeotore48/72 horas antes da alta hospitalar.

Na vigéncia de resultado negativo para identiicadeS. aureusnas duas
primeiras coletas entre os recém-nascidos, erezadal uma terceira coleta apos 15 dias do
nascimento, no domicilio. Os recém-nascidos pastilogo na primeira coleta eram
excluidos da segunda e terceira coletas. Quando positivos na segunda coleta, eram
excluidos da terceira coleta; e por fim, quandanergegativos na segunda coleta, era

realizada a ultima coleta no domicilio.

4.4.1 Semeadura/isolamento e identificacdo &aureus

O material biolégico foi obtido friccionando-seswal por trés vezes, na mucosa da
aréola/mamilo e no terco inferior de cada um dagilelos nasais, conforme proposto por
Zelante et a) (1982). No Laboratorio de Microbiologia da Univelaile Estadual de Maringa

o material foi semeado na superficie de placasate $0 x 15mm contendo agar manitol
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salgado e incubado por 72 horas a 37°C. Apés aaskmee oswabfoi mantido em caldo de
soja tripticaseina (TSB) adicionado NaCl a 2% ailiaclo por 24 horas a 37°C. A seguir o
material foi semeado na superficie da placas dd Pemtendo agar manitol salgado e
incubado a 37°C por mais 72 horas.

Duas coldnias suspeitas de pertencer aureugoram, a seguir, repicadas para
TSB e incubadas por 18 a 24 horas a 37°C e emdsegovamente plagueadas em agar
Mueller Hinton Becton Dicksinson an€Company, BD Diagnostic SystemdSA) para
verificacdo da pureza das colbnias.

Colbnias puras suspeitas de pertence6.aaureusforam submetidasa
coloracao de grane prova da producdo de coagulase em tubo (TOLEDEY). As colbnias
que se apresentaram com COCOS gram-positivos afpspam cachos e produtoras de
coagulase foram estocadas, em duplicatafreazera -20°C. Para manutencdo das estirpes

empregou-se solucao de glicerol (agar/dgar + soldedlicerol a 30%).

4.5 Teste para pesquisa da coagulase

Para a deteccéo da producao da coagulase foi eadar@gmetodologia proposta por
Konemam et a) (2001). Colbnias suspeitas de pertenc8t aureudoram adicionadas a um
tubo contendo plasma de coelho liofilizado (CoagRilmsma LB, Laborclin produtos para
laboratorio Ltda, Pinhais Parand, Brasil) e incaba®5+1°C, por 4 horas. As leituras foram
realizadas apdés 30 minutos, quatro e 24 horas déagdo. A formacdo de codgulo foi
indicativa de prova positiva para identificacdoSleaureusComo controle positivo utilizou-
se a amostra ATCG. aureu5923.

4.6 Suscetibilidade aos Antimicrobianos

4.6.1 Teste para determinacdo da Concentragdo Iniidria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pelo métodagdardiluicdo para oxacilina. As

placas de agar Mueller-Hinton foram preparadas eomamero de diluicbes necessarias para
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0 antibidtico, sendo a maior diluicdo duas conemdies acima da resisténcia e a Ultima
diluicdo a menor concentracdo da cepa-padrao.

A concentracdo da solucdo-estoque foi calculadaaréir pda maior concentracéo
testada para o antimicrobiano, do volume de agallstuHinton utilizado nas placas de Petri
e do volume final da solucdo-estoque. A quantidade miligramas do antimicrobiano
necessaria para preparar as solugdes foi calcutadalo-se a seguinte formula:

Peso (mg) = Vol. do Solvente (mL) X Conc. da Sadsoque (mg/mL)
Poténcia do antibioticeq/mL)

AplOs o preparo, a solucdo-estoque foi esterilizada filtracdo em membrana
Millipore® de 0,22 um de diametro e estocada. A diluicdo do antimiewobifoi feita
utilizando-se agua estéril (tipo Milli Q). A solug@stoque foi a primeira diluicdo a ser
utilizada e, a partir dela foram feitas diluicde® até atingir a menor concentracao.

As concentracdes testadas abrangeram os cortesitaesnas tabelas do
documento M7-A7 do NCCLS, de 8 pg/ml a 0,06 pgAnsolucao inicial com concentracao
igual a 8 pg/ml foi obtida a partir de uma soluedteque com concentragao igual a 1600
png/ml, utilizando-se o diluente adequado (NCCL®30

Para o preparo dos meios, foi pesado agar Mudildpn em quantidade
suficiente para todas as diluicbes dos antimicrasasegundo especificacdes do fabricante.
Posteriormente esse material foi aliquotado em subas quantidades de 19 ml, sendo
esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 wsnetdepois resfriados em banho-maria
até atingirem a temperatura de aproximadamente. ¥)?Ccada tubo foi adicionado 1 ml do
antimicrobiano, totalizando um volume de 20 ml,ass@rio para atingir a espessura de 4-5
ml de meio na placa. O tubo foi homogeneizadoagaw, distribuido em placa de Petri.

