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STAPHYLOCOCCUS AUREUS ENTRE ESTUDANTES DE ENFERMAGEM
SAUDAVEIS

RESUMO

Staphylococcus auressum patégeno envolvido na etiologia de infecdtimspitalares

e comunitarias, encontrado como flora normal em pencentual importante da
populacdo em geral. Atualmente, diversos estudosd@monstrado um aumento da
freqUuéncia de isolamento de amostrasSdeaureusresistentes a mdltiplas drogas,
particularmente a oxacilina (ORSA). Académicos dafeEnagem podem ser
carreadores nasais de estirpes multirresistengggesentando um fator de risco
potencial na disseminacédo. O presente estudo tembjetivo identificar a prevaléncia
e o perfil fenotipico e genotipico de amostras§daureussoladas dos vestibulos nasais
de estudantes de graduagdo em Enfermagem. A pépukvolveu 101 alunos do
curso de graduacdo em Enfermagem que foram amestraxs vestibulos nasais. As
colbnias suspeitas de pertencere®. aureuforam submetidas a Coloragdo de Gram,
Teste da Coagulase em tubo e a seguir avaliadexaa susceptibilidade a oxacilina e
a vancomicina através do Teste da ConcentracamdmgbMinima (CIM). O DNA foi
extraido com CTAB e as amostras identificadas coesistentes a oxacilina foram
submetidas a técnica de reacdo em cadeia da patienéPCR) para identificacdo do
geneMecA utilizando-se como controle positivo a cepaSdeaureusATCC 33591. A
eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1c6% brometo de etidio. Um
fragmento de 154 pares de base indica a presengar@onecA A tipagem genética
das amostras resistentes a oxacilina foi realizgitlaando oprimer RW3A. Dos 101
alunos analisados, 91 (90,1%) proporcionaram oamsehto doS. aureus Em 8
amostras, a CIM da oxacilina variou entreugdml e 256ug/ml. Todas as amostras
foram sensiveis a vancomicina. A presenca do gext\foi identificadaem todas as
amostras resistentes a oxacilina pelo método da Ctdas as amostras resistentes a
oxacilina pela CIM apresentaram resisténcia a pavactrimetropin/sulfametoxazol e a
tetraciclina. A tipagem genética das oito amostesgsstentes a oxacilina demonstrou

uma similaridade superior a 84% para quatro angstemdo duas com 100%.

Palavra-chave:Staphylococcus aureu€olonizagéo, Resisténcia, Enfermagem.



STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN HEALTHY NURSING STUDENTS

ABSTRACT

Staphylococcus aure(S. aureuyis a pathogen involved in the etiology of hodtied
community infections, and is also found in the nakiffora of a significant percentage
of the general population. Several studies havevshan increase in the isolation of
multiple-drug-resistant samples 8f aureusespecially to oxacillin (ORSA). Nursing
students may be nasal carriers of multi-resistaairs, which represents a potential risk
factor for dissemination. The object of the presstntly is to identify the prevalence,
phenotypic and genotypic profiles 8f aureusamples isolated from the nasal cavities
of undergraduate Nursing students. The populationsisted of 101 undergraduate
Nursing students who had their nasal cavities sachf@olonies suspected of belonging
to S. aureuswere subjected to Gram reaction and tube coaguless, and then
evaluated regarding oxacillin and vancomycin suslei#ify through the minimum
inhibitory concentration (MIC) test. DNA was extted through CTAB, and the
samples identified as oxacillin-resistant were sitiieth to a polymerase chain reaction
(PCR) to identify theviecAgene, with the ATCC 33591 strain 8f aureusas positive
control. Eletrophoresis was performed in agarodeld@o with ethidium bromide. A
fragment of 154 base pairs indicates the preseht®decAgene. The genetic typing
of oxacillin-resistant samples was performed ushegRW3A primer. Among the 101
assayed students, 91 (90.1%) showed isolateS. dureus In eight samples, MIC
varied between 4g/ml and 256.g/ml. All samples were sensitive to vancomycin. The
presence of th&lecAgene was identified in all oxacillin-resistant sdes through the
MIC method. Of the eight oxicillin-resistant sangld00% were resistant to penicillin,
trimethoprim/sulfamethoxazole and tetracyclin. Geaetic typing of all eight oxacillin-
resistant samples showed greater than 84% singil&oit four samples, with two of
them being 100%.

Keywords: Staphylococcus aureu€olonization, Resistance, nursing.



STAPHYLOCOCCUS AUREUS ENTRE ESTUDIANTES DE ENFERMERIA
SALUDABLES

RESUMEN

Staphylococcus aureu§S. aureus es un patégeno implicado en la etiologia de
infecciones hospitalarias y comunitarias sienddoiém encontrado como flora normal
en un porcentual importante de la poblacion en rgén&ctualmente diversos estudios
han demostrado un aumento de la frecuencia deréésito de muestras d& aureus
resistentes a multiplas drogas particularmente @xé&ilina (ORSA). Académicos de
enfermeria pueden ser cargadores nasales de sstigttrresistentes representando un
factor de riesgo potencial en la diseminacién. Esente estudio tiene por objetivo
identificar la prevalencia y el perfil fenotipicogenotipico de muestras @& aureus
aisladas de los vestibulos nasales de estudiamtegratiuacion en enfermeria. La
poblacién implicé 101 alumnos del curso de gradira@n enfermeria que fueron
usados de muestra en los vestibulos nasales. lasasospechas de pertenec&. a
aureusfueron sometidas a Coloracién de Gram, Test @okgulasa en tubo y a seguir
evaluadas cuanto a susceptibilidad a la oxacilimalgy vancomicina a través del Teste
de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). ElI BNue extraido con CTAB y las
muestras identificadas como resistentes a la amadileron sometidas a la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) paratifidacion del genMecA
utilizdndose como control positivo la cepaSleaureusATCC 33591. La eletroforesis
fue realizada en gel de agarosa a 1,5% con brociretidio. Un fragmento de 154
pares de bases indica la presencia del denA El tipo genético de las muestras
resistentes a la oxacilina fue realizado utilizaredrimer RW3A. Entre los 101
alumnos ensayados, 91 (90,1%) proporcionaron d#naisnto delS. aureus En 8
muestras el CIM vario entregy/ml y 256ug/ml. Todas las muestras fueron sensibles a
la vancomicina. La presencia del gbtecA fue identificadaen todas las muestras
resistentes a la oxacilina por el método de la Al ocho muestras resistentes a la
oxacilina 100% presentaron resistencia a la pémégitrimetropin/sulfametoxazol y a la
tetraciclina. El tipo genético de las ocho muestessstentes a la oxacilina demostrd

una similitud superior a 84% para cuatro muessiasdo dos con 100%.

Palabras clave:Staphylococcus aureu€olonizacion, Resistencia, Enfermeria.
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ANEXOS



1. INTRODUCAO

Diferentes géneros e espécies de micro-organisaresmf parte da microbiota
normal dos seres humanos (MARTINS, 2002), entre @ftaphylococcus aureugue
habita a pele e as membranas mucosas, principanasntossas nasais (HESHI&
al., 2002; ONANUGA, OYI e ONAOLAPO, 2005; RICARDODR4).

O organismo, ao albergar % aureuspode se comportar de duas formas: na
primeira ocorre o processo infeccioso, revelanderd@o o caso clinico ou declarado e,
na segunda, ocorre em muitos casos nos quais nismgaesta colonizado, porém nao
apresenta nenhuma sintomatologia, conhecido gangegitte como “portador sdo” ou
assintomatico. Esses podem ainda ser classificado® portadores persistentes ou
permanentes (20%), portadores intermitentes ositéains (60%) e ndo portadores
(20%) (KLUYTMANS, VAN BELKUM e VERBRUGH, 1997).

A colonizagdo nasal p@. aureugsta intimamente relacionada a colonizacao da
superficie cuténea, tornando-se motivo de preoépap serem considerados o0s
procedimentos cirdrgicos (FELIX JUNIOR, 2007; SANS@ DARINI, 2002), e sua
eliminacdo nas fossas nasais poderia interrompecddes de origem enddgenas
(MENOGOTTO e PICOLI, 2007; VON EIFEt al.,2001). A colonizacdo nasal &
aureusé a principal responsavel pela colonizacdo darfuoecutanea, tornando-se
motivo de preocupacdo ao se considerar a preval&@sses micro-organismos na
populagdo em geral e entre trabalhadores hosgsa(SANTOSet al.,2007; SANTOS
e DARINI, 2002).

No Brasil, estudo realizado entre maes, filhos idatlores saudaveis em um
centro de convivéncia de medicina em Sao Paulormosina prevaléncia de 58,2% de
portadores nasais d8. aureus(SANTOS e DARINI, 2002). Entre residentes de
medicina de um hospital ensino do Parana, obsesgouma prevaléncia de 17,68%
(HESHIKI et al., 2002). Estudos demonstram que nao existe difereagaositividade
dos S. aureusentre os funcionarios que prestam assisténciadadiee os demais
(SANTOS, 1987; VIEIRA e SANTOS, 2007; VOSS, 2004).

