UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
CURSO DE BIOMEDICINA

MARILIA VIRGO SILVA ALMEIDA

PERFIL ETIOLOGICO DE COCOS GRAM POSITIVOS ISOLADOS DE CULTURA
DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE RESISTENCIA

Natal
Dezembro de 2016



PERFIL ETIOLOGICO DE COCOS GRAM POSITIVOS ISOLADOS DE CULTURA
DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE RESISTENCIA

por

Marilia Virgo Silva Almeida

Orientador: Prof. Dr. Renato Motta Neto

Natal
Dezembro de 2016

Monografia Apresentada a
Coordenacéo do Curso de
Biomedicina da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte,
como Requisito Parcial a Obtencéo
do Titulo de Bacharel em
Biomedicina.



Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN
Sistema de Bibliotecas - SISBI
Catalogacéo de Publicacdo na Fonte. UFRN - Biblioteca Setorial do Centro de Biociéncias - CB

Almeida, Marilia Virgo Silva.
Perfil etiollgico de Cocos Gram Positivos isolados de cultura
de vigildncia epidemiollgica de resisténcia / Marilia Virgo Silva

Almeida. - Natal, 2016.
56 f.: il.
Monografia (GraduaGdo) - Universidade Federal do Rio Grande do

Norte. Centro de Biociéncias. Curso de Biomedicina.
Orientador: Prof. Dr. Renato Motta Neto.

1. InfecGdo hospitalar - Monografia. 2. ORSA - Monografia. 3.
ORSCN - Monografia. 4. Cultura de vigildncia - Monografia. 5.
Multirresisténcia - Monografia. I. Motta Neto, Renato. II.
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. III. Titulo.

RN/UF/BSE-CB CDU 616-022.3:614.21




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS

CURSO DE BIOMEDICINA

A Monografia Perfil Etiologico de Cocos Gram Positivos Isolados de Culturas de
Vigilancia Epidemiologica de Resisténcia

elaborada por Marilia Virgo Silva Almeida

e aprovada por todos os membros da Banca examinadora foi aceita pelo Curso de
Biomedicina e homologada pelos membros da banca, como requisito parcial a
obtencéao do titulo de

BACHAREL EM BIOMEDICINA

Natal, 09 de Dezembro de 2016

BANCA EXAMINADORA

Nome do Orientador (Departamento)

Nome do Professor Examinador 1 (Departamento)

Nome do Professor Examinador 2 (Departamento)



AGRADECIMENTOS

Obrigada:

Aos meus pais e familiares, pelo apoio e bons conselhos.

Ao meu namorado, pelo carinho e por tornar minha vida mais leve.

Aos meus amigos, por estarem comigo em todos 0s momentos.

A todos do laboratério LABMIC que me ajudaram e tornaram os dias de trabalho

mais divertidos.



RESUMO

ALMEIDA, M.V.S. Perfil Etiologico de Cocos Gram Positivos Isolados de
Culturas de Vigilancia Epidemioldgica de Resisténcia. 2016. 56 fls. Monografia

(Graduacéo). Universidade Federal Do Rio Grande do Norte, Natal, 2016.

O estudo foi realizado com o objetivo de identificar a prevaléncia de colonizacao pelo
Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. em pacientes internados em unidades de
terapia intensiva (UTIs) de dois hospitais ligados a Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN), bem como avaliar o perfil de resisténcia dos
Staphylococcus spp. isoladamente. Para isso, foi realizado um estudo descritivo, no
qual foram coletadas amostras biol6gicas de swabs retal, nasal e axilar. Apés a
coleta, estas foram repicadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e encaminhadas
para o LABMIC. A identificagdo dos cocos Gram Positivos foi realizada por meio do
semeio em Agar-sangue, Agar manitol-salgado e através dos testes de catalase e
coagulase, conforme recomendado por Koneman et al., 2008. O perfil de
sensibilidade foi determinado pela técnica de Kirby Bauer e para determinacédo da
resisténcia a oxacilina foi realizado o screening em placa com oxacilina com adi¢éo
de 4% de NaCl e o teste da disco difusao com discos de cefoxitina e oxacilina como
recomenda o CLSI 2016. Dos 114 pacientes avaliados, 100 encontravam
colonizados por cocos Gram Positivos, 0 que demonstrou uma prevaléncia de
87,7%. Para o S. aureus, 71,4% foram ORSA. Todas as cepas ORSA foram isoladas
de cultura poli microbiana e todas foram resistentes a penicilina e a ciprofloxacina e
sensiveis a clindamicina, eritromicina, teicoplanina, sulfa, cloranfenicol, linezolida e
mupirocina. Para a gentamicina, 20% foram resistentes. Para SCN, 91% das cepas
foram ORSCN e apenas uma foi negativa no teste do screening de oxacilina. Para a
mupirocina, 19,1% foram resistentes. Torna-se necessaria a rapida deteccao
laboratorial desses patdgenos e seu perfil de resisténcia assim como a adogdo de

medidas rigorosas de prevencgao e controle de disseminagéao.

Palavras-chave: ORSA, ORSCN, cultura de vigilancia, multirresisténcia, infeccao

hospitalar, bactérias.



ABSTRACT

ALMEIDA, M.V.S. Etiologic Profile of Cocci Gram Positives Isolated of
Resistance Epidemiological Survival Cultures. 2016. 56 fls. Monograph

(Undergraduate). Federal University of Rio Grande do Norte, Natal, 2016.

The study was carried out with the aim of identifying the colonization prevalence of
Staphylococcus spp. and Enterococcus spp. isolated from patients admitted to
intensive care units (ICUs) from two hospitals connected to the Federal University of
Rio Grande do Norte (UFRN). Furthermore, this study also intend to evaluate the
resistance profile of Staphylococcus spp. got from those units. During the research, a
descriptive study was made, using biological samples of rectal, nasal and axillary
swabs from those patients. After collecting, all the samples were spiked in BHI broth
and sent to LABMIC. The identification of gram positive cocci was performed by
showing positivity on blood agar, mannitol-salted agar and through the catalase and
coagulase tests as recommended by Koneman et al., 2008. The sensitivity profile
was determined by the Kirby Bauer technique and the oxacillin resistance
determination was performed with oxacillin in addition of 4% NaCl and the disc
diffusion test with cefoxitin and oxacillin disks as recommended by the CLSI
2016. From 114 patients evaluated, 100 were colonized by gram positive cocci,
which showed a prevalence of 87.7% of the bacteria. On the other hand, for S.
aureus 71.4% were positive for ORSA. All strains of S. aureus were isolated from
poly microbial culture all of them were observed to be resistant to penicillin and
ciprofloxacin and all were sensitive to clindamycin, erythromycin, teicoplanin, sulfa,
chloramphenicol, linezolid and mupirocin whereas 20% were resistant to gentamicin.
For SCN, 91% of the strains were ORSCN and just one strain was negative in the
oxacillin screening test. For mupirocin, 19.1% were resistant. Therefore, it is
extremely necessary the efficacy laboratory detection of these pathogens and their
resistance profile as well as the adoption of strict measures of prevention and control

against dissemination.

Key words: ORSA, ORSCN, surveillance culture, multiresistance, hospital infection,

bacteria.
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1. INTRODUCAO

Esse estudo foi feito concomitantemente a um trabalho de mestrado realizado
pela mestranda Mayara Bastos no LABMIC-DMP-CB-UFRN, que tinha como objetivo
determinar o perfil de resisténcia mediante os Cocos Gram Positivos e Bacilos Gram
Negativos isolados de culturas de vigilancia epidemioldgica de dois hospitais do
Estado. Dessa forma, puderam-se obter informacdes a respeito das bactérias Gram
Negativas isoladas, apesar de que o foco do estudo é apenas para as espécies
Gram Positivas. No total foram isoladas 341 bactérias, sendo 220 Gram Negativas e

121 Gram Positivas.

1.1. Cultura de vigilancia epidemiolégica

As culturas de vigilancia epidemioldgica sdo um conjunto de técnicas de
isolamento e identificacdo de microrganismos resistentes realizadas para
diagnosticar pacientes colonizados ou infectados, que sdo reservatérios para
disseminacdo desses microrganismos, a fim de implantar estratégias imediatas para
o controle da infeccdo e se minimizar a transmissdo para outros individuos,
diminuindo a transmissao cruzada e o risco de desenvolvimento de infeccbes
subsequentes.

Estudos mostram que é Uutil a realizacdo de culturas de vigilancia
epidemiologica para conhecer a real dimensdo do problema da resisténcia nas
unidades de saude. No entanto, essa pratica apenas € mais enfaticamente
recomendada em situacdo de surto, em endemias sem controle com medidas
protocolares ou em populacdes de risco, pois essas culturas de vigilancia consomem
recursos materiais e humanos e tém alto custo (MORAES et al., 2013).