As placas foram refrigeradas e utilizadas até 48shap0s seu preparo. Para o preparo
do inéculo, foi usada uma suspensédo de concentra¢@ente ao tubo 0,5 de MacFarland
(1,5 x 108UFC/mL). Foram distribuidos 2QDde cada suspenséo bacteriana em placas de
Elisa de 96 pocos. Com o auxilio de um aplicador28epinos, inoculamos as amostras
inicialmente em placa-controle sem antimicrobiapara observarmos a viabilidade das
amostras, e na sequéncia as inoculamos nas delae#s,pcom concentragdo crescente do
antimicrobiano. No final da série de diluicdo oslaslos foram inoculados em uma placa-

controle sem antimicrobiano, para se avaliar aasoimacao e o carreamento significativo da



36

droga durante o procedimento. Apés 30 minutos dagsm as placas foram incubadas a
35°C por 24 horas.

Utilizou-se como controle de qualidade para estéeta cepa d&. aureusATCC
29213 e ATCC 43300. A leitura foi realizada e osities foram comparados com aqueles

aceitaveis propostos pelo NCCLS (2003).

4.6.2 Teste de disco difusao

A realizacdo deste teste foi baseada nas reconfmslago NCCLS (2003).
Inicialmente preparou-se uma suspensao bacter@ndwvacéo equivalente a escala 0,5 de
MacFarland, a qual foi inoculada na superficie dardueller-Hinton. Os antimicrobianos
utilizados foram oxacilina g, cefoxitina 3Qg, vancomicina 3@g, gentamicina 1d,
telitromicina 15ug, tetraciclina 3Qg, norfloxacina 10Qg, mupirocina hg e linezolide 3(g.

Os discos foram depositados sobre este meio compuma estéril. As placas foram
incubadas a 35°C durante 24 horas. O controle diégdgde dos discos de antimicrobianos e
do meio de cultura foi realizado para cada lotavéis da cep8. aureusATCC 25923, e 0s
didmetros dos halos obtidos foram comparados aserittes na Tabela 2C, M2-A9, do
documento do NCCLS (2003).

4.7 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

4.7.1 Extracdo de DNA

Os isolados d&. aureustestados pela técnica de “Reacdo em cadeia dagrate”
(PCR) foram inicialmente semeados em agar Muelleteid e incubados por 24 a 48 horas a
temperatura de 37°C. Uma a duas col6nias foramsfaadas para tubos de vidro contendo 3
ml de TSB e incubadogvernighta 37°C. Quinhentos microlitros da suspenséo banter
foram transferidos para tubos timppendorfe a seguir o DNA gendmico foi extraido

utilizando-se it Qiagen (Qiaamp Dna minikit, Uniscienado Brasil, Sdo Paulo-SP, Brasil),
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segundo as instru¢cdes do fabricante. O DNA genéniaio avaliado quanto a sua
concentracdo em gel de eletroforese, tendo-se pamdmmetro comparativo o padrao de peso
molecularDNA ladder100 bp (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo-SP, Brasil).

4.7.2 Reacgao de amplificagcéo

A reacdo em cadeia da polimerase para a deteccagem®med foi realizada
conforme a metodologia proposta por Vannudtedl, (1995) descrita a seguir:

Primer MecA-F 5TGGCTATCGTGTCACAATCG 3’ foi compradiofilizado a 37,6
nmoles, para fazermos uma solucdo-mée de estocdggrimer. Seguindo 0s seguintes

calculos:

37,6 nmoles = 37600 pmoles ---- X
200 pmoles  ---- 1mL
X =188 pL de agua Milli Q, tendo assim uma solugéprimer a 200 pmoles/pL

Como na reacéo foram utilizados 10 pmoles, fezrsa diluicdo da solugdo-mée de

estoque a 1:20 para colocar no tubo de reacao Re PC

Primer MecA-R 5’'CTGGAACTTGTTGAGCAGAG3' foi comprado lidizado a
34,8 nmoles para fazermos uma solucdo-mae de gestacale primer, efoi diluido o

liofilizado seguindo os seguintes calculos:

34,8 nmoles = 34800 pmoles ---- X
200 pmoles  ---- 1mL
X =174 pL de agua Milli Q, tendo-se assim uma c@dudeprimer a 200 pmoles/pL

Como na reacéo foram utilizados 10 pmoles, fezrsa diluicdo da solugdo-mée de
estoque a 1:20 para colocar no tubo de reacao Re PC

Os reagentes utilizados para confeccdo da misamagreacdo, em suas respectivas
quantidades foram: 14,1uL de agua Milli Q est;0uL de tampéo (10 mM Tris HCI [pH
8.8]), 0,8uL de cloreto de magnésio (1,5mM), 1,44eLldNTP (250uM), 0,5uL dggimersa
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10 pmoles, 1,0uL de DNA (amostra) e 0,2uL de Tdgmaoase (2U), para um volume final
de 20puL.