A detecc¢édo do portador nasal$Sleaureusassintomatico em ambiente hospitalar

e comunitario é importante para a compreensdo dderafplogia da infeccéo
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(CARDOSO, 2007) e para avaliar o risco para suaisg@o e transmissao
(KUEHNERT et al.,2006; LUet al.,2005).

A prevaléncia deS. aureusentre a populagcdo sadia tem sido de 40% entre a
comunidade universitaria; segundo estudo realizadce estudantes universitarios da
area da saude de uma Universidade Estadual dodP@RBRATES, 2008), foi observado
um percentual expressivo de cepas multirresistepggticularmente entre 0s membros
do staffhospitalar (SANTO®t al.,2007).

A colonizacéo de trabalhadores hospitalares podarvde 30% a 70%, podendo
atingir 90%, dependendo das condi¢cbes ambientasspdcientes atendidos, do uso de
antimicrobianos e da propria estrutura do hosplEah adultos sem ligagdo com o
ambiente hospitalar, a variagdo deveria se limgtatre 20% e 50% (MANDELL,
BENNETT e DOLIN, 2005; SANTOS, 2000).

Menegotto e Picoli (2007), ao estudar uma populasgn fatores de risco,
verificaram uma prevaléncia de 40% para.@ureus 7,5% de resisténcia a oxacilina.
Em sua pesquisa, 0s autores destacam a escassstudes des. aureugesistente a

oxacilina no Brasil.

Existem alguns fatores de risco para a colonizacAtnfeccdo pel®. aureus
multirresistente, entre eles o uso prolongado dienamobianos, a imunossupressao, as
internac6es em unidades de terapia intensiva,raggieis € exposi¢do a pacientes ja
colonizados (CHAMBERS, 2001; HONG e GORAN, 2006; RANS, 2002;
RICARDO, 2004; SAIID-SALIM, MATHEMA e KREISWIRTH, 203).

Estudantes de Enfermagem desenvolvem parte deosunagdo académica em
ambiente hospitalar e estdo propensos a adquambeém a veicular micro-organismos,
entre os quais o0s. aureus.A identificacdo de portadores assintomaticos egitopos
de estudantes, em ambiente hospitalar e comunigiimportante para se conhecer a

epidemiologia da infeccédo estafilocécica.

Os hospitais universitarios de grande porte sdosiderados centros de
referéncia, e por esse motivo recebem um grandemide pacientes, incluindo casos
graves que muitas vezes necessitam de unidadesagétintensiva, facilitando assim a
disseminacao d8. aureusnultirresistente (FELIX JUNIOR, 2007; LEISER, TOGWI
e BEDENDO, 2007; MOREIRAt al.,1998).
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Os S. aureussdo versateis em desenvolver resisténcia aos artioanos, e ja
na década de 1942 e 1961 observou-se resisténcgeniilina e oxacilina,
respectivamente (DEURENBERG e STOBBERINGH, 2008REBHT et al., 2002;
MAXWEL et al., 1969; MENEGOTTO e PICOLI, 2007). O surgimento aeoatras
resistentes a penicilina, oxacilina/meticilina eancomicina foi inevitavel, devido a
grande exposicdo que estes micro-organismos swoirefiente aos diferentes
antimicrobiano§CHAMBERS, 2001; MOURA e GIR, 2007).

A origem dosS. aureusomunitario resistente a meticilina (CA-MRSA) anél
indefinida, todavia existe a hipdtese de que essmrarganismo tenha sofrido mutagéo
ao adquirir o gene de resisténcia a partir de cdpawigem hospitalar (MENEGOTTO
e PICOLI, 2007). OsS. aureusmeticilino-resistentes (MRSA) inicialmente estavam
restritos ao ambiente hospitalar, contudo a pdetit 990 comecgaram relatos de MRSA
associados a comunidade (CA-MRSA) em individuos fsdanes de risco (MIMICA e
MENDES, 2007).

Estudos realizados em Nova York indicaram dble aureusresistentes a
meticilina foram isolados em cerca de 30% das gifes hospitalares e associados a
50% das mortes (SHOPSH al.,2000).

Shopsinet al. (2000) identificaram 32% de prevaléncia $leaureussensivel a
meticilina entre criancas e seus acompanhantesnemmospital dos EUA, e Hidroet
al. (2005) detectaram, em um hospital de Atlanta, pmevaléncia de 23,7% d8.

aureus sendo que 16,4% eram sensiveis & meticilina% ¥Bam resistentes.

A tipagem bacteriana tem como finalidade identifizarigem e a disseminacao
de infeccbes e varios métodos podem ser utilizaglose os quais a biotipagem, a
sorotipagem, a fagotipagem e a resistotipagem. Iiierge, entretanto, os métodos
mais utilizados séo o0s genotipicos, através daragwariacdes da técnica de reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), com a utiliza¢durideers especificos (TEIXEIRAet
al., 2008; TENOVERet al, 1994).

O gene que codifica a resisténcia bacteriana agadrdocaliza-se no
cromossomo ou em plasmidios, sendo esse DNA trddenminais facilmente por
conjugacdo (NEVES®t al.,2007). A identificacdo do tipo de resisténciaferana pela
qual é transmitida pode ser um instrumental impdgtana prevencao e controle da

infeccdo estafilocdcica de origem hospitalar ou woitdria.
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Para a tipagem genotipica e a identificacdo do gemecodifica a resisténcia
bacteriana utiliza-se a técnica de PCR, confornmeeatnida por Kary Mullis, que é um
método rapido, sensivel e especifico (ANTONINI, MENIN e URASHIMA, 2004;
VANNUFFEL et al., 1995). Essa técnica é capaz de amplificar milltiiesezes um
segmento de DNA a partir de uma Unica moléculagdes@axtremamente Gtil e versatil
no estudo de micro-organismos (COOKSENL, 2007; SILVA-PEREIRA, 2003).

O primer RW3A apresenta uma sequéncia repetitiva de niidéast com as
seguintes bases: 5° TCGCTCAAAACAACGACACC 3’ (DEL ZEHIO et al, 1995;
REINOSOet al, 2007). Através da técnica de Reacdo em Caddralimerase (PCR)
ocorre a formacédo de varios fragmentos, segundovBethioet al. (1995), podendo
variar entre 3 e 12. Esses fragmentos podem sealizados através da eletroforese dos
produtos amplificados em gel de agarose, o queilplitss a construgdo de um

dendograma, demonstrando a similaridade entre asteas.

O desenvolvimento da técnica de PCR para estudesiténcia bacteriana as
drogas de uso clinico implica a busca de marcadespgcificos. A resisténcia a
oxacilina é codificada por genes que compdem ursetasromossémico denominado
SCCmeg que congrega sete genes de resisténigiall, Ill, IV, V, VI e VI
(DEURENBERG e STOBBERINGH, 2008; SANT@%al.,2007). O elementmec IV
se encontra associado ao CA-MRSA (MENEGOTTO e PIC2207).

A resisténcia a oxacilina € mediada por um genenelda necA porém outros
mecanismos podem estar envolvidos, tais como efflerama permeabilidade da
membrana, degradacdo enzimatica dos antimicrobiaradteracdo no sitio ativo. Nao
obstante, a presenca do gene indica que essa@&nesispode ser transmitida a outras
geracfes através da conjugacdo (CLINICAL AND LABORIRY STANDARDS
INSTITUTE, 2009c).

Para a determinacéo da resisténcia a oxacilinaanéomicina, o Clinical and
Laboratory Standards Institute (2009c), documen@Y#48, preconiza a realizagdo do
teste de Concentracdo Inibitéria minima (CIM). Gcuwloento técnico ndo apresenta
parametro para a afericdo do tamanho do halo décé@u para vancomicina. Uma
amostra s6 podera ser confirmada como resistemd@@omicina apés a realizagdo do

teste da concentragéo inibitéria minima (BROM(MI. 2005).
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Considerando o exposto, o presente estudo teveolpetivo identificar a
prevaléncia, o perfil fenotipico e genotipico deoatras deStaphylococcus aureus
isoladas dos vestibulos nasais de estudantes de&§é&o em Enfermagem para melhor

compreender o papel do portador nasal na epidegiotia infeccéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar a frequéncia de carreamento, o pedihatipico e genotipico de
amostras deStaphylococcus aureusoladas do vestibulo nasal de estudantes de

Graduagéo em Enfermagem.

2.2. Objetivos Especificos

Verificar a prevaléncia de carreamento nasalStiphylococcus aureusntre

estudantes de Graduacdo em Enfermagem da Uniwdedittdadual de Maringa.

Avaliar o perfil de resisténcia a oxacilina e aderéntes antimicrobianos de

amostras d&taphylococcus aureusolados dos vestibulos nasais.

Comparar os resultados da resisténcia a oxacilida v&ncomicina obtidos

através do teste de disco difusédo e do teste Ctyacén Inibitéria Minima (CIM).