Nos laboratérios que trabalham com amostras hospitalares, dentre as culturas
de vigilancia epidemiologica para a deteccdo de mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos solicitados pela comissao de controle da infeccéo hospitalar (CCIH)
para bactérias Gram Positivas, foi abordado neste trabalho a pesquisa de

Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina.

1.2. Bactérias Multirresistentes e infec¢des hospitalares
Os pacientes tornam-se infectados em um hospital, porque eles sao

prejudicados por suas doencas, ferimentos, incisdes, cateteres inseridos,
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tragueostomia e outros corpos estranhos. Os microrganismos que infectam sé&o
muitas vezes cepas nosocomiais mais resistentes e virulentas, como por exemplo,
Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (ORSA), que circulam no ambiente
hospitalar. Em relatério do National Healthcare Safety Network (NHSN), sistema
voluntario de vigilancia americano, um percentual substancial das infeccdes
relacionadas a assisténcia a saude era causado por microrganismos resistentes
(KUPLICH et al., 2011).

As deteccbes de isolados multirresistentes é um importante fator no
monitoramento das tendéncias de resisténcia e medidas de precaucdes e
intervengdes no programa de controle de infecgdo (OPLUSTIL, 2010).

Do ponto de vista epidemiolégico, segundo o Centro de Controle e Prevencéao
de Doencas (ECDC) de Atlanta, nos Estados Unidos, microrganismos
multirresistentes sdo aqueles que apresentam nao susceptibilidade adquirida a pelo
menos um agente em Trés ou mais categorias antimicrobianas (MAGIORAKOS et
al., 2012).

As infeccBes relacionadas a assisténcia a saude causadas por MDRO, séo
cada vez mais prevalentes nos hospitais. De acordo com a estimativa do ECDC, as
infecgdes por MDRO atingem 1 em cada 20 pacientes hospitalizados. O aumento da
morbidade e da mortalidade decorrente dessas infeccbes esta diretamente
relacionado ao dificil tratamento, em razdo da pouca disponibilidade de drogas
eficazes (MORAES et al., 2013). A Organizacdo Mundial da Saude acredita que as
infeccbes hospitalares atinjam 14% dos pacientes internados no Brasil (LIMA et al.,
2014).

A emergéncia de bactérias multirresistentes é consequéncia natural da
pressao seletiva resultante do uso abusivo dos antimicrobianos, sendo um problema
cada vez mais preocupante. Essa resisténcia aos antibidticos se desenvolve como
uma natural consequéncia da habilidade da populacdo bacteriana de se adaptar.
Seu uso indiscriminado aumenta a pressao seletiva e, também, a oportunidade da
bactéria ser exposta aos mesmos. Essa oportunidade facilita a aquisicdo de
mecanismos de resisténcia, tornando-se um problema de saude publica mundial,
que afeta todos os paises, desenvolvidos ou néo.

Esses métodos de vigilancia sdo empregados principalmente em ambientes

que abriguem situacbes de maior risco ou impacto das infeccbes como em

14



bercérios, Unidades de Terapia Intensivas (UTIs), unidades de cuidados a pacientes
imunodeprimidos e unidades de dialise. As UTIs sdo consideradas epicentros de
resisténcia bacteriana, sendo a principal fonte de surtos de bactérias
multirresistentes.

A internacdo em UTI é um fator preditor para o surgimento de bactérias
multirresistentes, sendo locais onde ocorrem muitos procedimentos invasivos e que
concentram 0s pacientes clinicos e cirargicos mais graves internados nos hospitais,
com taxas de infeccdo mais elevadas, o que leva a um amplo uso de
antimicrobianos, fatores contribuintes para o aumento das infecgcbes nosocomiais e
da resisténcia bacteriana. Dessa maneira, as UTIs constituem o epicentro das

infeccbes por MDRO, podendo haver disseminacéo para todo o hospital.

1.3. Presenca de bactérias resistentes em objetos inanimados e no corpo de
profissionais de saude como fator de risco para colonizacdo e infeccao de pacientes

A presenca de cepas resistentes ndo se faz presente apenas na colonizacao
de pacientes, mas também esta presente em objetos inanimados e partes do corpo
de profissionais de saude e de parentes de pacientes hospitalizados, o que também
deve ser levado em consideracdo ja que determina um fator de risco para a
colonizacdo e possivel infeccdo dos pacientes. Esse fato pode ser observado em
varios estudos em nosso meio. Em uma pesquisa feita em SP por Ferreira et al.,
2011, foi avaliada a presenca de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina
(ORSA) em superficies proximas aos pacientes internados em uma Unidade de
Terapia Intensiva Geral (grades direita/esquerda, manivela da cama, mesa, botdes
da bomba de infusdo e aventais de algodao) e foi verificado que das 48 amostras
positivas para Staphylococcus aureus, 29 (60,4%) foram resistentes a oxacilina. A
incidéncia em grades e manivelas da cama, mesa, botdes da bomba de infuséo e
aventais foi, respectivamente, 55,5%, 57,1%, 57,1%, 60,0% e 75,0%. Em estudo
realizado por Moura et al.,, 2010, em MG, onde foi avaliada a colonizagdo por
Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a oxacilina na saliva de profissionais
de enfermagem, das 158 cepas de S. aureus, 24 foram ORSA (15,2%). Custddio et
al., 2009, observaram uma elevada frequéncia de SCN resistentes nas maos de

profissionais de salde em um hospital particular no estado de Goias. Os
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Staphylococcus coagulase negativa (44,5%) foram os microrganismos mais isolados,
e 75% foram resistentes a oxacilina.

1.4. Cocos Gram Positivos

O aumento das infec¢cbes por patdogenos Gram Positivos tem sido destaque
em diferentes publicagbes nos ultimos anos. A presenca desse subgrupo nas
diversas infecgbes tem chamado grande atencdo também por um perfil de
sensibilidade reduzido para diferentes antimicrobianos, levando, frequentemente, a
dilemas terapéuticos na pratica clinica.

Os cocos Gram positivos abordados nesse estudo foram o S. aureus, SCN e
Enterococcus spp., onde focou-se apenas na resisténcia mediante 0s
Staphylococcus spp.

Com excegcdo das Enterobacteriaceae, as bactérias Gram Positivas,
particularmente os cocos, sao 0s microrganismos isolados com mais frequéncia de
amostras clinicas. Essas bactérias estdo disseminadas na natureza e podem ser
isoladas do ambiente ou como habitantes comensais da pele, das mucosas e de
outras partes do corpo dos seres humanos e animais (KONEMAN, 2008).

Os cocos Gram Positivos sdo uma colecdo heterogénea de bactérias, mas
possuem algumas caracteristicas em comum como: a forma esférica, a reacdo frente
a coloracdo de Gram e a auséncia de endosporo (MURRAY, 2009).

As bactérias Gram Positivas causam infec¢do por meio de sua multiplicacédo
tanto local quanto sistémica e algumas delas podem multiplicar-se numa area
localizada e exercer seus efeitos patogénicos pela producdo de exotoxinas ou
enzimas que atuam em locais distantes (KONEMAN, 2008).

1.4.1. Staphylococcus spp.

Os estafilococos sé&o cocos Gram Positivos imoéveis, ndo formadores de
esporos e catalase positivos. A maioria mede de 0,5 a 1,5 micrometros de diametro,
sdo capazes de crescer em meios contendo alta concentracdo de sal e a
temperaturas que variam de 18 a 40 graus Celsius. Essas bactérias estdo presentes
na pele e nas membranas mucosas dos seres humanos. Esses microrganismos
ocorrem na forma de células isoladas, em pares, tétrades e cadeias curtas, porém
aparecem predominantemente em grupos semelhantes a cachos de uva. As

espécies sdo, em sua maioria, anaerobios facultativos, exceto S. aureus subesp.
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anaerobius e S. saccharolyticus. Essas duas espécies crescem em condi¢des
anaerodbicas e, ao contrario das espécies facultativas, sdo frequentemente catalase-
negativas (SANTOS et al., 2007; MURRAY, 2009).

O género consiste atualmente em 40 espécies e 24 subespécies, muitas das
quais sdo encontradas no homem. Algumas espécies sao encontradas em nichos
especificos, como por exemplo, o Staphylococcus aureus coloniza as narinas
anteriores. Dos sitios anatbmicos onde os S. aureus sdo encontrados, as narinas
possuem o maior indice de colonizacdo, cuja prevaléncia é de cerca de 40% na
populacdo adulta, podendo ser ainda maior dentro de hospitais (SANTOS et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2014). E com relacéo aos sitios anatémicos onde os SCN séo
mais encontrados, algumas espécies (S. hominis e S. haemolyticus) colonizam
locais onde se encontram as glandulas apdécrinas (axilas) (MURRAY, 2009).

Os Staphylococcus spp. sdo um importante patdgeno para os seres humanos,
causam um amplo espectro de doencas sistémicas que ameacam a vida, incluindo
infeccbes de pele, tecidos moles, 0ssos, trato urinario, bem como infeccdes
oportunistas. As espécies mais comumente associadas as doencas humanas séo S.
aureus (o0 mais virulento e o mais conhecido membro do género), S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. lugdunesis e S. saprophycicus (TRABULSI, ALTHERTHUM, 2005).