As reacdes foram realizadas em termociclador caegainte ciclagem: 95°C por 10
min., 30 ciclos de: 95°C por 30 seg., 52 °C pos&f), 72 °C por 1 min., e por fim, 72 °C por
10 min. O amplicom de cada amostra foi de 310 padedsase (pb). Como controle negativo
foram utilizadas as cep& aureusATCC 25923, por serem reconhecidas como sensiveis a

oxacilina, e a cep8. aureuATCC 33591, por ser resistente.

4.7.3 Eletroforese

Os produtos da reacdo de amplificacdo foram adalss@m gel de agarose a 2%
corado com brometo de etidio. O marcador de pestecular DNA Ladder 100 bp
(Invitrogen, Brasil) foi empregado para se comparar o peso culale dos fragmentos
amplificados, e a visualizacdo dos produtos fdiafeiob luz ultravioleta (UV). A corrida

eletroforética foi realizada a 100 watts por 40 utos.

4.8 Comité de Etica

Antes da coleta nasal dos pacientes incluidos noud®s seus
responsaveis/acompanhantes foram esclarecidos sslobjetivos do trabalho proposto e a
coleta sO se realizou mediante sua concordanciayést da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto forompdo pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual de Maringa (Parecer N.° BREPR(Anexo 3).



5 RESULTADOS

No periodo de janeiro a abril de 2007, entre apdifurientes atendidas no Hospital
Universitario do Norte do Parana, 29 (58%) tiveraeém-nascidos do sexo masculino e 21
(42%) do sexo feminino. O parto normal prevaleaam 58% (29), em relacdo ao parto
cesareo, com 42% (21). Em relacéo a faixa etartarmes 18% das parturientes tinham entre
14 e 19 anos, 64% tinham entre 20 e 28 e 18% tirdrdre 31 e 40 anos. A idade gestacional
variou de 34 a 42 semanas, sendo que para 42%edt\gs a idade gestacional foi de 39
semanas. Houve apenas um caso de gestacdo coma&dasee um com 42 semanas.

Entre as 50 parturientes amostradas, 56% (28/88)atn cultura positiva para.
aureus, e entre os 50 recém-nascidos, 90% (45/50) propmacam o isolamento do
microrganismo. Considerando-se o bindmio mae/recéssido, houve concomitancia de
isolamento do microrganismo em 50% casos (25/5@ogitividade de recém-nascidos para
S. aureusna primeira coleta, imediatamente ap6s o nascondot de 24% (12/50); na
segunda coleta obteve-se uma taxa de positividad®% (36/50), e na terceira coleta, com
15 dias de nascido, uma taxa de 90% (45/50).

Em se tratando do tipo de parto, observamos que2@a&lo total de 50) criancas
nascidas por parto normal, 26 foram carreadorasmdicrorganismoEm 16casos as maes
também eram portadoras 8e aureusEm relacéo ao parto cesardos 21 (do total de 50)
recém-nascidgs 19 apresentavam o microrganisneo 9 de suas maes também eram
carreadoras deste microrganismo. (figura 1)

Considerando-se o0 binbmio mae-filho, em 32% chsos (8/25houve isolamento de
S. aureusna primeira coleta; em 44% dos ca$b%/25) o isolamento ocorreu na segunda

coleta e em 24% da=msos (6/25)na terceira.
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W Total de nascidos

WM RN portador de S.
aureus

Maes portadoras de S.
aureus

parto normal parto cesdrea

Figura 1. Relacdo de carreamento de S. aureus entre parto normal
e [)HI'I('J cesdread.

Em relacdo a metodologia empregada para isolaneecidentificacdo d&. aureusios
vestibulos nasais dos recém-nascidos observousedas 12 (do total de 50) amostras
obtidas na primeira coleta, apenas trés (25%) fosatadas através do plaqueamento direto
em agar manitol salgado, e todas cresceram no deguaqueamento apdésswabter sido
mantido em cultivo de TSB. Na segunda coleta, dasaostras obtidas, 10 (41,6%)
cresceram no plagueamento direto em manitol, engutodas cresceram apds serem
mantidas em meio de cultivo TSB. Na terceira coldds 9 (100%) amostras, todas cresceram
no plagueamento direto e apds cultivo em TSB. (&d)

Em relacdo as maes, considerando-se a metodologitada para isolamento e
identificacdo deS. aureus observou-se que das 28 culturas, 21 (75%) cr@sceuando
plagueadas diretamente em manitol e 28 (100%) exasc apds terem sido mantidas em
TSB.