Identificar o perfil genético das amostrasStaphylococcus aureussistentes a
oxacilina através da técnica de Reacdo em Caddrolifaerase (PCR) empregando a

sequéncia repetitiva RW3A.

Determinar a presenca do gemed em amostras d&taphylococcus aureus

resistentes a oxacilina, através da técnica de PCR.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Origem, morfologia e epidemiologia dasphylococcus aureus

O génerdStaphylococcupossui 37 espécies, das quais 17 podem ser isalada
seres humanos. Trés espéciesSdeaureusapresentam maior importancia clinica: o
Staphylococcus saprophyticumum em infec¢des do trato urinario em mulheres, o
Staphylococcus epidermidisgeralmente associado a dispositivos e aparelhos
implantados, e &taphylococcus aureusapaz de provocar desde infecgbes cutneas e
toxinfeccdes alimentares até infec¢des gravesasfEBRAGA et al., 2009; JAWETZ,
MELNICK e ADELBERG, 1998; NATIONAL CENTER FOR BIOTEHNOLOGY
INFORMATION, 2006; SANTOSet al, 2007).

Os S. aureussdo capazes de promover processos infecciosds, danorigem
hospitalar quanto comunitéria, causados por basté&o proprio individuo, de outros
doentes ou de portadores sadios. Geralmente est@oiados a infec¢des superficiais e
discretas, mas em individuos imunodeprimidos seatargraves e fatais (MARTINS,
2002, TEIXEIRAet al, 2008; TORTORA, FUNKE e CASE, 2005).

Pela primeira vez, em 1880, & aureusforam descritos pelo cirurgido
Alexandre Ogston, em secrecdo (pus) de abcess@icoU(SANTOSet al., 2007).
Morfologicamente s&o cocos Gram e coagulase posijtiencontrados em diversas
formas, desde isolados, aos pares ou agrupadoglhsgite a um cacho de uva
(MARTINS, 2002; SANTOSet al., 2007). Fermentam a glicose com a producdo de
acido em aerobiose e em anaerobiose, sendo esttafi@o (KLUYTMANS; VAN
BELKUM e VERBRUGH, 1997).

OsS. aureugem aproximadamente entre 0,5 e 1,5um de diansmimdveis,
ndo esporulados e geralmente ndo encapsuladosngemtes a familidicrococcae
(JAWETZ, MELNICK e ADELBERG, 1998; SANTOSt al, 2007).

Os Staphylococcusrescem rapidamente na maioria dos meios a 3Férémn é
em temperatura ambiente que melhor forma seu pigmem meio solido apresenta-se
arredondado, elevado e brilhante. As colénias gematle possuem a cor acinzentada ou
amarelo-dourado intenso, sendo de féacil identiicagJAWETZ, MELNICK e
ADELBERG, 1998).
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O MRSA esta presente em todo o0 mundo, e principgknea América Latina.
De acordo com Guzman-Blanco (2009), os dados da\Remmican Health Organization
e da Pan-American Association of Infectious Diseasf®rmam que em Varios paises o
indice ultrapassou os 40%. Na Figura 1, é posshb=ervar a distribuicdo da

prevaléncia de MRSA na América Latina.

Figura 1 - Distribuicdo da prevaléncia de MRSA na Américanaat
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3.2 Histdrico e mecanismo de resisténcia antimiarebdosStaphylococcus aureus

A resisténcia dd&. aureusiniciou com a introdugcao dos antimicrobianos. Em

1942, j4 eram relatadas cepas resistentes a peajaitilizadas ha apenas dois anos,
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com uma resisténcia de 80% a 90% em ambiente htzspito final de 1960 (MIMICA

e MENDES, 2007). Alguns autores acreditam que dstéewia a penicilina,
meticilina/oxacilina e a vancomicina sdo consegia@nmevitaveis da exposicao aos
diversos antimicrobianos (CHAMBERS, 2001).

A producdo de penicilinas semissintéticas em 1289 a modificacdo na
cadeia do precursor da penicilina, resultou naegéat do anel betalactamico contra a
acdo hidrolitica das betalactamases. A meticiliiaaf primeira penicilina sintética,
contudo em 1961 surgiram as primeiras cepas regst§MOREIRAet al., 1998;
MIMICA e MENDES, 2007).

Souza, Reis e Pimenta (2008) afirmam que trés rimmas distintos séo
responsaveis pela resisténcia a meticilina: a pipducdo de beta-lactamases, a
presenca de uma proteina ligadora de penicilina medificacbes na capacidade de

ligacdo das PBPs.

Os antimicrobianosB-lactamicos interagem com as proteinas ligadoras de
penicilina, situadas nas membranas da célula ®@meageis pela biossintese da parede
celular, impedindo a formagdo completa da camad®ejsideoglicano da parede
celular. O genemecA altera essas proteinas de membrana, codificando nova
proteina de ligacdo denominada PBP2a com baix&adie porp-lactamicos, e dois
genes regulatérios, mecl e o mecRI, constituindo o complexo cromossémiotec
estafilococico $CCmer(MENEGOTTO e PICOLI, 2007; NEVES&t al, 2007).

Existem alguns genes que auxiliam o gerecAa expressar um alto nivel de
resisténcia ao$-lactamicos, denominados genes auxiliadores, fatessenciais ou
genes fem (factor essential for methicillin resistance). sSejenesfem foram
identificadosfemA femB femGC femD, femEefemFE O gendemAe o genenecAestéo
relacionados a resisténcia d® aureusa oxacilina/meticilina, sendo de grande
importancia a sua detec¢do. Ambos 0s genes podetetsetados através da técnica de
PCR (VANNUFFELet al, 1995).

Estudo realizado apontou sete tipos de cassetesossomais estafilococicos
relacionados a meticilina, sendo el8&€Cmec,llI, Ill, IV, V, VI e VIl (SANTOSet al.,
2007), sendo o elementonec IVassociado ao CA-MRSA (MENEGOTTO e PICOLI,
2007). Higuchiet al (2008) e Deurenberg e Stobberingh (2008) assinglze, além do

elemento |V, os elementosvV e VII também estdo associados ao CA-MRSA, os
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elementos I, 1V, V, VI e VI, estdo associados a resisténcia aos antimicrabiano

betalactamicos, e os elementbg Il associados a resisténcia de multiplas drogas.

OsS. aureusneticilino-resistentes (MRSA), no inicio, estavarasentes apenas
em ambientes hospitalares, mas a partir de 1990egamam relatos de MRSA
associados a comunidade (CA-MRSA) em individuos fedanes de risco (MIMICA e
MENDES, 2007).

Existem outras enzimas e toxinas produzidas Selmureusque participam dos
mecanismos de patogenicidade e de resisténciaréFRu As toxinas induzem uma
resposta imune diferenciada para cada hospededterninando assim o grau de
severidade da infeccdo (SANT@S8al, 2007).

Saiid-Salim, Mathema e Kreiswirth (2003) pontuane @5. aureugle origem
hospitalar (HA-MRSA) apresenta algumas caractedstgue o diferencia d& aureus
de origem comunitaria (CA-MRSA). O primeiro apreseresisténcia a varias drogas,
estdo associados a producdo de varias toxinas @vilos em infecgbes graves
localizadas em varios sitios. O CA-MRSA ao contrguiossui uma resisténcia reduzida
aos antimicrobianos, com a producdo de poucasasxi@ geralmente encontram-se

envolvidos em infecc¢des relacionados a pele edscitbles (Figura 2).
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Figura 2 - Staphylococcus aurew® origem hospitalar e comunitéria
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Fonte: SAIID-SALIM, MATHEMA e KREISWIRTH, 2003.

A susceptibilidade reduzida d& aureusa vancomicina (VISA) surgiu em
1996 no Japdao, e em 2002, nos EUA, a primeira gistente a vancomicina (VRSA)
(MIMICA e MENDES, 2007; SAIID-SALIM, MATHEMA, KREISNIRTH, 2003;
SANTOSet al, 2007). No Brasil, em 2000, foi encontrada a piiencepa resistente a
vancomicina, em um hospital de Queimados no Ritadeiro (SANTOSt al, 2007).

Poucos estudos tém sido realizados com relacésistémcia doS. aureusa
vancomicina (FRIDKINet al, 2003). Acredita-se que 0 mecanismo de resistéas.
aureusa este antimicrobiano pode estar relacionado ®oldmento do gene Van, que

determina a resisténcia a essa drogd&aterococcusp com a transmisséo por meio de
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plasmidios, ou pelo espessamento da parede cetdar, a producdo de maiores
guantidades de peptideoglicano e de monémeros deimauCUlet al, 2006; SAIID-
SALIM, MATHEMA e KREISWIRTH, 2003; SANTOSt al, 2007).