Tendo em vista 0 numero crescente de espécies de estafilococos que estédo
sendo reconhecidas como causa de infeccdes humanas e o achado de isolados
tanto comuns quanto incomuns com resisténcia a multiplos agentes antimicrobianos,
€ imperativo que o microbiologista clinico esteja familiarizado com os métodos atuais

de caracterizagdo desses microrganismos.

1.4.2. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é uma bactéria esférica, do grupo dos cocos Gram
Positivos, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas
saudaveis. Essa bactéria desenvolveu varios mecanismos de viruléncia e estratégias
para escapar do sistema imunoldégico humano, incluindo uma série de proteinas de
superficie, enzimas segregadas e toxinas que danificam a membrana por acao
citolitica. Tais mecanismos podem causar desde simples afeccbes como espinhas,
furdnculos e impetigo até infeccbes mais graves como meningite, pericardite,

bacteremia e sindrome do choque toxico (KONEMAN et al., 2008).
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ORSA é notavel por produzir infec¢Bes graves em pacientes hospitalizados e,
mais recentemente, em criangas e adultos ndo hospitalizados e previamente
saudaveis. As colbnias de S. aureus sdo douradas como resultado de pigmentos
carotenoides formados durante o seu crescimento; dai o nome da espécie
(MURRAY, 20009).

A implantagcdo da antimicrobianoterapia, no inicio da década de 1930, com o
emprego da sulfanilamida (descoberta por Gerard Domagk em 1932),
aparentemente ditava o fim das doencas infecciosas. No entanto, no final daquela
década surgiram as primeiras cepas de S. aureus resistentes aquele quimioterapico.
Desde entdo, o S. aureus tem ganhado esta “batalha”, posto que novas cepas
resistentes tém surgido a cada novo antibiético introduzido no tratamento das

patologias a ele atribuidas (LIMA et al., 2015).

1.4.3. Staphylococcus coagulase negativa

Os estafilococos coagulase-negativa (SCN) eram considerados bactérias ndo
patogénicas até a sua descoberta como agentes causadores de infeccdes
nosocomiais. Constituem um dos microrganismos mais comumente isolados no
laboratério de bacteriologia. Fazem parte da flora normal da pele e mucosas e em
certas ocasifes podem ser somente contaminantes em uma amostra. Porém, ndo ha
davida de que eles causam infec¢cdes severas, principalmente em pacientes
hospitalizados (MAYER, HORNER, 2009). Dessa forma, a emergéncia da sua
multirresisténcia exige grande atencao para essa cepa, principalmente em ambiente
hospitalar.

Dentre os patdgenos causadores de infecgbes, o S. epidermidis € 0 agente
mais associado com as infecgbes, especialmente com as bacteriemias, inclusive no
Brasil. Associados ao mecanismo de resisténcia a oxacilina também podem ser
citados a producéo de invasinas, toxinas e a formacao de biofilme. (SOUSA JUNIOR
et al., 2009). Uma das principais formas de infeccdo por esses microrganismos é
através da grande capacidade de formacdo de biofilme (comunidades de
microrganismos que crescem, embebidos principalmente em uma matriz de agua e
exopolissacarideos e que possuem habilidade de aderir em superficies inertes como

dispositivos médicos). Tal formagdo é auxiliada por proteinas de superficie e
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adesinas. Esta composicdo pode facilitar a entrada dessas cepas na corrente
sanguinea durante uma cirurgia (TEIXEIRA, 2009).

1.4.4. Tipos de resisténcia dos cocos Gram Positivos

Com relacdo aos mecanismos de resisténcia frente os Staphylococcus spp.,
os paragrafos adiantes irdo fazer uma abordagem citando apenas o S. aureus, pois
€ 0 microrganismo mais estudado, apesar de que as informagbes mencionadas
também valem para o SCN, cepa atualmente em ascendéncia no que diz respeito a
sua importancia como cepa capaz de colonizar individuos na comunidade e nos
centros de saude, produzir resisténcia e causar infeccdo das mais leves as mais
graves (TEIXEIRA, 2009).

Trés mecanismos conferem a resisténcia do S. aureus para oxacilina: a
resisténcia classica (ORSA) e dois outros tipos de resisténcia bordeline (BORSA e
MODSA).

O mecanismo de resisténcia das cepas ORSA esta relacionado a alteracéo de
proteinas ligadoras de penicilina (PBP) codificada pelo gene mecA e sem relacéo
com a producdo de beta-lactamases. As PBPS codificadas pelo gene mecA sao
chamadas de PBP2a ou PBP2’, e ndo estdo presentes em cepas sensiveis. A
presenca delas faz com que a penicilina e 0os compostos penicilina-penicilinase
resistente (PPR) tenham baixa afinidade pelo local de ligacdo na bactéria, a parede
celular, e, consequentemente, deixem de ser efetivos. O grupo PPR é composto
pelas drogas: oxacilina, meticilina, nafcilina, cloxacilina e dicloxacilina, e constitui a
classe de drogas de escolha para o tratamento de infec¢cdes por S. aureus
produtores de penicilinases que ndo apresentam alteracdo da PBP2a (LIMA et al.,
2015).

Oxacilina é a droga representante da classe das PPR, indicada para detectar
a resisténcia do Staphylococcus spp. in vitro, por ser a mais resistente a degradacao
e a mais sensivel para deteccdo de heterorresisténcia. Quando um isolado
apresenta resisténcia a oxacilina, deve ser considerado resistente a todo grupo PPR,
sendo essa uma droga marcadora importante. (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). De
acordo com o “Clinical and Laboratory Standards Institute” 2016 (CLSI), a cefoxitina
deve ser utilizada como marcador para detectar a resisténcia do Staphylococcus

spp. a oxacilina, e consequentemente, ao grupo PPR, verificando a resisténcia
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mediada pelo gene mecA. Dessa forma, cepas resistentes a cefoxitina, devem ser
consideradas resistentes a todas as drogas do grupo.

Cepas ORSA classicas apresentam-se, usualmente, resistentes a outros
grupos de drogas indicadas para o tratamento dos Staphylococcus spp., como
clindamicina, eritromicina, tetraciclina e, menos frequentemente, a gentamicina e
sulfametoxazol/trimetoprima. O antibiograma deve ser realizado para determinar a
sensibilidade dessas drogas. No entanto, todos os beta-lactamicos séo considerados
resistentes, independentemente do resultado do antibiograma (ROSSI; ANDREAZZI,
2005; SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2015).

A expressdo da resisténcia classica pode ser homogénea, em que todas as
colonias expressam resisténcia a meticilina sem dificuldades de interpretacdo no
teste. E também pode ser heterogénea, onde somente uma fraccdo de coldnias
expressa resisténcia a oxacilina, apesar da presenca do gene mecA, prejudicando a
interpretacéo do teste (MAYER, HORNER, 2009).

Algumas cepas de S. aureus apresentam um tipo menos comum de
resisténcia a oxacilina ndo relacionado a presenca do gene mecA, a resisténcia
bordeline, em que os MICs de oxacilina estdo proximos aos pontos de corte. O
mecanismo de resisténcia nesses isolados pode ser devido a: hiperproducdo de
beta-lactamase tipo A que resulta na hidrélise parcial do anel beta-lactamico das
penicilinas, cepas conhecidas como BORSA (bordeline oxacillin-resistant S. aureus);
ou modificacdes nas proteinas de ligacdo da penicilina (PBPs 1, 2 e 4), cepas
conhecidas como MODSA (modified penicillin-binding protein S. aureus). Quando
submetidas ao teste para pesquisa de PBP2a, verifica-se que essas cepas néo
produzem essa proteina (gene mecA negativas) (A MATHEWS et al., 2010).

Essas cepas apresentam significado clinico ndo definido e uma frequéncia
relativamente baixa. Normalmente, os isolados com esse tipo de resisténcia nao
apresentam resisténcia cruzada a outros beta-lactamicos (cefalosporinas e
carbapenémicos), como acontece com a resisténcia classica. Na pratica, séo
classificados como ORSA, e esses antimicrobianos ndo sao considerados como
opcao terapéutica (KALI; STEPHEN; UMADEVI, 2014).

Outro mecanismo de resisténcia a oxacilina citado pelo CLSI 2016, fora o
gene mecA inclui um homologo ao gene mecA, o gene mecC. Representam uma

forma recentemente conhecida e pode colonizar e causar doenca em seres
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humanos e uma ampla gama de outras espécies hospedeiras. Tal resisténcia foi
descoberta em isolados resistentes a oxacilina e cefoxitina, mas que ndo possuiam
0 gene mecA nas suas células. Assim como o gene mecA, ele codifica as proteinas
ligadoras de penicilina. A resisténcia ao mecC ndo pode ser detectada por testes
direcionados ao mecA ou PBP2a. Embora cepas ORSA gue possuem o0 gene mecC
sejam atualmente raras e apenas tenha sido relatadas na Europa até a data, elas
apresentam um potencial problema de diagnéstico ja que ambas cepas sao bem
parecidas (PATERSON; HARRISON; HOLMES, 2014).