5.1 Teste de resisténcia a oxacilina através do rodb de determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados do teste da CIM, realizado para metacdo da susceptibilidade a
oxacilina, mostrou que, das 73 amostrasSdewureusobtidas das maes (28) e dos recém-
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nascidos (45), sete (9,6%) foram consideradasteeses. Dentre estas 7 amostras, 2 foram
procedentes de maes e 5 de recém-nascidos. Asndieasidentificadas como carreadoras nao
formaram bindmio com os recém-nascidos. Os resdtath CIM das 07 amostras 8e
aureus isoladas dos vestibulos nasais de recém-nascidda aréola/mamilo de mées
atendidos no Hospital Universitario do Norte doaPar de fevereiro a abril de 2007 sao

mostrados na tabela 1.

Tabela 1 Resultados do teste de Determinacdo da CIM daanfidstras deS. aureus
isoladas dos vestibulos nasais de recém-nascidasagtola/mamilo de maes atendidas no

Hospital Universitario do Norte do Parana de fewvera abril de 2007.

Agente CIM minimo CIM maximo CIM
antimicrobiano (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Oxacilina

Crianca (ao nascer) _ 2 >4 8
Crianca (48-72h) < >4 8
Crianca (48-72h) < >4 8
Crianca (15 dias) < >4 8
Crianca (15 dias) < >4 8

Mae <2 >4 8

Mae <2 >4 4

5.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobiano®le método de discodifusdo

Os resultados do teste de susceptibilidade antimmna das sete amostras 8e
aureusresistentes a oxacilina, realizado pelo métoddCtM, mostraram que todas foram
sensiveis ao linezolide, vancomicina, mupirocingelgromicina e resistentes a cefoxitina.
Uma amostra identificada como resistente a oxacpelo método de Agar-diluicdo mostrou-
se sensivel a esta droga pelo método de discodifu€& resultados do teste de
susceptibilidade antimicrobiana das sete amostea$.daureusoxacilina resistentes aos

antimicrobianos usualmente empregados na rotinecalsdo mostrados na tabela 2.
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Tabela 2. Resultados do teste de susceptibilidade antimenabdas 7 amostras &
aureusresistentes a oxacilina aos antimicrobianos usugkrempregados na rotina clinica.
Perfis de OXA CEF GEN LIN VAN TET CIP MUP TEL
Susceptibilidade

Crianca R R R S S R S S S
Crianca R R R S S R R S S
Crianca R R R S S R R S S
Crianca S R S S S S S S S
Crianca R R S S S S R S S
Mée R R S S S S R S S
Méae R R R S S R S S S

S: sensivel; R: resistente; OXA: oxacilina; CEFfogdina; GEN: gentamicina;LIN:
linezolide; VAN: vancomicina; ; TET: tetraciclin&IP: ciprofloxacina; MUP: mupirocina,
TEL: telitromicina.

5.3 Deteccao do gengecA

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (R@IR)ada para a deteccao do gene
med\, demonstrou a presenca do gene nas 6 amostr& dareus identificadas como
resistentes a oxacilina pelo método da CIM. A fig@rmostra os resultados obtidos com a
técnica de PCR para determinacdo do gmee\ em amostras d&. aureusisoladas de
recém-nascidos e mées atendidas num Hospital itéveo do Norte do Parana de fevereiro
a abril de 2007.



600 pb
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Figura 2 - Reacdo em cadeia de polimerase para deténacdo do genemecA em
amostras deS. aureus isoladas de recémascidos e maes atendidas num Hospi
Universitario do Norte do Parana de fevereiro a abit de 2007- canaleta 7: marcac
de peso molecular (100pb DNA ladder, Invitroge@haleta 6: isolado de crianga ap
nascimento; canaleta 5 e 3: isolado de mée; canhlet4: isolado de crianca com A&8-
apos o hascimento; canaleta 2: isolado de criamtald dias de vida.
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6 DISCUSSAO

S. aureug reconhecido como um dos principais patogenosioseonsiderado como
membro persistente da microbiota endégena humaeta@onado a importantes processos
infecciosos. Entre 20 e 70% da populagdo adultapséitadores deS. aureusnas fossas
nasais, sendo que em recém-nascidos esta poraentdgexpressivamente maior nas
primeiras semanas ap0s 0 nascimento, podendoralidd?o nas criancas no quarto dia de
vida (CIMOLAI, 2003; VON EIFF et aJ 2001).

Neste estudo identificaram-se 56% (28) de maestiyassi paraS. aureusna
aréola/mamilos e 90% (45) de recém-nascidos cafoeanmicrorganismo nos vestibulos
nasais. Entre os recém-nascidos observou-se umnswrde taxa de carreamento com o
passar do tempo, ou seja, ao nascer obteve-se axaalé 24%; com 48 a 72 horas esta
freqUéncia subiu para 63%; e aos 15 dias apds cdnmarsto o valor obtido foi de 64%.
Estudos tém relatado que, entre recém-nascidosalodie carreadores, nas primeiras semanas
de vida, pode atingir 100% no quarto dia de Vvid®KVEIFF et al 2001). Rosenthal et.al
(2006), estudando a colonizagédo nasal entre umogdep50 criangas, relatam que 4 delas
tinham sido colonizadas até 7 dias ap6s o nascam@éngntre 8 e 14 dias, 21 entre 15 e 21
dias, 13 entre 22 e 28 dias, e 3 foram colonizadasmais de 4 semanas.