3.3 Carreamento d&taphylococcus aureus

O S. aureusesta presente na pele e mucosas dos seres humpanocipalmente
em fossas nasaiBidividuos que carream ®. aureuse ndo apresentam sintomatologia
sdo genericamente conhecidos como “portadores séaassintomaticos”, sendo
considerados uma das principais fontes de tran8mitemto da infeccdo nosocomial
guanto da comunidade (LBt al, 2005; ONONUGA, OYl e ONAOLAPO, 2005;
SANTOS e DARINI, 2002).

Observa-se que 0s principais sitios de colonizagd®. aureusséo o vestibulo
nasal, com cerca de 35%, seguido pela regido périnem cerca de 20%; outras
regibes também podem albergar esse micro-organisomap as regides umbilical,
axilar e interpododactila, que, juntas, apreserdgaire 5% a 10% (CAVALCANTEet
al., 2006).

Com o decorrer dos anos, a partir do nascimentourha diminuicdo da
prevaléncia nasal d&. aureusEntretanto entre os recém-nascidos, até o décinmboq
dia de vida, essa taxa pode ser de até 100% (CARD2®7; CHAMBERS, 2001).

Individuo colonizado é uma importante fonte de dmaissdo deS. aureus
sobretudo para familiares, amigos e contactantesfisBionais de salde, por
conviverem em ambiente hospitalar, podem albergardigseminar estirpes
multirresistentes (CHAMBERS, 2001), agravando a lmmoortalidade por doencas
estafilococicas.

3.4 Testes antimicrobianos

Os testes de sensibilidade sao indicados, primgrate, quando se acredita que
0 micro-organismo causador pertence a uma espa&gaz ae apresentar resisténcia aos
agentes antimicrobianos. Varios sdo os mecanismosesisténcia: a producdo de
enzimas que inativam as drogas, a alteracdo deaditdh das drogas e a alteracédo da
absorcéo ou do efluxo das drogas (CLINICAL AND LARATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2009c).
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Existem varios testes para deteccao de resistansiaiversos antimicrobianos,
entre eles o teste de disco difusdo, o teste dediigacdo em meio solido ou liquido
para deteccdo da concentracao inibitéria minimdj@ os E-test. Este é uma técnica
nova, pratica e rapida que n&do necessita de eqeigam (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2009c; FELIX JUNIOR2007; ETM,
2009).

Os métodos de diluicio em caldo ou &gar, assim apteste de disco difusdo
sdo igualmente aceitos para medir quantitativamargtvidadein vitro de um agente
antimicrobiano (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS NSTITUTE,
2009c).

Diversos sdo os antimicrobianos preconizados pdioic@ and Laboratory
Standards Institute (2009b) para a realizac@o dteTée Disco Difusdo paf aureus
Para sua realizacdo, existe a necessidade de guospcpadronizacbes e,

particularmente, medidas do didametro do halo degao.

A utilizacdo do E-test apresenta grande importamtiiaica, pois norteia o
tratamento dos pacientes. Esse recurso consisteneniita estreita de material plastico
gue contém um gradiente com concentragfes cresceatantibidtico, que é colocada
em placas de Petri contendo agar Mueller-Hintorma@eira semelhante ao teste de
difusdo em disco (FERREIRA, 1996).

A fita de E-test é utilizada na mesma temperatapicada aos testes de
difusdo em discos, e sua principal vantagem é ¢é@me valor da concentracéo

inibitéria minima diretamente (ETM, 2009).

3.5 Estudo genotipico

Vérios sdo os métodos genotipicos utilizados t@at@ localizacdo de genes
especificos quanto para a realizacéo de tipage#tiganos quais baseiam-se na analise
da estrutura genética de um organismo, sendo nsefeitos a variacdo natural, apesar
de serem afetados por insercdes ou delecbes de maN&omossomo, por ganho ou
perda de DNA extra cromossdmico ou por mutacdescaso que podem criar ou
eliminar sitios de restricdo para as endonuclg@$8SOVER, 1997).

Com a tipagem genética é possivel localizar anebtaterianas geneticamente

relacionadas que séo indistintas umas das outtagnwstras tdo similares que se
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presume serem derivadas de um ancestral comummdeatas clones (TENOVER,
1997).

A técnica de PCR envolve basicamente um ciclo coés tetapas: a
desnaturacdo, o anelamento e a extensdo. A prieimpa ocorre mediante a elevacao
da temperatura e o anelamento através da quedang@riatura rapidamente, de’@2
ou 95C a 35C ou 6GC, dependendo dprimer utilizado. A extensdo ocorre a 72°C
com a adicdo de nucleotideos, utilizando como maldequéncia alvo (ANTONINI,
MENEGHIN e URASHIMA, 2004).

O ciclo é repetido por varias vezes, na medida eenagquantidade de DNA da
sequéncia-alvo dobra a cada ciclo, a amplificaggnies uma progressao geométrica, de
maneira que, depois de apenas 20 ciclos, produzase de um milhdo de vezes a
guantidade inicial de sequéncia-alvo (ANTONINI, MEGHIN e URASHIMA, 2004).

A técnica de PCR permite iniciar com quantidadesimmds de DNA e terminar
a reacdo com grandes quantidades de DNA de umérsgglespecifica de interesse. A
PCR apresenta uma facilidade, rapidez, versatdidadensibilidade, o que torna essa
técnica particularmente poderosa para estudosigembleculares envolvendo grande
namero de individuos de qualquer micro-organisnvo YANTONINI, MENEGHIN e
URASHIMA, 2004).

Os primers utilizados nas reacdes de PCR séo sintetizaddiiahthente, de
maneira que suas sequéncias de nucleotideos sejamplecnentares as sequéncias
especificas que flanqueiam a regido-alvo (ANTONIMENEGHIN e URASHIMA,
2004). Existem inumeroprimers de sequéncia repetitiva que podem ser utilizados:
RW3A, IS-256, REP-PCR.

O sequenciamento de DNA é uma técnica utilizada p@agem de micro-
organismos, com vantagens na velocidade, dados@see simplicidade na criagdo de
base de dados em larga escala, entre elas se renadétnica de “Multilocus Sequence
Typing” (MLST) um método molecular com alto podéadiminatoério, que caracteriza
isolados bacterianos com base nas sequénciasgtieeintos com aproximadamente 450
pb, de sete genes conservados (ENRI@HAI.,2000).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Caracterizacao do estudo

Este estudo, do tipo transversal, foi desenvolviddJniversidade Estadual de
Maringa (UEM), que oferece dezenas de cursos dkigcdo e pos-graduacao. Destaca-
se que o curso de Enfermagem tem duracdo de qadsy e aproximadamente 40
alunos por ano (UEM, 2009).

O curso de Graduagdo em Enfermagem possui 40 alpoodurma, e a
populacdo sujeito desta pesquisa foi composta Ppacédémicos do primeiro ano de
Enfermagem, 32 académicos do segundo ano e 29 micadédo terceiro ano,

totalizando 101 alunos.

O estudo foi realizado entre maio de 2008 e mai@@R9, utilizando para a

analise dos dados o método de proporces e freige&imples.

As amostras foram coletadas em periodos difergatescada ano. Os alunos do
primeiro ano de graduacao foram submetidos a uhesacantes de iniciarem o Estagio
Curricular em ambiente hospitalar. Os demais alunosnomento da coleta, ja haviam

iniciado Estagio em ambiente hospitalar.

Participaram da pesquisa os académicos de Enfenmgge concordaram em
participar e que no momento da coleta ndo apresantainais e sintomas clinicos de

infeccdo, como febre, tosse produtiva e coriza.

Os académicos foram orientados quanto aos objetieopesquisa, e sendo
esclarecidos de suas dulvidas referentes ao ananufaatinformacdes, para posterior
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esuliw (TCLE) (Anexo 1) e em
seguida foram convidados a responder um questngsiruturado (Anexo 2),

numerado segundo a ordem de entrega.

4.2 Procedimentos
4.2.1. Coleta de material biolégico

O material foi obtido através da friccdo de wsmwab estérii em ambos os

vestibulos nasais, e posteriormente depositado wrostcontendo caldo de Soja
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Tripticaseina (TSB) enriquecido com 6,5% de ClodgdSodio, em estufa a 37° C por
24 horas.

4.2.2 Semeadura

Apo6s o armazenamento por 24 horas em estufa a,3y@terial foi semeado
na superficie de placas de Petri (90X15 mm) comtekghar Manitol Salgado (AMS),
(Becton Dicksenson and Company, BD Diagnostic ®ysteUSA), com e sem
oxacilina, em uma concentracdo degIml e incubado por 24-48 horas a 37° C. Em
todas as fases da semeadura foram utilizadas amostmtrole deS. aureusda
American Type Culture CollectighTCC), sendo uma amostra sensivel (ATCC 25923)

e uma resistente a oxacilina (ATCC 43300).

Colbnias suspeitas de pertencerer8.aaureusforam submetidas ao teste de
Coloracdo de Gram (DIAS FILH@t al, 2001) e aquelas identificadas como cocos
Gram positivo agrupados em cachos de uva foramsfeadas para um caldo com TSB
adicionado 6,5% de NaCl. Apés seis horas de inéddQi realizado o Teste de
Coagulase em tubo (KONEMAGBI al 2008).