1.4.5. Historico de resisténcia dos cocos Gram Positivos

Com relacdo ao histérico da resisténcia frente aos cocos Gram Positivos,
sabe-se que desde a introducdo dos primeiros antimicrobianos, as bactérias vém
tentando se adaptar e vencer tal situacdo adquirindo novos mecanismos de
resisténcia. As informacdes mencionadas a seguir sdo a respeito do S. aureus,
porém também dizem respeito ao SCN, ndo necessariamente na mesma ordem
cronoldgica dos fatos.

No inicio dos anos 1940, os S. aureus, isolados de diferentes processos
infeciosos, apresentavam uma boa resposta clinica diante da penicilina. Em 1942, a
resisténcia a penicilina comecou a ser descrita em algumas dessas cepas,
decorrente da producédo de penicilinases. De 1944 a 1945, cepas com producao de
beta-lactamases (penicilinases) passaram a ser isoladas em diferentes hospitais e
regides, levando a uma resisténcia expressiva que limitou o uso da penicilina e seus
derivados no decorrer dos anos subsequentes (OLIVEIRA; SILVA, 2008).

Na década de 1950, a producdo de penicilinase pelos S. aureus passou a
predominar nas cepas isoladas de pacientes hospitalizados. A resisténcia bacteriana
era, na época, considerada um problema novo e comegou a tomar crescentes
propor¢cdes a medida que foram descobertas e introduzidas novas classes de
antibioticos na pratica clinica (TAVARES, 2000).

Em 1960, a meticilina foi lancada no mercado como alternativa terapéutica
para cepas produtoras de penicilinase, uma vez que essa droga nao sofre acéo
dessa enzima. Porém, ja em 1961, relatos de cepas também resistentes a meticilina
passaram a ser descritos e foram denominados Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina (MRSA). A partir da década de 1980, cepas MRSA passaram a
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representar um problema endémico em diferentes propor¢cées nos hospitais de
diversos paises, incluindo o Brasil (SANTOS et al., 2007).

Mais recentemente, com uso indiscriminado da vancomicina (glicopeptideos)
como opcao terapéutica para as cepas MRSA/ORSA, passaram a surgir bactérias
resistentes a essas drogas: Staphylococcus aureus resistentes aos glicopeptideos
(GRSA). Apos a consolidacdo dessas cepas no meio hospitalar e comunitario em
diversos paises do mundo, elas vém sendo mundialmente estudadas por um
programa multidisciplinar: NARSA (Network on Antimicrobial Resistance in
Staphylococcus aureus), coordenado pelo NIAID (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases). Paralelo ao surgimento do GRSA houve o surgimento do
Enterococcus spp. resistente a vancomicina (VRE), e ai surgiram as cepas VRSA
(Staphylococcus aureus resistente a vancomicina), 0 que sugere-se que a
resisténcia pode ter sido adquirida com a troca do material genético entre as cepas
de Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. O primeiro caso de VRSA foi reportado
no inicio dos anos 2000, ainda sendo pouco prevalente nos dias de hoje, porém,
com grandes chances de maior abrangéncia. Por isso, o controle da emergéncia
dessa resisténcia deve ser realizado com critério (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

1.5. Ac¢des de controle de surtos e infecgdes

No Brasil, a criacdo e o funcionamento das CCIH representam um progresso
na organizacao da estrutura hospitalar para a diminuicdo de mdultiplos problemas,
como a necessidade de se reduzir e controlar taxas de infec¢gdes, o que determinou
a aplicacédo de medidas preventivas, educacionais e de controle epidemioldgico, que
visam, através de um processo de conscientizacdo coletiva, a levar as taxas de
infeccdo para limites aceitaveis (ABEGG; SILVA, 2011).

Dentre as ac¢Oes preconizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para o controle da resisténcia bacteriana, ressaltam-se: necessidade de aumentar a
vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos; uso racional de antimicrobianos e sua
regulamentacéo; prevencdo e controle das infec¢des nas instituicbes de saude; e
acOes nacionais inter setoriais e multidisciplinares coordenadas com o envolvimento
da sociedade civil. No Brasil, a Resolucdo 44/2010 da Diretoria Colegiada (RDC)
determina a retencdo da prescricdo médica como medida de controle e reducéo do
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uso indiscriminado destes agentes, constituindo-se em importante passo para O
controle da resisténcia bacteriana (ABEGG; SILVA, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral
Quantificagao e identificacdo de cocos Gram Positivos isolados de cultura de
vigilancia epidemiolégica de pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTI) de dois hospitais do estado.

2.2.Especificos
I.  Avaliacdo da susceptibilidade bacteriana frente a diferentes

antimicrobianos;

II.  Determinar o perfil de resisténcia dos cocos Gram Positivos isolados;

[ll.  Fornecer informacgdes a fim de melhorar as condutas de vigilancia dos
hospitais onde foi feito o estudo;

IV. Estimular a melhora nas medidas de prevencao da infec¢do hospitalar;

V. Fornecer dados relevantes para a construcdo de um perfil mais
fidedigno no que diz respeito a epidemiologia desse mecanismo de
resisténcia.
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3. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo. O local onde foi realizado o estudo foram as
UTIs dos hospitais Onofre Lopes (HUOL) e Giselda Trigueiro (HGT). Como critério
de incluséo, trabalhamos apenas com pacientes internos na UTI em um periodo
superior ou igual a uma semana. No total foram isolados 131 cocos Gram Positivos
de 114 pacientes internos nos dois hospitais em periodo de aproximadamente um
ano (desde o dia 6 de julho de 2015 ao dia 20 de julho de 2016). Antes da coleta de
dados, a pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do hospital
HUOL, nimero: 45184115.5.0000.5537.

3.1. Coleta e Transporte

O espécime clinico utilizado foram secrecdes retal, axilar e nasal coletados
através de um swab. O procedimento utilizado para a coleta com o swab nasal
corresponde &: inserir um swab pelo menos 1 cm dentro das narinas e fazer
movimentos rotatérios na mucosa nasal por pelo menos 10 a 15 segundos. Assim
como no swab nasal, para o swab retal deve ser utilizado um swab de algodéo,
certificando-se de que a ponta da haste que suporta 0 algoddo estd bem revestida.
Umedecer o swab em salina estéril (ndo usar gel lubrificante) e inserir no esfincter
retal, fazendo movimentos rotatorios. Ao retirar, certificar-se que existe coloracao
fecal no algodao. E por fim, para o swab axilar, deve-se umedecer o swab em soro
fisiolégico estéril e passar na regido axilar, fazendo movimentos rotacionais.

ApGs a coleta, todos os swabs foram identificados e colocados em meio de
transporte especifico (meio Stuart) e encaminhados ao laboratério LABMIC-DMP-
CB-UFRN em até 12 horas a temperatura ambiente onde foram inoculados em caldo
BHI e encubados em estufa bacterioldgica (35/37°C) por duas horas.

3.2. Identificacdo de Cocos Gram Positivos

Para o isolamento de bactérias aerdbias estritas e anaerdbias facultativas
foram utilizados meios e procedimentos recomendados por Koneman et al., (2008).
Apds semeadas em caldo BHI, foi feito o repique nos meios de cultura apropriados
para o isolamento de cocos Gram Positivos (manitol e 4gar sangue) e incubadas
novamente de 18 a 24 horas. Ap0s a confirmacdo das caracteristicas coloniais e

morfotintoriais (coloracdo de Gram Kopff-Beerman), e afinidade de crescimento em
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meios de cultura, foram realizadas provas como: catalase, coagulase em lamina e
tubo e fermentacdo do manitol com objetivo de identificacdo dos géneros e espécies

bacterianas.

3.3. Antibiograma

As recomendacbes do CLSI 2016 para deteccdo da resisténcia a oxacilina
incluem: teste de sensibilidade por disco difusdo, teste com &gar screening para
oxacilina e determinacdo do MIC (concentracdo inibitéria minima) por método de
diluicdo. No presente estudo, foram realizados os dois primeiros.