Com relacdo ao carreamento 8e aureusna pele e nas mucosas, alguns estudos
confirmaram a transmisséo cruzadaSleaureusoxacilinarresistente (ORSA) entre irmaos,
sendo que um deles havia sido previamente admitidbospital meses antes com infeccéo
por ORSA. Em uma analise mais acurada os automerdgraram gue a transmissao ocorreu
pelo menos trés vezes dentro desta familia e doemmnos um familiar foi colonizado com a
mesma cepa durante sete meses ou mais (HOLLIS, €t98b). Uma vez que 0S recém-
nascidos estdo em contato permanente com os @stafils e seu sistema imune ainda nao se
encontra totalmente desenvolvido, ha necessidade destacar a possibilidade de aquisicédo
de cepas multirresistentes por contato (LOWY, 1988NVIS; WILSON, 2001).

O seio materno é especialmente propenso a serizadionporS. aureusdurante o
processo de amamentagdo, provavelmente devido atentm da umidade no local
(ZDRAZILEK et al, 1988). A transmissao d& aureuentre maes saudaveis e seus recém-
nascidos durante a amamentacao foi constatadatedoesalizado por Kawada et €003),
alcancando uma taxa de 50% na transmissao enpares. Lindberg et a(2004) também

relataram o carreamento 8eaureuganto nos vestibulos nasais de maes, quanto & rég
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mamilo, ressaltando que o ato de amamentar podelbtonpara a aquisicao de. aureus
pelos lactentes.

O isolamento de5. aureus neste estudo, foi desenvolvido a partir do usalais
técnicas. Na primeira foi realizada a semeadutalnlo material biologico na superficie de
agar manitol salgado, e na segunda, antes da seragadmaterial foi mantido em meio de
cultivo de TSB por 24 horas. Em relacdo ao isolamele S. aureusdos vestibulos nasais
entre recém-nascidos, observou-se um incremend¥equando as culturas foram mantidas
por 24 horas em caldo de enriquecimento, ou sajgerta uma perda de 48,9% (23) caso as
culturas ndo houvessem sido mantidas em meio e@uidm Cookson, Webster e Philips
(1987), em estudo realizado com 26 carreadores RIBAQ relataram que, na vigéncia de
semeadura direta, na auséncia de enriquecimentcaéo, observaram uma perda de 8
individuos que foram identificados como nao caroeasl Sautter, Brown e Mattman (1988)
encontraram que a metodologia que emprega o usalde seletivo antes do plagueamento
direto provou ser mais eficiente para a recuperaf@i&. aureusnas narinas, onde o
incremento foi de 20%. Ainda em relacdo ao isoldmele S. aureus,outros autores tém
sugerido o uso de enriqguecimento em caldo antgdadpeamento (POLAKOFF et. p1967;
COOKSON; WEBSTER; PHILLIPS1987). O incremento da sensibilidade das técnpzas,
isolamento deS. aureus € de fundamental importancia para a deteccamdigiduos ou
grupos de alto risco e particularmente Gtil pamnaanitoramento do carreamento de ORSA
(COOKSON; WEBSTER; PHILLIPS, 1987; CAMPOS, 1988;H Et al, 2007).

S. aureusque apresentam resisténcia a oxacilina sdo, fnéginente, resistentes a
alguns grupos de agentes antimicrobianos mais camaoomo 0s aminoglicosideos,
macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e fluorotplonas (MANDELL; BENNETT;
DOLIN, 2000), e constituem-se em grande risco pafaomem e animais em casos de
infeccdo (NEVES et g12007). A identificacdo de cepas ORSA procedendesotnunidade
intra-hospitalar ou de pacientes internados temrigcocom frequéncia cada vez maior, e
atualmente um percentual importante destas cepaséta tem sido isolado de individuos
saudaveis na comunidade (NEVES et 2007). A vigilancia epidemioldgica neste caso €
importante, em funcdo da ocorréncia de infeccapacta e da disseminacao destas estirpes.