Para o teste da coagulase utilizou-se plasma dacoctiefilizado (Coagulo-
Plasma LB, Laborclin produtos para laboratério LtdRinhais Parana, Brasil),
considerado positivo apds formagéo de um coagujasdeituras foram realizadas em
30 minutos, quatro horas e 12 horas (KONEMANal, 2008).

4.2.3 Estocagem

Apoés os testes de identificacdo, as colbnias f@ameadas em placas contendo
Agar Mueller Hinton (AMH) (Becton Dicksenson and r@gany, BD Diagnostic
Systems, USA) e incubadas por 48 horas em estB78 &€, e em seguida por 24 h em
temperatura ambiente. Essas placas, posteriormimgan raspadas com alcas e as
colénias estocadas em um meio TSB com glicerol j2@¥ongeladas em freezer a —

20° C para estudos posteriores.
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4.3 Suscetibilidade aos antimicrobianos
4.3.1 Teste para determinacdo da ConcentracaaoiiéoMinima (CIM)

O CIM foi realizado para a oxacilina e para a vanicina, através do método de
agar diluicdo, utilizando-se de diferentes cone®des de antimicrobianos, iniciando
pela metade da menor concentracdo da cepa padhidadat (ATCC 29213). Um

controle positivo também foi utilizado, a ATCC 3359

Para a preparacdo do antimicrobiano foi utilizadaguinte formula:

Peso (mqg) = Vol. do solvente (ml) X Conc. Da sotueédtoque (mg/ml)

Poténcia do antibidtico (ug/ ml)

A solucédo estoque do antimicrobiano foi esteril&adr filtracdo em membrana
Millipore® de 0,22 um de didmetro e mantida resfaiaté diluicdo. As concentragcbes

testadas iniciaram se em 256 pg/ml para a oxaa@li®2 pg/ml para a vancomicina.

O teste foi realizado em Agar Muller-Hinton, pregs em quantidade
suficiente para se realizar todas as diluicbes atdgmicrobianos. Em seguida foi
aliquotado 19 ml em cada tubo, esterilizados ernctade, mantidos em banho-maria
até atingirem a temperatura de aproximadamenfeC5(para que ndo ocorresse a

degradacao do antimicrobiano.

Apos o resfriamento dos tubos contendo AMH, a felemm acrescentados 1 ml
do antimicrobiano (ja anteriormente diluido nascemtracfes utilizadas), totalizando

20 ml; em seguida, os tubos foram homogeneizadigtrédbuidos em placas de Petri.

As amostras analisadas foram anteriormente submsetidincubacdo por 24
horas em AMH. Para o preparo do inéculo foi utdi@aaomo referéncia uma suspensao
de concentracao referente ao tubo 0,5 de MacFaflgid 1§ UFC/mL), em seguida
retirados 100pl dessa suspensdo e colocados ems tuddendo 900ul de caldo
Mueller-Hinton, e desses distribuidos 20@e cada suspenséo bacteriana em placas de

Elisa de 96 pocos.

Para a aplicacdo das amostras nas placas de AMientlm as diferentes

concentracfes do antimicrobiano, foi utilizado yshcador de 28 pinos. A viabilidade
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das amostras foi testada inoculando em placa-dentreem antimicrobiano.
Posteriormente, inoculada nas placas contendo @miemobianos, na sequéncia

crescente das concentracoes.

No final da série, as amostras foram novamenteuladas em uma placa
controle sem antimicrobiano, para se avaliar aasomtacdo durante o procedimento.
Apb6s a secagem, estas foram incubadas a 37° CApoorads, e sua leitura comparada
agueles propostos pelo documento MO7-A8 (CLINICAINIA LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2009b).

4.3.2 Teste de disco difusdo

A realizagdo deste teste foi baseada nas recom@wldp documento M07-A8
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2009k, que
preconiza as seguintes drogas: penicilina G 10Wgcibra 1 pg, cefoxitina 30 pg,
eritromicina 15 pg, clindamicina 2 pg, trimetropisalfametoxazol 1,25/23,75 g,
vancomicina 30 ug, telitromicina 15 pg, linezol@&apg, tetraciclina 30 pg, doxiciclina

30 pug, rifampicina 5 pg, gentamicina 10 pg, ofloma® pg e teicoplanina 30 pg.

Inicialmente, preparou-se uma suspensao bacter@naurvacao equivalente a
escala 0,5 de MacFarland, e inoculada na supedtiplacas de agar Muller-Hinton,
em seguida, depositados os discos com uma pinégl.estilizou-se para controle a
cepa s&. aureuATCC 25923.

As placas foram incubadas a 37° C durante 24 heras) seguida comparados
os diametros dos halos com os descritos na Talk@JavM2-A9, do Clinical and
Laboratory Standards Institute (2009b).

4.4 Reacdo em cadeia da polimerase
4.4.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA das amostrasSdaureusfoi utilizada metodologia
proposta por Doyle e Doyle (1987), e as amostnasrigplagueadas em AMH, apds um
crescimento de 24-48 horas, as colbnias foram feddas paraeppendorfcontendo
Tris-EDTA (TE) e centrifugadas a 8000 rpm, o sobdamte foi desprezado epellet
suspenso em 600 pl de Cetyl Trimethylammonium BdendCTAB) e 40 ul de de CIA,
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em seguida aquecidos em banho-maria @C68or minutos para a lise da parede

bacteriana.

Posteriormente, foi acrescentado 800 ul de ClAnriéegado a 12000 rpm por
5 min. Cerca de 600 pl do sobrenadante foram ®edsk para um outreppendorf,
com o mesmo volume de isopropanol gelado, e deigatidreezer a -20C overnight
para a precipitagdo do DNA. A seguir, as amosteai centrifugadas a 14000 rpm por
20 minutos, a uma temperatura deC4 Eliminou se o sobrenadante, sendo realizada
nova centrifugacdo apés acrescentar 200 pul delet@fb. Eliminado o etanol e apds
serem secados aos tubossgeendorforam acrescentados 200 ul de TE e armazenados
em freezer a -AC. A presenca do DNA gendémico foi detectada endgetletroforese

a 2% por 40 minutos a 100 volts.

4.4.2 Genotipagem

A tipagem genética foi realizada através da téaécRCR, com a utilizagao dos
oligonucleotideos primerg RW3A (5° TCGCTCAAAACAACGACACC 3)
conforme metodologia proposta por DEL VECCHiDal. (1995), Van Belkuret al.

(1995) e Reinoset al.(2007), com algumas alteracoes.

Para a reacdo com 25 pl foram utilizados como reage,35 pl de agua Milli
Q estéril, 2,5 ul de Tampéo 10X, 0,4 ul de Tagmeiase 5U/L, 3,0 ul de dNTP 200
UM, 3,0 ul de Cloreto de Magnésio, 2,25 ul de DM$G, ul de primer a 50 pmol, e
3,0 ul de DNA. As reacdes foram realizadas em teictazlor com a seguinte ciclagem:
94° C por 5 minutos, 40 ciclos de: 93° C por 1 t@in@7° C por 1 minuto, 72° C por 1

minuto, e por fim, 72 °C por 8 minutos, permaneocead posteriormente.

4.4.3 Reacédo de amplificacdo para o geeeA

As amostras deS. aureusidentificadas como resistentes a oxacilina foram
submetidas a técnica de reacdo em cadeia da pasienéPCR) para identificacdo do
geneMec A Foram utilizados os seguintpemers MRS1 5 TAGAAATGACTCCG
3 e MRS2 5 TTGCGATCAATGTTACCGTAG 3'. A reacéao fakalizada conforme
metodologia proposta por DEL VECCHI& al. (1995) e Siripommongcolchait al.

(2002), com algumas alteracoes.
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Para a reacdo com 25 ul foram utilizados como reagel2,1 pl de agua Milli
Q estéril, 2,5 pl de Tampao 10X, 0,4 ul de Tagmpeiase 5U/L, 1,5 pl de dNTP 200
MM, 1,5 ul de Cloreto de Magnésio, 1,5 pul de caitagy a 50 pmol, e 3,0 pl de DNA.
As reacdes foram realizadas em termociclador camgainte ciclagem: 95° C por 10
minutos, 30 ciclos de: 95° C por 30 segundos, 52030 segundos, 72° C por 1
minuto, e por fim, 72° C por 10 minutos, como coletrfoi utilizada a cep&. aureus

ATCC 33591, por ser resistente a oxacilina.

4.5 Eletroforese

A eletroforese dos produtos amplificados foramizadas em gel de agarose a
1,5%, corados com brometo de etidio, a 90 volts 3gwras para a tipagem genética, e
por 1 hora para a visualizacao de um fragmentdbdepares de bases (DEL VECCHIO
et al, 1995), que indica a presenca do geleeA A andlise dos padrdes de bandas na
tipagem foi realizada visualmente e o grau de amdiade entre as amostras foi

determinado através do programa NTSYS que propmaodendograma.