Para cada cepa bacteriana identificada no estudo foi realizado um
antibiograma utilizando a técnica de difusdo-difusdo em Agar (Kirby-Bauer),
conforme recomendacédo do CLSI de 2016. O estudo do perfil de sensibilidade a
antimicrobianos foi realizado com as cepas isoladas e identificadas. Com uma alca
microbiolégica foi tocada a superficie de 4 a 5 colénias bacterianas de aspecto
similar, que se desenvolveram bem isoladas no respectivo meio. Apos isto, o in6culo
foi transferido para um tubo contendo 5ml de solucdo salina ajustando a turvacao
para 0,5 da escala MacFarland, que corresponde a uma quantidade de 10%ufc/mL.
Foi entdo submergido a esta suspenséo bacteriana um swab de algodao estéril e
antes de retira-lo foi eliminado todo o excesso de liquido agitando-o contra a parede
interna do tubo. ApdGs este procedimento o swab foi inoculado a superficie seca do
meio de cultura agar Muller-Hinton (MH) contido em uma placa mantido a
temperatura ambiente. Com o objetivo de distribuir uniformemente o inéculo, o agar
foi estriado com o swab em pelo menos trés direcdes, girando a placa em angulos
de aproximadamente 60 graus apés cada estria. Os discos de antibiéticos foram
colocados manualmente sobre a superficie do meio, com o auxilio de pinca estéril.
Os antibioticos utilizados foram: mupirocina, teicoplanina, penicilina, sulbactam,
cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacina e linezolida. ApOs esta etapa as placas
foram incubadas a 35°C em estufa bacterioldégica por aproximadamente 18/24hs.
Apés este periodo, foi realizada a medicdo do didmetro da zona de inibicdo do
crescimento ao redor de cada disco de antibidtico, com o auxilio de uma régua. Esta
medicao foi realizada utilizando-se uma fonte de luz refletida observada contra um

fundo negro e opaco.

26



Figura 1: Antibiograma com discos de gentamicina (gen), sulfa (sut), cloranfenicol
(clo), penicilina (pen) e teicoplanina (tec).

Fonte: elaborada pela autora.

3.4. Testes de Resisténcia

Foram feitos testes fenotipicos especificos para a identificacdo de ORSA e de
Staphylococcus Coagulase negativa resistente a oxacilina (ORSCN). Os testes
fenotipicos para a identificacao do perfil de resisténcia de Staphylococcus spp. foram
feitos seguindo as recomendac¢des do CLSI 2016. S&o eles: a prova de disco difuséo
utilizando discos de cefoxitina e oxacilina e o teste do Oxa-25 que sO devera ser

realizado se o teste da disco-difuséo for positivo.

3.4.1. Teste da disco-difusdo

O teste da disco-difusdo € utilizado para identificar a resisténcia dos
Staphylococcus spp. & oxacilina (penicilina semissintética). E feito de modo
semelhante ao antibiograma ja mencionado. Deve-se utilizar um disco de cefoxitina
de 30ug e a placa deve ser incubada em estufa bacteriologica a temperatura de 33 a
35° Celsius (temperaturas acima de 35 podem néao detectar ORSA) em um periodo
de 16/18 horas. Para SCN o teste pode ser lido apés 18 horas caso a cepa seja
resistente. Os resultados do disco de cefoxitina devem ser usados para predizer a
presenca da resisténcia a oxacilina mediada pelo gene mecA em S. aureus e SCN.
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Dessa forma, a oxacilina deve ser reportada como sensivel ou resistente baseados

nos resultados da cefoxitina.

3.4.2. Teste do Oxa-25

O teste do Oxa-25 ou screening para oxacilina (como mencionado em alguns
estudos) é outro método usado para a deteccao de resisténcia a oxacilina em S.
aureus e SNC. Consiste em semear a bactéria que se deseja verificar a resisténcia
em meio MH suplementado com 4% de NaCl e 25\ ug/ml de oxacilina. A cepa de S.
aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle sensivel (negativo). Se houver
crescimento no meio de cultura, o teste é positivo e significa que a bactéria
correspondente é resistente a oxacilina e provavelmente contém o gene de
resisténcia mecA. De acordo com o CLSI 2016, esse método possui uma boa

correlacdo com a presenca do gene mecA que codifica essa resisténcia.

A deteccao laboratorial da resisténcia a oxacilina pode ser prejudicada se as
condicbes do teste ndo estiverem padronizadas. Os pontos criticos sdo: tempo
minimo de incubacao, temperatura de incubacdo e adequacédo do meio de cultura.
Outro aspecto importante € o fato de a subpopulacdo resistente apresentar
crescimento mais lento do que a subpopulacéo sensivel, levando a falsos resultados

de sensibilidade diante da oxacilina.

Figura 2: Teste da disco difusdo com discos de cefoxitina e oxacilina junto com
antibiograma.

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 3: Teste do oxa-25: Apenas a cepa 02 é negativa. As cepas 03, 08 e 10 sao
positivas, sendo a cepa 03 com maior crescimento bacteriano.

Fonte: elaborada pela autora.

3.5. Estoque e preservacdo de microrganismos isolados

Apbs serem isoladas, as col6nias resistentes foram estocadas em eppendorfs
contendo BHI acrescido com glicerol e amoxicilina e as sensiveis em BHI com
glicerol, ambas em duplicata. As amostras foram guardadas em geladeira a

temperatura de aproximadamente -2° Celsius.
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4. RESULTADOS

4.1. Cocos Gram Positivos

No periodo de 6 de julho de 2015 & 20 de julho de 2016 foram isolados 121
cocos Gram Positivos de 114 pacientes internados em UTIs de dois hospitais do
estado (HUOL e HGT). Dentre eles, 11 foram Enterococcus spp., 7 foram S. aureus
e 103 foram Staphylococcus coagulase negativa (SCN), sendo o grupo mais

encontrado.

De 4 pacientes ndo foram isolados cocos pois nhdo houve crescimento nos
meios de cultura utilizados (agar sangue e manitol), deduzindo que ndo houve
colonizagdo por cocos Gram Positivos nestes pacientes. Dos 114 pacientes
avaliados, 100 se encontravam colonizados por cocos Gram Positivos, 0 que

demonstrou uma prevaléncia de 87,7%.

Gréfico 1: Frequéncia de Cocos Gram Positivos
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Fonte: elaborada pela autora.
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4.1.2. Staphylococcus aureus

Através do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos utilizados no teste da
disco difusdo com discos de cefoxitina e oxacilina e através do teste do Oxa-25, das
7 cepas de S. aureus isoladas, 2 foram consideradas sensiveis a oxacilina e 5

resistentes a oxacilina, obtendo uma resisténcia de 71,4%.

Gréafico 2: Resisténcia mediante S. aureus a oxacilina

B Resistentes a oxacilina

B Sensiveis a oxacilina

Fonte: elaborada pela autora.

Das 5 cepas de S. aureus resistentes a oxacilina, todas foram cultura poli
microbiana. Na amostra 9, além do S. aureus, tinha uma cepa de Acinetobacter spp.
Na amostra 52, foram isolados Enterococcus spp., E. coli e K. pneumoniae. A
amostra 66 continha P. aeruginosa, Enterobacter sakazakii e E. coli. JA na amostra
70, tinham uma cepa de Enterobacter gergiviae. E, por fim, na amostra 102,
Acinetobacter spp., K. pneumoniae e Citrobacter freundii foram as bactérias

encontradas.
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Gréfico 3: Cultura poli microbiana em cepas ORSA
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Fonte: elaborada pela autora.

Para as 5 cepas de S. aureus resistentes a oxacilina, foi feito um antibiograma
com o0s seguintes antibioticos: penicilina (pen), ciprofloxacina (cip), mupirocina
(mup), linezolida (Inz), cloranfenicol (clo), sulfa (sut), gentamicina (gen), teicoplanina
(tec), eritromicina (eri) e clindamicina (cli). Todas as cepas foram resistentes a
penicilina e a ciprofloxacina. Para a gentamicina, 1 cepa foi resistente (20%) e as
demais foram sensiveis. Ja para os demais antibibticos testados, todas as cepas

foram sensiveis. Os resultados estédo representados no grafico abaixo:
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Grafico 4: Perfil de resisténcia de S. aureus aos antimicrobianos testados
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Fonte: elaborada pela autora.

4.1.3. Staphylococcus coagulase negativa

Com relacdo aos Staphylococcus coagulase negativa (SCN), dos 114

pacientes, foram isolados um total de 103 cepas das quais 94 foram resistentes a

oxacilina e 9 sensiveis no teste da disco difusdo. Destas 94 resistentes a oxacilina,

apenas 1 foi negativa no teste do Oxa-25. Dessa forma, 91% (94) das cepas séo

ORSCN.
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Gréafico 5: Resisténcia mediante SCN a oxacilina

M Resistentes a oxacilina

M Sensiveis a oxacilina

Fonte: elaborada pela autora.

Das 94 cepas de SCN resistentes a oxacilina no teste da disco difusdo para

oxacilina, foi feito o teste da disco difusdo para mupirocina, onde 12 foram

resistentes e 76 sensiveis, obtendo-se uma resisténcia & mupirocina de 12,8%.

Grafico 6: Resisténcia do SCN a mupirocina

M Resistentes a mupirocina

B Sensiveis a mupirocina

Fonte: elaborada pela autora.
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5. DISCUSSAO

5.1.Prevaléncia de cocos Gram Positivos isolados

O estudo fundamentou-se na pesquisa da frequéncia de cocos Gram
Positivos isolados de culturas de vigilancia em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
de dois hospitais ligados a UFRN (HUOL e HGT). Nesse estudo, como aponta o
grafico 1, foram isolados 121 cocos Gram Positivos de 114 pacientes. Dentre eles,
11 foram Enterococcus spp., 7 foram S. aureus e 103 foram Staphylococcus
coagulase negativa (SCN).