Neste estudo as amostrasSleaureussoladas de maes e de seus respectivos recém-
nascidos saudaveis foram, inicialmente, avaliadasntp a susceptibilidade a oxacilina
através de método de determinacédo da Concentnaitéidria Minima (CIM) por agardifusédo
e pelo método de difusdo em disco com o0 uso densl@ntimicrobianos conforme

recomendacgéo do NCCLS.
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Através da CIM, foi possivel detectar sete amostegsstentes a oxacilina: cinco
criancas e duas maées. Entre as criancas, duas @rmmas obtidas apdés 15 dias do
nascimento, duas eram culturas de 48 horas apascimento e uma era de cultura logo apos
0 nascimento. Por outro lado, através do testeudeeptibilidade antimicrobiana realizado
pelo método de discodifusao, verificou-se que,s#ds amostras, apenas seis culturas foram
identificadas como resistentes. Pelo resultadalopfica evidente a proposicdo do NCCLS
(2003) de que os resultados dos testes realizaglosnpetodo de discodifusdo devem ser
correlacionados com os resultados do teste dendesgdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM), empregando-se cepas-padrdo (ATCC)oneecidamente sensiveis e
resistentes a diversos agentes antimicrobianos.

O termo infeccdo por CA-ORSA refere-se a uma irdlecgue se origina na
comunidade (CHAMBERS, 2001). Atualmente existem trmmérsias na literatura para
definir a infecgdo causada por cepas CA-ORSA. Gbgerde isolamento e identificacdo de
ORSA, histoéria e tempo de hospitalizacdo do pagjeztmo também exposi¢cdes ou ndo a
fatores de risco, adicionam variaveis que auxiliandefinicdo. E possivel que a origem
destas estirpes seja hospitalar e que elas tenidon psopagadas para a comunidade
(SALGADO; FARR; CALFEE, 2003).

Véarios estudos relatam uma significante prevaléndea ORSA, ocasionando
colonizacdo ou infeccdo entre criancas e adultoaKMMURA et al, 2002), e
principalmente a presenca de numeros crescentgzacentes com CA-ORSA que nao
parecem demonstrar fatores de risco evidente (GQRRKMADA; BROWN, 1999;
NAKAMURA et al., 2002). Relatorios de mortes pediatricas em corégagg de CA-ORSA
continuam avancando, ilustrando dessa forma adselee potencial deste aparecimento
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1999).

Em nosso estudo observou-se que os antimicrobraa@sativos contra ORSA foram
linezolide, com 100% de sensibilidade, vancomicifi®0%), mupirocina (100%) e
telitromicina (100%). A resisténcia das amostragfaxetina foi 100%, seguida da oxacilina
(85,7%), gentamicina (57%), tetraciclina (57%) erailoxacina (57%). Segundo alguns
estudos, o perfil de susceptibilidade antimicrodide amostras ORSA de origem hospitalar
tem sido semelhante aquele de isolados de CA-ORIgAigdos na comunidade (HEROLD
et al, 1998; SKIEST et al2007).

Em relacdo a vancomicina, em nosso estudo, a esamsibilidade bacteriana foi de
100%. A vancomicina permaneceu como droga de altgscolha para o tratamento de

ORSA até recentemente (CUI et,aP006). O aparecimento, em 1996, 8e aureus
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vancomicinaintermediario (VISA) com um MIC de 8 ingéspertou grande preocupacao
entre pesquisadores de todo o mundo, 0s quaismzacam a vigilancia epidemioldgica.
VISA esta se tornando prevalecente em varios pateeso o Japao, (CUI et.aR006), a
Franca (CHESNEAU, et al2000), os Estados Unidos (SMITH et,al999), o Brasil
(OLIVEIRA et al, 2001), a Alemanha (REIPERT et,&003) e a China (LU et.aR005).

Técnicas de descontaminagéo nasal tém sido uizpdr individuos saudaveis como
medida preventiva a aquisicdo de infeccdo Poraureus,embora ainda exista um risco
pequeno de se contrair a infeccdo (MAINOUS et2006). Mupirocin tépico € um agente
bactericida com atividade cont& aureusque foi prosperamente usado para erradicagcao
nasal e colonizagdo em maos de pacientes e trdbafizada saide (DOEBBELING993).

A diminuicéo da colonizac&o pode reduzir as taxamfitccdo em pacientes que se submetem
a hemodialise ou cirurgia cardiaca e em individcm® infeccdo de pele (KLUYTMANS;
VAN BELKUM; VERBRUGH, 1997).

Doebbeling (1993) destaca que a terapia com ungieagal de mupirocin pode ser
efetiva para a erradicacao temporariaSdeaureusdos vestibulos nasais. Quando aplicado
duas vezes ao dia durante cinco dias sucessivadtaem eliminacdo de 91% logo apos a
aplicacao; 87% de eliminacdo ocorrem depois dergusgmanas, e 48% depois de seis
meses. Ndo obstante, apesar das altas taxas deaglim, um estudo clinico encontrou
pequena ou nenhuma eficacia desta droga na preveecéfeccbes d8. aureugPERL et
al., 2002).

E imperativo que o uso de mupirocin seja restring@ casos em que seja
absolutamente necessario, tornando-se indispengaeelm programa de vigilancia continua
de ORSA seja realizado regularmente nos servicgaude (CUI et a312006).