4.6 Comité de Etica

Para a realizacao desta pesquisa, foram respeitados os preceitos contidos
na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de SalaléJinistério da Saude, que
disciplina as pesquisas com Seres Humanos. O peeBejeto foi avaliado e aprovado
pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa emeiv@eres humanos (COPEP) da
UEM, sob o parecer 536/2008 (BRASIL, 1996) (AneXo 3

. { Excluido: —Quebra de pégina«]

Dentre as 101 amostras coletadas, verificou-se postividade de 90,1%
(91/101) para &. aureusHouve uma predominancia do sexo feminino (94,5,

idade variou entre 17 e 33 anos, com 61,5% entee2l¥anos (Tabela 1).

Tabela 1— Caracteristicas dos estudantes de Enfermagem idarsidade Estadual de
Maringa, Maringa, 2008
Caracteristicas N %
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Sexo

Feminino 86 94,5
Masculino 05 5,5
Idade

Até 20 anos 56 61,5
Entre 21 e 25 anos 25 27,5
Acima de 25 anos 08 8,8
Nao informado 02 2,2

A distribuicdo da frequéncia segundo os anos ddugigiio mostrou que no
primeiro ano 100% (40/40) dos académicos eram ghamés; no segundo, foram 84,4%
(27/32), e no terceiro 82,8% (24/29).

Todas as amostras foram sensiveis a vancomicindo sgie o CIM variou entre

0,5ug/ml e 2pg/ml.

Foi possivel observar que 87,5% das amostras eetst a oxacilina
apresentaram a CIM em relac&o a vancomicinaugénfl, e apenas uma apresentou a
CIM de 1nug/ml.

Em relacdo a oxacilina, oito amostras foram resiste pelo teste de Agar
diluicdo para determinacdo da CIM. A Tabela 2 agrtesa distribuicdo acumulativa da
CIM para oxacilina nos diferentes anos da gradyagémonstrando um aumento da
concentragdo com o decorrer dos anos de graduacéwedida em que ocorria maior

exposicdo ao ambiente hospitalar.

Tabela 2 —Distribuicdo acumulativa da concentracéo inib&tariinima nos diferentes
anos de graduacéo relacionado a oxacilina, Mar2@z8

---nm

10 18 05 03 02 - - 0L - - 01 025 01 40
05 15 01 04 01 01 - - - - - - 025 01 27
- 11 06 02 - 01 01 - 03 - 0,5 64 24

IE--
CIMs: valor da concentracao inibitéria minima em quisalizam cinglienta por cento das amostras

ClMgq: valor da concentracao inibitéria minima em quésalizam noventa por cento das amostras

Com relacdo ao antibiograma, observou-se um aung@ntesisténcia bacteriana
com o decorrer dos anos de graduacdo. Mesmo senuistras oriundas da

comunidade, houve amplo espectro de resisténcidtoe parcentual de amostras
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resistentes as diversas drogas, especialmentddlipantelitromicina e a eritromicina,
gue ultrapassa os 80%. A Tabela 3 mostra a digtibuda resisténcia aos
antimicrobianos do$§. aureusisolados de académicos de Enfermagem nos difsrente

anos do curso de Graduacgdo da Universidade Estdelhdaringa, 2008.

Destacou-se a alta prevaléncia de amostras resistéeS. aureusentre alunos
do primeiro ano do curso, que sdo aqueles queativgrouca exposi¢cdo ao ambiente
hospitalar. O percentual de resisténcia a cefai(@®2,2%) e teicoplamina (5%) e
também a vérias outras drogas entre os alunosiao®ipgs ano foi superior aqueles

obtidos para os demais grupos.

Das 12 amostras d8. aureusresistentes a oxacilina pelo método de disco
difusdo, oito foram confirmadas pelo método de Adjhricdo para determinacéo da
CIM, trés amostras apresentaram um CIM préximo @at@de corte de 4g/ml, e

apenas uma amostra apresentou um CIM de @28l.

Nao foram identificadas amostras 8e aureusresistentes a vancomicina e
linezolide através do teste de disco difusdo. Quehento M0O7-A8 do CLSI (2009), que
preconiza didmetro dos halos de resisténcia e lskeasde para os diferentes
antimicrobianos, ndo determina para a vancomicinga® o linezolide com qual

didmetro as amostras poderiam ser consideradatergsis.

Tabela 3 —Distribuicdo da resisténcia aos antimicrobianos Sloaureussolados de
académicos de Enfermagem nos diferentes anos do dargraduacao da Universidade
Estadual de Maringda, 2008

Antimicrobianos 1° ano 2° ano 3°ano Total
Penicilina 33/40 (82,2) 26/27 (92,6) 24/24 (100) 80/91 (87,9)
Oxacilina 4/40 (10,0)  2/27 (7.4) 6/24 (25,0) 12/91 (13,2)
Cefoxetina 25/40 (62,2) 8/27 (29,6) 6/24 (25,0) 39/91 (42,9)
Eritromicina 26/40 (65,0) 26/27 (96,3) 23/24 (95,8) 75/91 (82,4)
Clindamicina 15/40 (37,5) 21/27 (77,8) 19/24 (79,2) 55/91 (60,4)

Trimetropin/sulfametoxazol 24/40 (60,0) 23/27 (85,2) 18/24 (75,0) 65/91 (71,4)
Vancomicina
Telitromicina 37/40 (92,5) 26/27 (96,3) 23/24 (95,8) 86/91 (94,5)
Linezolide
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Tetraciclina 22/40 (55,0) 20/27 (74,1) 18/24 (75,0) 60/91 (65,9)
Doxiciclina 16/40 (40,0) 15/27 (55,6) 12/24 (50,0) 43/91 (47,3)
Rifampicina 17/40 (42,5) 13/27 (48,1) 11/24 (45,8) 41/91 (45,1)
Gentamicina 4/40 (10,0) 15/27 (55,6) 13/24 (54,2) 32/91 (35,2)
Ofloxacina 25/40 (62,5) 18/27 (66,7) 13/24 (54,2) 56/91 (61,5)
Teicoplamina 2/40 (5,0) 0 0 2/91 (2,2)

Entre as oito amostras & aureugesistentes a oxacilina pelo CIM, 100% (8/8)
apresentaram resisténcia a penicilina, ao trimgtrop a tetraciclina; 87,5% (7/8)
resisténcia a eritromicina e a telitromicina, e 78¥8) resisténcia a clindamicina e a
doxiciclina. Uma das amostras apresentou resistémajuase todas as drogas, sendo
sensivel apenas a teicoplamina e a gentamicinaak®el® 4 mostra a distribuicdo da
resisténcia aos antimicrobianos das oito amossS. cureusresistentes a oxacilina
isoladas de académicos do Curso de Enfermagemigarsidade Estadual de Maringa,
2008

O método de disco difusdo apresentou 12 amostadartes a oxacilina, sendo
gue apenas oito tiveram essa resisténcia confirmpeldateste de CIM. Comparando-se
os dois métodos, constatou-se que das quatro @®o®ip confirmadas pelo teste de

CIM trés estavam proximas do ponto de corte paesiaténcia.

Tabela 4 —Distribuicdo da resisténcia aos antimicrobianos ai&s amostras dé.
aureusresistentes a oxacilina isoladas de académico€uteo de Enfermagem da
Universidade Estadual de Maringa, 2008

Amostras PEN CEF ERI CLI TRI TEL LIN TET DOX RIF GEN OFL TEI

18 R R R R R R S R R R S S S
34 R S S S R I S R | S | R S
61 R R R R R R = R R S R S S
82 R R R R R R - R R R S R S
87 R R R S R R = R R S S S |

90 R S R R R R - R R S S S |

91 R R R R R R = R R S R S S
94 R S R R R R R S R R R S

R: resistente; S: sensivel; I: intermediario; PEinicilina; CEF: cefoxetina; ERI: eritromicina; CLI
clindamicina; TRI: trimetropin/sulfametoxazol; VANancomicina; TEL: telitromicina; LIN: linezolida;
TET: tetraciclina; DOX: doxiciclina; RIF: rifampica; GEN: gentamicina; OFL: ofloxacina; TEI:
teicoplamina.
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As amostras resistentes a oxacilina pelo métod€Iidb foram submetidas a
técnica de PCR e todas apresentaram o e Duas amostras foram isoladas de
académicos do primeiro ano; uma foi procedentecddémico do segundo ano e cinco
de académico do terceiro. A Figura 3 indica osltados da técnica de PCR utilizada
para deteccdo do gerMecA entre oito amostras d8. aureusoxacilina resistentes
isoladas de académicos de graduacdo de Enfermagebnislersidade Estadual de

Maring4, Parana.