Tais numeros observados demonstram uma baixa taxa de colonizacéo por S.
aureus (6,4%) e uma prevaléncia de SCN (93,6%) dentre os isolados de
Staphylococcus spp. Tal fato esta de acordo com outros estudos com metodologia
semelhante. Em estudo feito por Almeida et al. (2014), em Caicd, RN, onde a
populacdo de estudo eram pacientes internados em UTI e outras unidades de
saude, foi observada uma taxa de colonizacéo por S. aureus de 28,8% e por SCN de
60,6%. Em estudo feito por Trouillet-assant et al. (2015), na Franca, das 635 cepas
de Staphylococcus spp., 85 (13,4%) foram S. aureus e 550 (86,6%) SCN. Dos 317
isolados provenientes de UTI, houve uma prevaléncia de 15,4% para S. aureus e
84,5% para SCN. Em estudo feito por SCRIBEL et al. (2011), em pacientes
atendidos em uma unidade basica de saude, dos 200 pacientes analisados, apenas
11,5% foram colonizados por S. aureus. Catdo et al. (2012) em seu estudo
analisando a colonizacédo nasal de S. aureus em profissionais de saude, evidenciou
gue de todos os individuos analisados, apenas 20% eram portadores de S. aureus.

Apesar da baixa taxa de colonizagdo observada frente ao S. aureus, 0S
resultados apontam para uma elevada taxa de colonizagao por cocos gram positivos
no geral, principalmente por cepas multirresistentes. Tais microrganismos,
encontrados nas culturas de vigilancia epidemiolégica sdo um fator predisponente
para causar infecgbes hospitalares, fato este constatado em diversas publicacdes

€m NnosSso meio.

5.2. Espécime clinico onde os Cocos Gram Positivos foram isolados
No presente estudo, ndo foi possivel saber o espécime clinico especifico onde

cada bactéria foi encontrada, pois todos os 3 swabs (nasal, retal e axilar) utilizados
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em cada paciente foram inoculados juntos no mesmo tubo com caldo BHI e a partir
dai feito o semeio nos meios de cultura. Seria inviavel inocular cada swab em um
BHI diferente, pois por semana, pegavamos cerca de 4 amostras (total de 12
swabs). Se cada swab fosse semeado em um BHI diferente, teriamos gastado 12
BHIs por semana em vez de 4 e teriamos que fazer o semeio em 36 meios de

cultura em vez de 12.

5.3.Resisténcia do Staphylococcus aureus a oxacilina

Apesar da baixa prevaléncia de S. aureus com relacéo ao total dos pacientes
analisados, houve uma elevada taxa de resisténcia frente a essas cepas, como pode
ser observado no grafico 2. Das 7 cepas de S. aureus isoladas, 2 foram
consideradas sensiveis e 5 resistentes a oxacilina, obtendo uma resisténcia de
71,4%. Tais valores que demonstram uma alta resisténcia do S. aureus em ambiente
hospitalar, sdo também confirmados em diversos outros estudos no Brasil e no
mundo. Esta elevada taxa de resisténcia esta diretamente associada a infeccdes
hospitalares.

No Brasil, Staphylococcus aureus € o microrganismo mais frequentemente
isolado em infecgbes hospitalares (SOUSA JUNIOR et al., 2009). Portadores nasais
e pacientes colonizados por S. aureus tém sido descritos como fator de risco para o
desenvolvimento de infeccles, e 11% a 43% dos pacientes colonizados adquirem
infeccdo (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). A maioria das doencas produzidas por essa
bactéria sdo causadas por cepas ORSA (CABRER et al., 2010). Dessa forma, a
baixa taxa de S. aureus encontrada, ndo minimiza sua importancia e capacidade de
se espalhar na comunidade, podendo infectar individuos saudaveis ou néo.

De acordo com estudos, o indice de infec¢cdes € maior quando o paciente é
colonizado por bactérias resistentes, bem como os indices de mortalidade. A
colonizagdo com Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (ORSA) é um fator de
risco para infecgcéao invasiva por ORSA subsequente, particularmente em pacientes
admitidos para cuidados intensivos (QIANG, 2014). Esta bactéria pode se encontrar
presente em diversos sitios anatdmicos tanto dos pacientes como de visitantes ou
profissionais de saude, como por exemplo, em fossas nasais, mucosas, pele,
garganta, etc. de forma assintomatica. Tais individuos colonizados sdo ditos como

hospedeiros assintomaticos, passando a ser um veiculo de transmissdo da bactéria
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no mecanismo de infec¢bes por contato, onde, por exemplo, uma vez com as
narinas colonizadas, o individuo contamina as préprias maos. Além de transmisséo
por contato, a bactéria também pode ser transmitida por disseminacao aérea atraves
do carreamento nasal. Dessa forma, S. aureus presente no ambiente hospitalar,
encontrado em cultura de vigilancia de resisténcia, € um fator de risco para o
desenvolvimento de infec¢gbes hospitalares em pacientes, principalmente que fazem
dialise, queimados, diabéticos e HIV-positivos, visto que pode causar diversos
processos infecciosos, que variam desde infec¢des cutaneas cronicas (relativamente
benignas) ate infecgbes sistémicas (potencialmente fatais).

Os patdgenos nosocomiais reportados com as mais altas taxas de resisténcia
correspondem aos organismos Gram Positivos como 0s S. aureus resistentes a
oxacilina (ORSA). (CABRER et al.,, 2010). Um estudo nacional de prevaléncia de
ORSA da Associagcédo para Profissionais em Controle de Infeccdo Epidemiologia,
realizado em 2010, determinou que em cada 1.000 pacientes nos Estados Unidos,
66,4 pacientes eram ORSA colonizados ou infectados (JARVIS; JARVIS; CHINN,
2012).

Com relacdo as cepas de ORSA isoladas de UTI, local de onde foram
retiradas as amostras do presente estudo, dados do National Nosocomial Infections
Surveillance, do Center for Disease Control and Prevention (CDC), mostram que,
desde 1999, a propor¢do de S. aureus resistente a oxacilina (ORSA) ultrapassa 50%
entre os pacientes internados em UTI. No Brasil, os indices de cepas ORSA séao
também, em média, bastante elevados (40% a 80%), principalmente nas cepas
isoladas em UTI (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Em estudos com metodologia
semelhante realizados em UTI, também se observam altas taxas de resisténcia. No
estudo realizado por Silva, Werneck e Henriques (2012), em UTls pediatricas do RJ,
de todas as bactérias Gram Positivas isoladas em casos de pacientes infectados por
bactérias multirresistentes (MDRO), 83,3% eram ORSA. E nos casos de pacientes
colonizados, 40% eram ORSA. No estudo realizado por Durmaz et al. (2015), de
todos os S. aureus isolados, 50% eram ORSA.

No estudo realizado por Aschbacher et al., (2016) também foram encontrados
resultados significativos. Foi analisada a colonizacdo de pacientes internados em

locais de cuidado a saude em longo prazo como casas de idosos e de doencas
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cronicas por bactérias multirresistentes, na Franca, através de swab nasal e

encontrou-se uma taxa de ORSA de 37,6%.

5.4. Staphylococcus aureus x Cultura poli microbiana

Todos os pacientes colonizados com cepas de S. aureus também foram
colonizados por outras espécies bacterianas, representando dessa forma, culturas
poli microbianas. Isso ocorre na grande maioria dos pacientes internados em
hospitais e principalmente em UTIs e pode ser ocasionado levando em conta a
grande gama de espécies bacterianas presentes em uma unidade de salde, tanto
nos pacientes quanto nos profissionais, nas pessoas que circulam no ambiente
(parentes, amigos) e nos objetos inanimados presentes. Além disso, deve-se
considerar também a transmissdo cruzada entre 0s pacientes, principalmente em
UTIs com leitos proximos, a rica flora bacteriana dos individuos e, também, o fato de
que as amostras coletadas sdo de colonizacdo e foram provenientes de sitios
diferentes (retal, nasal e axilar).

Na tese de Doutorado defendida por Damaceno (2014), onde se estudou 0s
aspectos epidemiolégicos e microbiolégicos relacionados a coloniza¢édo de pacientes
por microrganismos multirresistentes em UTI, foram obtidas amostras de mucosa
nasal, virilha e perineo, onde em 74,0% (39/53) dos pacientes verificou-se
colonizacdo por mais de uma espécie bacteriana de relevancia epidemiologica
simultaneamente. Nestes casos, foram registradas as seguintes caracteristicas: a)
apresentacdo de mais de uma bactéria Gram Negativa em sitios anatémicos = 24
casos; b) colonizacdo por Gram Negativo e VRE = 11 casos; c) presenca de VRE e
ORSA = 2 casos; e d) colonizagéo por bactéria Gram Negativa e ORSA = 2 casos.