A descoberta de resisténcia a oxacilina entre ilstaftos baseada em métodos
fenotipicos constitui-se em um processo complexancipalmente em populacdes
heterogéneas. Além disso, estafilococos multinesies que abrigam o geme® realcam a
importancia de determinacdo precisa deste mecardsmesisténcia (PALAZZO; REHDER;
DARINI, 2007).

A resisténcia aos antimicrobianos en$. aureus pode ser codificada
cromossomicamente ou mediada por plasmidios. Faagrm dos mecanismos de resisténcia
a oxacilina a hiperproducédo de betalactamases, a presencandeproteina ligadora de
penicilina (PBPprotein binding penicilih alterada denominada PBP2a e modificacbes na
capacidade de ligacdo das PBPs. Esta proteinaaddteé codificada por um gene

cromossOmico denominadme@, que é responsavel pela resisténcia intrinseca dos
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estafilococos a oxacilina e a todos os antibiéticesalactamicos (CHAMBERS, 1997). O
determinante génico da proteina PBP2A é o gea@, que é constituido por cerca de 2000
pares de nucleotideos. Este gene néo é nati% dereuse assim sé as estirpes resistentes o
possuem. Em contraste com o determinante da peas®, que em muitos casos ainda se
mantém em plasmideos, embora também possa existhtomossomo, 0 gemaed, ocorre
sempre integrado no cromossomdsd@ureusLENCASTRE et al 1994).

Através da amplificacdo de determinados genes seqilente analise genética dos
fragmentos, podem ser obtidas informacdes da fillage da sistematica microbiana, de uma
maneira rapida e eficiente (KLUYTMANS; VAN BELKUMYERBRUGH, 1997). A
amplificacdo da regido hipervariavel do gemecmostrou ser Util para o estabelecimento da
origem de infeccdo nosocomial (SCHMITZ et 4B98), e a técnica tem sido utilizada para a
ampliacdo simultdnea dos gendeca e femA e do gene da termonuclease extracelular e
PBP2 (MENEGOTTO; PICOLI, 2007).

Estudo realizado para identificar a resisténcia xacitina através de métodos
fenotipicos, tais como agardiluicdo e discodifus@mparados com métodos genotipicos, tais
como a presenca do geme@, pela PCR, demonstra que resultados contraditpodem
ser encontrados no que diz respeito a suscepétididantimicrobiana, salientando a
importancia da confirmacé@o de resisténcia atravésédnicas laboratoriais especializadas
(KOTILAINEN et al., 1995).

Em nosso estudo foi possivel observar que, dasasabstras resistentes a oxacilina,
100% foram portadoras do genee®d. Resultado semelhante foi descrito por LO et al
(2007), que, testando nove cepas de CA-ORSA petodoéle discodifusédo, observou que
todas foram positivas para o gemed. Para Geha et a(1994), a técnica de PCR para
determinacdo do genaned, torna-se um instrumental benéfico em estudos de
susceptibilidade, pois permite a identificacdo e&sténcia intrinseca de maneira confiavel e

segura.



7 CONCLUSAO

O estudo permitiu chegar aos dados descritos arsegu

» Foi identificada uma alta prevaléncia de carreamemsal deS. aureusentre
recém-nascidos atendidos num hospital universitiriblorte do Parana.

* Dos recém-nascidos participantes do estudo, 58% do sexo masculino e 42%
do sexo feminino. O parto normal obteve uma taxa8%, enquanto o parto cesareo obteve
uma taxa de 42%.

* A frequéncia de carreamento nasal $leaureusentre os recém-nascidos foi
crescente a partir do nascimento até os primeuroe g dias.

» A taxa de recém-nascidos portadores do microcsgannascidos de parto normal
foi de 89,6%, ao passo que os nascidos de paroeeeforam de 90,4%.

» Entre o grupo de maes carreadora$ daureusha aréola/mamilo observou-se que
foi alto o percentual de seus respectivos recéroii@s que também carrearam o
microrganismo nos vestibulos nasais.

* A utilizacdo de meio de enriquecimento de TSB snta semeadura em meio
sélido incrementou o isolamento 8eaureugntre recém-nascidos e maes.

* No teste de susceptibilidade antimicrobiana peétono de discodifusdo, 100%
das amostras foram sensiveis a linezolide, van@eajimupirocina e telitromicina.

» Observou-se quel00% das amostras foram resisgendexitina.

 Através do teste de susceptibilidade antimicrabr@alizado pelo método da CIM,
observou-se que 9,6% das amostraS.daureugoram consideradas resistentes a oxacilina.

* A técnica de PCR para a deteccdo do dgdeeA confirmou a resisténciaa
oxacilina das 7 amostras 8eaureusdentificadas como resistentes pela técnica da. CIM

* O teste de susceptibilidade antimicrobiana redizatravés da técnica de
discodifusdo concordou em 85,7% com a técnica d& fira a identificacdo de amostras

resistentes a oxacilina.