As amostras d&. aureusresistentes a oxacilina foram submetidas a tipagem
genética através da técnica de PCR, utilizangwirner RW3A. Os resultados foram
inseridos no programa Numerical Taxonomy Systenei@xSoftware) e o dendograma
apontou gque, das oito amostras, quatro tinham aon dg similaridade superior a 84% e
duas tiveram similaridade de 100%. Na Figura 4ualiza-se o grau de similaridade
entre as oito amostras & aureusoxacilina resistentes isolados de académicos de

Enfermagem da Universidade Estadual de Maring&an@ar

Figura 3 - Resultados da técnica de PCR utilizada para datedg gene ecAentre 8
amostras deS. aureusoxacilina resistentes isoladas de académicos adugcdo de

Enfermagem da Universidade Estadual de Maringanar

Canaleta 10: marcador de peso molecular (100pb Nder, Invitrogen); canaletas 9: controle positivo
ATCC 33591; canaletas 8,7,6,5,4,3,2,1: amostraS.drmireussoladas dos estudantes de graduagédo em
enfermagem.
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As duas amostras d& aureuscom similaridade de 100% foram isoladas de
alunos do terceiro ano de Graduacdo em Enfermagem.relacéo a CIM da oxacilina,
uma apresentou 6dg/ml e outra 8ug/ml. As outras duas amostras com similaridade
superior a 84%, uma pertence a um aluno do ter@im e outra a um aluno do

primeiro ano de graduagédo, com CIM degiml e 256ug/ml respectivamente.
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Figura 4 - Grau de similaridade obtido pelo programa NTSYS aito amostras ds.
aureusoxacilina resistentes isolados de académicos derrBagem da Universidade

Estadual de Maringa, Parana

6. DISCUSSAO

O Curso de Enfermagem apresenta um perfil de alca@steristico, composto
principalmente pelo sexo feminino e por uma pogdagovem. Os alunos de
Enfermagem nas universidades publicas com faixaetatre 17 e 19 anos representam
uma clientela de 48% (SPINDOLA, MARTINS e FRANCISCZD0S8).

As infecgcbes nosocomiais pof. aureus sdo de grande relevancia,
particularmente quando essas infecgbes tém ossgimiais de salde como os
potenciais veiculadores, e poucos estudos tém dedenvolvidos a esse respeito no
Brasil (PALOS, 2006).

Estudo realizado em Goids em um hospital-escotee @000 e 2001, verificou
gue 60,2% dos casos de infeccdo hospitalar erapada por MRSA (GUILARDEet
al., 2006).

O S. aureusesta presente na pele e mucosas dos seres hursabetydo nas
fossas nasaidndividuos que albergar@. aureuse ndo apresentam sintomatologia séo
genericamente conhecidos como “portador sdo” eideralos uma das principais
fontes de transmissdo da infeccdo tanto nosocomuiahto comunitaria (LUet al.,
2005; ONONUGA, OYI e ONAOLAPO, 2005; SANTOS e DAR|002).

Em se tratando de portador assintomatico, espacifiate o estudante, durante
a pratica académica hospitalar, é dificil a aphcage medidas de prevencao e controle,
devido, principalmente, a proximidade fisica entreprestador da assisténcia e o
paciente (SANTOS e DARINI, 2002).

A prevaléncia de carreamento nasal 8e aureusentre estudantes de

Enfermagem investigados neste estudo foi de 90¢HHfigurando-se como alta em
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consonancia com alguns autores, que relatam que gnipos de individuos que
trabalham em ambiente hospitalar essa taxa gersmaria entre 30% e 70%, podendo
atingir até 90% (MANDELL, BENNETT e DOLIN, 2005; N OS, 2000).

A utilizacdo de TSB enriquecido com NaCl para woltinicial incrementa o
isolamento deS. aureus conforme ja demonstrado em outros estudos (CARDOS
2007; COOKSON, WEBSTER e PHILIPS, 1987; SAUTTER,BRN e MATTMAN,
1988).

Alguns autores afirmam que tanto os profissionas sdude que prestam
assisténcia direta aos pacientes quanto os fun@ergdministrativos apresentam uma
positividade semelhante para®saureufSANTOS, 1987; VOSS, 2004). Palos (2006)

obteve uma prevaléncia de 84,7% entre profissian8ig% de resisténcia a oxacilina.

A distribuicdo da frequéncia de carreamento nas8l. dureusde acordo com a
periodicidade do curso, indicou que no primeiro &80% (40/40) eram portadores; no
segundo, foram 84,4% (27/32); no terceiro, 82,8%2ARQ). Esperava-se que a taxa de
carreamento nasal entre alunos do primeiro anoutkbem relacdo aos demais fosse
menor, pois além de serem procedentes da comunidéde mantém Estagio em

hospitais e unidades basicas de saude. Essa dkmgatantudo, ndo se confirmou.

As amostras d8. aureudsoladas de estudantes de graduacéo saudaveis foram
inicialmente, avaliadas quanto a susceptibilidadeatilina e a vancomicina, através de
método Agar difusdo para determinacdo da Concémtrhgbitoria Minima (CIM). O
antibiograma foi realizado pelo método de discoisiib, conforme recomendacéo do

Clinical and Laboratory Standards Institute (2009a)

Entre as 91 amostras 8e aureussoladas, oito (8,8%) se mostraram resistentes
a oxacilina e a faixa de crescimento bacteriandeseentre 4ig/ml e 256pg/ml. Esse
percentual de resisténcia é expressivo em se di@tde individuos assintomaticos,
porque a oxacilina é um importante marcador de stérgiia para outros
antimicrobianos, como os aminoglicosideos, maczoEd cloranfenicol, tetraciclina e
fluoroquinolonas (MANDELL, BENNETT e DOLIN, 2005).

Nesse estudo, foi possivel observar um aumentesisténcia doS. aureusa
oxacilina no decorrer dos anos de graduacéo, de¢raads a intima relagdo existente
entre a exposi¢ao do individuo ao ambiente hogpjtabs diferentes antimicrobianos la

utilizados e a flora nasal d& aureusOs alunos do terceiro ano de Enfermagem ja
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estiveram presente nesse ambiente por dois amp® justifica em parte a diferenca na

resisténcia em relacdo aos demais anos de graduacao

Com relagdo a&. aureusesistente a oxacilina, Huaegal. (2005) verificaram
uma prevaléncia de 1,9% entre estudantes e Veangl. (2004) obtiveram uma
positividade de 8,3% entre profissionais. Taxasoitgntes de resisténcia a oxacilina
entre individuos assintomaticos da comunidade temtBén sido observadas por alguns
autores (CHARLEBOI®t al, 2002; MENEGOTTO e PICOLI, 2007).

B { Formatado: Portugués (Brasil) ]

Joenbreker (2005) e Kuehnest al (2006) demonstraram a relacdo de transmisséb{ Formatado: Portugués (Bras)

entre os profissionais de salde e seus familim&sgdo uma importante fonte de
transmissdo. Os profissionais de salde, por estarambiente hospitalar, podem
disseminar micro-organismos resistentes, entre ®@saureusresistente a oxacilina
(CHAMBERS, 2001).

Neste estudo, pelo método de disco difuséo, veufie que 12 amostras foram
resistentes a oxacilina, sendo que apenas oit@tivessa resisténcia confirmada pelo
teste de CIM. Comparando-se os dois métodos, donsta que das quatro amostras
nao confirmadas pelo teste de CIM trés estavamimpe®s do ponto de corte para a
resisténcia. A partir desses resultados, fica etéda correta proposi¢do do Clinical and
Laboratory Standards Institute (2009b), que prexainecessidade de se correlacionar
os resultados dos testes de disco difusdo comsakados do teste de determinacéo da
concentragdo inibitéria minima (CIM), empregando-sepas-padrao (ATCC)

reconhecidamente sensiveis e resistentes.

O S. aureusde origem comunitaria, conforme alguns autoresesgmta uma
taxa de sensibilidade entre 85% e 100% a droga® adimdamicina, gentamicina,
ciprofloxacina, Trimetropin/sulfametoxazol e vangoima. Maiores taxas de resisténcia
foram encontradas nas amostras isoladas nesteoegingbivelmente por se tratar de
alunos em Estéagio Curricular em unidades de sajig®réanto, mais susceptiveis a

aquisicdo de cepas resistentes (SANEDS.,,2007).

As opcoes terapéuticas para o tratamentoSdamureusesistentes a oxacilina
diminuem a cada dia, ficando limitada, atualmemie, uso da vancomicina e da
linezolida, porém com relatos de resisténcia eraralgasos isolados (SAIID-SALIM,
MATHEMA e KREISWIRTH, 2003; SANTO%t al.,2007).
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Vérios autores relatam a importancia de politicas restricdo do uso de
antimicrobianos, evitando, assim, seu uso inadeq@addesnecesséario e reduzindo a
probabilidade do surgimento e propagacdo de cegmstentes ou com sensibilidade
reduzida aos glicopeptideos (COdfal, 2006; GUILARDE et al, 2006).