De acordo com o trabalho de conclusdo de curso defendido por Sarmento
(2015), em seu estudo sobre a importancia da identificacdo de bactérias
multirresistentes pelas culturas de vigilancia no controle das infeccbes hospitalares,
foram coletadas amostras por swab retal e nasal em pacientes de UTI de hospitais
do municipio de JP. Dos 11 exames positivos de swab nasal, um revelou
colonizacdo por microbiota mista (duas espécies bacterianas distintas) e dez por
microbiota Unica, totalizando o isolamento de 11 micro-organismos. Quantos aos

exames de swab retal, das 30 culturas positivas (em que houve crescimento
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bacteriano), foi encontrada colonizagdo por microbiota mista em quatro e por
microbiota Unica em 26, totalizando o isolamento de 31 bactérias.

5.5. Staphylococcus aureus x perfil de resisténcia aos antibiéticos testados

Como se pode observar no grafico 3, todas as cepas foram sensiveis a
linezolida, teicoplanina, mupirocina, eritromicina, clindamicina, cloranfenicol e sulfa.
Todas foram resistentes a ciprofloxacina e penicilina e 20% a gentamicina. Em
comparacdo com outros estudos, uma gama de resultados foi encontrada. No
estudo de Sousa et al., (2011), foram selecionadas 73 cepas de S. aureus que
apresentaram resisténcia a oxacilina provenientes de diferentes isolados clinicos de
pacientes atendidos ou internados no Hospital Universitario de Santa Maria. Dessas
cepas, foi feito o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, e foram encontrados
0S seguintes resultados: Todas resistentes a penicilina, 79,45% resistentes a
clindamicina e eritromicina, 76,71% a gentamicina, 3,03% a teicoplanina, 26,03% a
sulfa e todas foram sensiveis a linezolida. Diekema et al., (2001) fez um estudo para
analisar a frequéncia da ocorréncia e susceptibilidade aos antimicrobianos para S.
aureus e SCN isolados de hemoculturas em hospitais nos EUA, Canada, América
Latina, Europa e Regido do Pacifico Ocidental. Dentre as cepas ORSA, foi
encontrada uma resisténcia a gentamicina de 35,5%, 25,9%, 91,2%, 71,7% e 74%
nos EUA, Canada, América Latina, Europa e Pacifico Ocidental respectivamente. Ao
cloranfenicol de 4,7%, 4,9%, 57,9%, 9,4% e 9,6% nos respectivos paises. A
ciprofloxacina, de 88,6%, 60,5%, 89,6%, 89,5% e 88,1%. A clindamicina, de 79,2%,
63%, 88%, 73,5% e 79,3%. E por fim, a eritromicina, de 92,7%, 75,3%, 93%, 82,6%
e 94,7%.

Alguns estudos testaram todas as cepas de S. aureus aos antimicrobianos,
independente da resisténcia a oxacilina: no estudo feito por Zanini (2014), foi
demonstrado o perfil etiologico e de sensibilidade dos microrganismos isolados dos
pacientes atendidos nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal e Pediatrica do
Hospital Universitario de Santa Maria em diferentes espécimes clinicos. Nao foi
diferenciado S. aureus de SCN, portanto para os Staphylococcus spp., foi
encontrado: 69,6% de resisténcia a eritromicina, 47,8% a clindamicina, 97,1% a
penicilina e 44,9% a sulfa. Segundo Ragbetli et al. (2016), em seu estudo sobre a

Avaliacdo da resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus aureus isolados em
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varios espécimes clinicos de um hospital, todas as cepas foram identificadas como
sensiveis a linezolida. As taxas de resisténcia a penicilina, eritromicina, gentamicina,
clindamicina e sulfa foram determinadas como 100%, 18%, 14% e 11%,6%
respectivamente.

Todas as cepas foram resistentes a penicilina no presente estudo.
Contrastando com anos atrds, na década de 40, em que quase todos o0s
Staphylococcus spp. respondiam bem a essa droga, demonstrando a evolugédo da
resisténcia bacteriana, onde a tendéncia é ficar cada vez mais preocupante,
principalmente, se ndo houver os cuidados minimos para que a resisténcia ndo se
alastre. Tal resultado também condiz com o0s demais estudos recentes feitos sobre o
assunto, onde a resisténcia a essa droga quase sempre ultrapassa os 80%
(MOURA, 2011); (SOUSA et al., 2011); (CATAO et al., 2012); (M, 2013); (RAGBETLI
et al., 2016); (PERUGINI et al., 2014).

No presente estudo, todas as bactérias testadas e isoladas foram sensiveis a
linezolida, o que condiz com a maioria dos artigos pesquisados onde a resisténcia é
pouca ou nenhuma. H& alguns anos atras, a resisténcia a linezolida ainda néo tinha
sido observada no Brasil, apenas casos pontuais na literatura haviam sido
observados (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Nos dias de hoje, ja encontramos casos
de bactérias ORSA resistentes a linezolida, fato esse observado no estudo feito por
MOURA et al., (2011).

Os glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) sdo as drogas classicas de
escolha para o tratamento de infecgBes causadas por ORSA, ja que sdo sempre
resistentes a antibioticos beta-lactamicos (a todas as cefalosporinas, inclusive as de
quarta geracdo, assim como aos carbapenémicos, independente do resultado do
antibiograma). (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). No presente estudo, todas as bactérias
testadas foram sensiveis a teicoplanina. Porém, em varios estudos a resisténcia aos
glicopeptideos ja € um fato notorio e de extrema importancia, visto que as opgoes
terapéuticas estéo ficando escassas.

A mupirocina € o antimicrobiano topico recomendado para a descolonizacéo
da mucosa nasal e de lesGes cutaneas de pacientes, ou profissionais da saude
portadores de ORSA. Essa medida visa limitar a disseminacdo desse agente nos
servicos de saude, e, assim, reduzir o grande impacto clinico produzido por ele nas

infeccdes hospitalares, principalmente relacionadas a procedimentos cirdrgicos e
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cateteres vasculares. Porém, a resisténcia a mupirocina vem sendo encontrada em
alguns estudos tanto em cepas sensiveis como resistentes.

No estudo feito por MOURA et al.,, (2011), foi encontrada resisténcia a
mupirocina de 73,1% entre as cepas ORSA e de 9,8% entre as cepas de OSSA. As
taxas de resisténcia que vém sendo observadas nesses estudos vém gerando
preocupacdo. Para que a estratégia de descoloniza¢do dos portadores seja efetiva,
0 seu uso deve ser devidamente avaliado, considerando-se a necessidade de
reflexdo sobre o0 uso rotineiro da mupirocina e a probabilidade de desenvolvimento
de resisténcia, relacionada a politica de uso. Em outro estudo semelhante, realizado
por MOURA et al., (2010), também utilizando saliva de profissionais de saude, foi
verificado que de 158 cepas de S. aureus analisadas, 30 eram resistentes a
mupirocina e dessas, 17 eram também resistentes a oxacilina.

O uso da mupirocina para erradicagao peri-operatéria nasal reduz a incidéncia
de infeccdes pos-operatorias de S. aureus em 58% (BODE et al., 2010). No entanto,
a rapida identificacdo de portadores de S. aureus e a aplicacdo imediata do
tratamento € logicamente desafiadora e cara. Portanto, a descolonizacdo peri-
operatoria universal, independentemente de o paciente possuir S. aureus, seria mais
rentavel. Porém, o uso extensivo de mupirocina, como na descoloniza¢éo universal,
pode facilitar a emergéncia da resisténcia a esse antibidtico em S. aureus e SCN
(HETEM et al., 2014).

Isto tudo reforca a ideia de que se faz necessério cuidado redobrado com
esses pacientes, ndo abrindo mao do uso de luvas e mascaras durante 0 manuseio
dos mesmos. A falta de adesdo as medidas de precaucdes padréo faz com que os
profissionais de saude figuem sujeitos a colonizagdo por microrganismos tipicamente
hospitalares e, frequentemente, multirresistentes, colocando-os na condicdo de

portadores e disseminadores, colaborando para a ocorréncia de surtos de infeccao.

5.6.Resisténcia do Staphylococcus coagulase negativa a oxacilina
Com relagcéo aos Staphylococcus coagulase negativa (SCN), de acordo com o
grafico 4, dos 114 pacientes, foram isolados um total de 103 cepas das quais 94
foram resistentes a oxacilina e 9 sensiveis no teste da disco difusdo. Destas 94
resistentes a oxacilina, apenas 1 foi negativa no teste do Oxa-25. Dessa forma, 91%
(94) das cepas sdo ORSCN.
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Os dados exibidos no estudo mostram que o SCN foi o patogeno Gram
Positivo mais encontrado. Esse dado vai de acordo com diversos estudos onde o S.
aureus ndo € o mais prevalente. Embora o ORSA ser o mais estudado, os SCN
também podem apresentar o gene de resisténcia mecA ou outros tipos de
resisténcia a oxacilina. Com o crescimento da caracterizacédo de infec¢éo por SCN, o
interesse em estudar sua susceptibilidade aos antimicrobianos também tem
aumentado (CUNHA, LOPES, 2002); (SOUSA JUNIOR et al., 2009).