8 CONSIDERACOES FINAIS

A atencdo a saude € constantemente desafiada nbeccdes causadas por
microrganismos altamente virulentos e capazes dendadear surtos graves em todos os
setores das instituicbes de saude. Atualmente,radmy sdo ou assintomatico tem sido
considerado uma importante fonte de microrganisnmsando-se, dessa forma, a mais
silenciosa ameaca de propagacéao de infeccoes.

Este estudo teve como objetivo geral trazer umdriboiicdo para a epidemiologia no
que diz respeito ao carreamento 8e aureusentre recém-nascidos saudaveis e suas
respectivas maes, particularmente aqueles resstemtacilina.

A partir da populacédo em estudo foi possivel olzseque 90% dos recém-nascidos
foram carreadores d&. aureusque 11,1% destes foram identificados como porésdde
ORSA e que entre as maes a freqiéncia de carreafoede 56%.

Destarte, os profissionais de saude precisam estdicularmente atentos para a
identificacdo de carreadores 8e aureus;e como estdo diretamente envolvidos no cuidado
com clientes, devem tomar precaucdes para congglegvenir sua disseminacao.

Diante dessa premissa, ressalta-se a importaaaarescientizacdo da necessidade de
planejamento, implementacdo e avaliagdo de medidasionadas ao controle & aureus
multirresistentes e, consequientemente, das estafd@s.

Este estudo possibilita uma reflexdo a respeittédeicas de descontaminacao nasal,
como medidas preventivas em individuos saudaveis, gmbora eles tenham um risco
pequeno de contrair infec¢do, sao portadores dmrgenismo.

Espera-se que os resultados desta pesquisa possg@ertar nos profissionais uma
visdo da problematica que 8saureusparticularmente os ORSA ou CA-ORSA, representam
na atualidade. Especialmente o enfermeiro, que ditetamente na prestacdo de cuidados,
precisa ser conscientizado da necessidade de iecamnecimento sobre a microbiologia, no
sentido amplo do aprender, de saber pensar patzomeiiar, participar, refletir, criticar,
construir e inovar para mudar. Ele precisa ter réeze da necessidade de se adotar uma
postura cientifico-historico-critica, que permituaa sobre as causas do problema, e nao
somente sobre seus sintomas (SANTOS, 1997).
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Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estamos realizando uma pesquisa intitulada: Adiasitasal dé&taphylococcus
aureusentre recém-nascidos saudaveis, que tem comawvabjeerificar a ocorréncia da

aquisicdo nasal e umbilical &aphylococcus aurewntre recém-nascidos saudaveis

Os resultados da pesquisa destinar-se-do a eldoorde trabalho de carater
cientifico e possivel publicacdo, sendo garantidoanimato dos participantes.

Estamos disponiveis para fornecer-lhe informac@esdp julgar necessario, nos
comprometendo a proporcionar respostas adiciomdige qualquer duvida que por ventura
venha a ter e informacgdes atualizadas durante endelvimento do estudo, mesmo que isto
possa afetar a sua vontade de continuar partiogpand

A sua retirada deste processo de pesquisa podendeiauando considerar
conveniente, sendo que isto ndo lhe acarretaraunedano pessoal e/ou profissional.

Informo que ndo havera riscos, nem danos ou cuogualquer natureza caso
concorde em participar do estudo, assim como né&bezd pagamento pela participacdo. O
presente projeto estd em concordancia com as e@géma Resolucdo 196/96, que
regulamenta a realizacao de pesquisa com seres\bama

Em caso de reclamacéo e/ou dendncia, procure alipadqr, Jodo Bedendo pelo
telefone (0xx44) 3261-4511, da Universidade Estadim Maringd, e/ou o Comité
Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Senemrids (COPEP) da Universidade
Estadual de Maring4, na Pro-Reitoria de Pés-Gradupelo telefone (0xx44) 3261-4444.

Eu, taplido e entendido as

informacdes e esclarecido todas as minhas duvedaentes a este estudo, CONCORDO
VOLUNTARIAMENTE em participar desta pesquisa.

ta: Da / /

Assinatura do participante.

Eu, Pesquisadora ,

declaro que forneci todas as informacdes referauestudo.



Anexo 2

Formulério de Identificacdo do Paciente

1) Pacienten® ()

2) Data e hora do nascimento I

3) Idade e nome da mae /
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4) Nome da crianca

5) Numero do prontuério

6) ldade Gestacional

7) Sexo da crianga ( ™M ( )F
8) Parto ( ) Normal ( ) Cesérea
9) Apgar ( ) 1°min ( ) 5°min

10) Peso no nascimento

11) Estatura no nascimento

12) Data provavel da alta I

13) Peso na alta

14) Endereco:

15) Fone:

16) Data do agendamento da visita:




Anexo 3

(Xerox do comité de ética)
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