Todas as amostras avaliadas neste estudo forarfveiend vancomicina. A
susceptibilidade reduzida d& aureusa vancomicina (VISA) surgiu em 1996 no
Japdo, e em 2002, nos EUA, foi identificada a prianeepa resistente (VRSA)
(MIMICA e MENDES, 2007; SANTOSet al., 2007). No Brasil, em 2000, foi
encontrada a primeira cepa resistente a vancomiemaim hospital de Queimados no
Rio de Janeiro (SANTO®t al, 2007), entretanto essa disseminacdo ainda nao se

configurou em nosso meio, sendo restrita a castediss.

O perfil genotipico das amostras 8e aureusapresenta grande importancia;
através da amplificacdo de determinados genes segubnte analise genética dos
fragmentos podem ser obtidas informacdes da filagemla sistematica microbiana de
uma maneira rapida e eficiente (KLUYTMANS, VAN BELW e VERBRUGH,
1997). A técnica pode ser utilizada para a amplia@@ultanea dos geneseofAe femA
e do gene da termonuclease extracelular e PBP2 BMEEN'TO e PICOLI, 2007).

As medidas de prevencdo para aquisicdo de infeggh8. aureusincluem a
descontaminacdo nasal. Um agente topico bacterioita sendo utilizado para a
erradicacdo em fossas nasais, axilas, virilhas endmde pacientes e trabalhadores da
saude. Por meio dessa medida é possivel reduzaxas de infeccdo entre aqueles
pacientes que serdo submetidos a cirurgias (DOEBWEL 1993; MANDELL,
BENNETT e DOLIN, 2005), e também entre aqueles iocomprometidos (FELIX
JUNIOR, 2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 20).

O uso de mupirocin deve ser de forma restrita ascas que seja absolutamente
necessario, para se evitar a disseminacéo dafressia esse antimicrobiano (COdA
al., 2006), tornando-se indispensavel que um progrdmavigilancia continua de

MRSA seja realizado regularmente nos servicos deesgCUIet al.,2006).

O S. aureusesistente a oxacilina deixou de ser um probleospitalar e passou
a ser encontrado em individuos que vivem na coradieicc que ndo apresentam fator

de risco, fazendo-se necessaria a escolha aprapdas antimicrobianos para seu
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devido tratamento (FRIDKINet al., 2005; SAIID-SALIM, MATHEMA e
KREISWIRTH, 2003).
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7. CONCLUSAO

» Foi verificada uma alta prevaléncia de carreameasal deS. aureusentre

estudantes de Graduacéo em Enfermagem na Univdeditiiadual de Maringa.

» 90,1% apresentaram positividade p&raureussendo 100% no primeiro ano

de graduacéao, 84,4% no segundo ano, e 82,8% reirteano.

= A taxa de resisténcia a oxacilina foi de 8,8% pe&todo de Agar diluicdo e de

13,2% pelo método de disco difuséo.

* Ndo houve concordéancia na identificacdo de resi&é oxacilina pelos dois

métodos para todas as amostra$ deureus.

» Todas as amostras avaliadas se mostraram sergsivaigomicina pelos dois

métodos adotados.

= Todas as oito amostras resistentes a oxacilin@ pettodo de CIM

apresentaram o genesoA.

= Das oito amostras resistentes a oxacilina pelo @D0% apresentaram

resisténcia a penicilina, trimetropin/sulfametoxaza tetraciclina.

= A tipagem genética demonstrou que quatro amodé&s aureugiveram uma

similaridade superior a 84%, e duas com 100%.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

A presenca dé&S. aureusmultirresistentes nos vestibulos nasais de pamado
sd0s ou assintomaticos, entre estudantes de Emfenmaé uma ameaca e uma
importante fonte de transmissdo do micro-organisroonsiderando que esses

estudantes estarao desempenhando atividades acadéjumnto aos pacientes.

Os objetivos desta pesquisa foram verificar a péeesa de carreamento nasal
deS. aureugentre estudantes de Enfermagem, identificar dl penbtipico e genotipico
das amostras isoladas e dessa forma contribuir y@@ melhor compreensao da

epidemiologia desse microorganismo no contextoitalap

Os resultados demonstraram uma alta prevalénciéS.daureusentre 0s
estudantes, com uma alta frequéncia de amostratirragistentes particularmente a
oxacilina, e carreamento de elemento genétiecAresponsavel por perpetuacéo dessa

resisténcia.

A identificacdo do estudante de Enfermagem comdagor deS. aureus
multirresistentes proporciona a informacao necesg@ra a construcéo de estratégias

de prevencéo de infec¢cBes hospitalares.
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ANEXO 1, N

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estamos realizando uma pesquisa intitulada “Agédsitasal d&taphylococcus
aureusentre estudantes de enfermagem saudaveis”, alquald ser realizada em trés
etapas sendo: uma coleta realizada no perioda@mdeentrada do aluno no hospital e
duas posteriores a sua inclusdo no hospital atrdeégstagio Supervisionado. Os
resultados da pesquisa destinar-se-do a elabodegdimbalho de carater cientifico e
possivel publicacdo, sendo garantido o anonimat@edicipantes.

Estamos disponiveis para fornecer-lhe informacaemdp julgar necessério,
nos comprometendo a proporcionar respostas adisisnare qualquer duvida que por
ventura venha a ter e informagfes atualizadas tu@mesenvolvimento do estudo,
mesmo que isto possa afetar a sua vontade de wanfarticipando.

A sua retirada deste processo de pesquisa poderéenguando considerar
conveniente, sendo que isto ndo Ihe acarretaraunedhno pessoal e/ou profissional.

Informo que ndo havera riscos, nem danos ou ca&tagialquer natureza caso
concorde em participar do estudo, assim como na@ebeza pagamento pela
participacdo. O presente projeto esta em concoi@a&om as exigéncias da Resolucdo
196/96, que regulamenta a realizacdo de pesquisaeres humanos.

Em caso de reclamacéo e/ou denuncia, procure aipadgr Jodo Bedendo pelo
telefone (Oxx44) 3261-4511, da Universidade Estad@aMaringd, e/ou o Comité
Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seresartds (COPEP) da
Universidade Estadual de Maringa, na Pro-ReitogaPds-Graduacao, pelo telefone
(0xx44) 3261-4444.

Eu, , Epétido e entendido as

informacbes e esclarecido todas as minhas dulviddsrentes a este estudo,
CONCORDO VOLUNTARIAMENTE em participar desta pessgui

: Data/ /

Assinatura do participante.

Eu, Pesquisadora ,

declaro que forneci todas as informacgdes referemestudo.
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ANEXO 2

Formulario de Identificacdo do Académico

Académico RA:

Data de Nascimento ]

Sexo MASCULINO | FEMININO
() ()

Trabalha em alguma instituicdo de saude atualmente? SIM NAO
() ()

Trabalhou em alguma instituicdo de salde nos Udtitno SIM NAO

anos? () ()

Apresenta atualmente algum sinal ou sintoma dega®en SIM NAO
) Q)

Esta fazendo uso de antimicrobiano atualmente?tQuan SIM NAO

tempo? Q) Q)
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ANEXO 3
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvender8s Humanos

,/, Universidade Estadual de Maringa
LA Pra-Reitoria de Pesquisa ¢ Pés-Graduacio

3‘ Comité Permanente de [

CAAE N*. 0221.0.093.000-08 PARECER N 536/2008

[ Pesq

Centro/Departamento: CCS/DEN

v : GOVERNO DO
a em Pesquisa Fnvolvendo Seres Humanos PARANA
Registrado na CONEP em 10/02/1998

ador (a) Responsavel: Jodo Bedendo

Titulo do projeto: Aquisi¢io nasal de Staphylococus aureus entre estudantes de enfermagem saudiveis.

el

Consideragdes:

O Projeto estava em Pendéncia por ndo constar Auterizagio do responsivel do Laboratorio de Microbiologia e
pelo ndo esclarecimento da fonte de recurso para utilizagio da medicacio e do material,

Em anexo Autorizagdo do Responsavel pelo Laboratdrio para a realizagiio deste estudo, assim como

a liberagdo de todo material 4 ser utilizado no Projeto,

Parecer: Apos as Autorizagdes solicitadas, somos de parecer FAVORAVEL i Aprovagio do presente

Projeto.

Situa¢io: APROVADO

————— —

CONEP: ( X ) para registro () para-andlise ¢ parécer Data: 17/10/2008

O pesquisador devera apresentar Relatério Final para este Comité em: Fevereiro/2009

O protocolo foi apreciado de acorde ¢om a J /7
Resolugao n®. 196/96 e complementares do &%}@J
CNS/MS, na 162" reunido do COPEP em o
17/10/2008. Prof*. Dr'. leda Harumi F
Presidente do COPEP

Em suas comunicagdes com esse Comité cite o nimero de registro do seu CAAL.
Bloco 10 sala 01 — Avenida Colombo, 5790 - CEP: 87020-900 - Maringd - PR
Fone-Fax: (44) 3261-4444 - e-mail: copep@uem.br