Os SCNs vém apresentando taxas elevadas de resisténcia a oxacilina, que
variam de 66% a 93%, principalmente em hospitais terciarios ou de ensino. Por esse
motivo, atualmente sdo conhecidos como microrganismos essencialmente
oportunistas, que se aproveitam de inUmeras situacdes organicas para produzir
infeccbes graves (MAYER; HORNER, 2009).

Em estudos com metodologia semelhante, feitos por Trouillet-assant et al.
(2015), na Franca e Almeida et al. (2014), em Caic6, RN, foram encontrados
resultados compativeis. No primeiro, das 635 cepas de Staphylococcus spp., 550
foram SCN (87%). Destas, 261 (47.5%) foram ORSCN. No segundo, 75% das cepas
de Staphylococcus spp. resistentes eram SCN.

Em estudo feito por Andrade, Leopoldo e Haas, (2006), onde se analisou a
ocorréncia de bactérias multirresistentes em amostras de pacientes (urina, sangue,
liquor, etc.) em um Centro de Terapia Intensiva de Hospital Brasileiro de
Emergéncias, constatou-se que o ORSCN foi a bactéria mais frequente (36,4%)
encontrada. Em outro estudo semelhante, realizado por Lima, Andrade e Haas
(2007), o ORSCN foi a segunda bactéria mais encontrada (17%). Em estudo feito da
maternidade escola Januario Cicco, RN, por Sousa Junior et al.,, (2009), onde
observou-se a prevaléncia de Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina em
materiais clinicos de pacientes hospitalizados, obteve-se uma taxa de 71,1% de
resisténcia para os SCN isolados.

Esses dados mostram que assim como o S. aureus, os SCN séo importantes
e devem ser tratados como patdgeno hospitalar, sujeito a causar infec¢des graves

nos pacientes.

5.7. Staphylococcus coagulase negativa x teste do Oxa-25
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Como ja foi dito, das 94 cepas de SCN resistentes a oxacilina, apenas uma foi
negativa no teste do Oxa-25. Considerando que o teste do Oxa-25 possui uma boa
correlacdo com a presenca do gene mecA, a cepa negativa no teste provavelmente
Nao possui 0 gene, possuindo dessa forma, um outro tipo de resisténcia, como por
exemplo, a resisténcia bordeline. Também sabe-se que a resisténcia fenotipica a
oxacilina é extremamente varidvel dependendo da expressdo do gene. Assim, as
cepas que possuem esse mecanismo possuem uma heterogeneidade dentro da
colonia. Isso significa que uma porcentagem muito baixa dos clones dentro da
colénia séo resistentes enquanto que o resto da populacdo é sensivel. Isso ocorre
porque todas as células carregam o gene mecA, marcador genotipico, porém, nem
todas expressam fenotipicamente sua resisténcia da mesma forma. Com isso, sabe-
se gue a unica forma verdadeira de se verificar a presenca ou auséncia de tal gene,
€ através de métodos moleculares, como por exemplo, o PCR. Deste modo, s6 se
pode afirmar se a bactéria possui o gene, através de tais métodos.

5.8.Resisténcia do Staphylococcus coagulase negativa a mupirocina

Como mostra o gréfico 5, das 94 cepas de SCN resistentes a oxacilina no
teste da disco difusdo para oxacilina, foi feito o teste da disco difusdo para
mupirocina, onde 12 foram resistentes e 76 sensiveis, obtendo-se uma resisténcia a
mupirocina de 12,8%.

Segundo pesquisa feita em Utrecht, Paises Baixos, 0 uso da mupirocina
aumentou de 3,6 kg em 2006 para 13,3 kg em 2010 e a resisténcia aumentou em
22% de 2006 a 2011 para os SCN (Bathoorn et al., 2012).

Um estudo feito por Trouillet-assant et al. (2015) determinou a resisténcia a
mupirocina em SCN e S. aureus em pacientes de UTI em um hospital na Franca,
através da coleta por swab nasal. Nenhuma cepa de S. aureus apresentou
resisténcia a mupirocina. Os autores afirmaram que a mupirocina ndo é utilizada
rotineiramente para descolonizar pacientes pré-operatérios ou pacientes
hospitalizados na UTI desse hospital, o0 que pode explicar as baixas taxas de
resisténcia observada no estudo. A descolonizagdo nasal utilizando Mupirocina
apontada em tal estudo, € proposta apenas em doentes com recorrente infeccao por
S. aureus. Ja para os SCN, houve 6,8% de resisténcia a mupirocina. O estudo

aponta para o risco da aquisicao de S. aureus resistentes a mupirocina em casos de
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bY

colonizacdo com SCN resistentes a mupirocina. O risco foi confirmado em um
estudo onde mostrou a aquisicdo de genes de resisténcia a mupirocina em SCN
apos descolonizacdo, onde antes do tratamento a percentagem de resisténcia era
de 21% e ap0s o tratamento subiu para 43% (HETEM et al., 2014).

Dessa forma, é importante ser feito o perfil de susceptibilidade do SCN a essa
droga pela prevencdo de infecgbes por esse microrganismo através do uso da
descolonizacdo e a notificagcdo dessa resisténcia € importante, pois, levando em
conta o alto perfil de colonizacéo e resisténcia observado entre os SCN, ao serem
colonizados por SCN resistentes a mupirocina, os individuos que também sé&o
colonizados por S. aureus, podem passar a ter S. aureus resistentes a mupirocina
através da aquisicdo do gene de resisténcia do SCN e se tornarem também

resistentes a tal antibi6tico.

5.9.Opc¢oes terapéuticas

A incidéncia de microrganismos multirresistentes aliado ao surgimento de
novos mecanismos de resisténcia bacteriana dificultam o tratamento de infeccdes.
Staphylococcus spp. apresentam limitacdes terapéuticas decorrente de isolados
resistentes a oxacilina. Tal fato exige a introducdo de novas drogas na pratica clinica
para o controle de infeccdes.

A elevada prevaléncia de resisténcia a oxacilina associada com falhas no uso
da vancomicina devido a resisténcia observada mediante esse antimicrobiano,
evidenciou a necessidade de se desenvolver drogas alternativas.

A dificuldade também estad relacionada ao fato de que a industria tem
investido principalmente na identificacdo de novos representantes de classes ja
existentes. Desde o ano 2000, apenas trés novas classes de antimicrobianos foram
introduzidas no mercado para uso em humanos: oxazolidinonas, lipopeptideos e
glicilciclinas. Destacam-se as cefalosporinas de 52 geracao recentemente lancadas,
que estdo se mostrando efetivas contra isolados de ORSA, porém, sao
representantes de uma mesma classe bastante antiga e desse modo, néo

apresentam mecanismo de agéo inovador (BATISTA et al., 2015).

5.10. Medidas profilaticas no contexto das infec¢cdes hospitalares e

resisténcia bacteriana
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Desde o surgimento das primeiras cepas de Staphylococcus spp. resistentes
a oxacilina, o aumento nas taxas de resisténcia tém sido um fenémeno global.
Dessa forma, os Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina se tornaram um grande
problema clinico e também epidemiolégico nas ultimas décadas (MIMICA et al.,
2011).

Deste modo, a resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de
salude publica atraindo a atencdo de O6rgdos governamentais nacionais e
internacionais como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o CDC e associacdes de controladores de
infeccdes hospitalares, além da industria farmacéutica internacional (OLIVEIRA,
SILVA, 2008).

Frente a esse contexto, a frequéncia e a evolucdo das infeccbes por
Staphylococcus spp. resistentes em individuos hospitalizados, especialmente em
UTls, demonstra a necessidade de medidas profilaticas imediatas com o objetivo de
impedir a disseminacdo desse fendbmeno, tais como: a educacdo dos profissionais
de salude, a deteccdo de pacientes sob risco (por meio da cultura de vigilancia),
implementacdo de isolamento por contato para pacientes colonizados/infectados,
uso de Equipamento de Protecdo Individual (EPI), a higienizacdo das maos,
desinfeccdo de superficies, restricao/controle do uso de antimicrobianos,
manutencdo de um banco de dados com a identificacdo de todos os pacientes
colonizados/infectados, além da educacdo do paciente e da reformulacdo das

politicas publicas.
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6. CONCLUSAO

O estudo possibilitou através da quantificacédo e identificacdo dos cocos Gram
Positivos isolados de culturas de vigilancia, e da avaliacdo da susceptibilidade
bacteriana aos antimicrobianos e determinacao do perfil de resisténcia dos mesmos,
o fornecimento de informagdes a fim de melhorar as condutas de vigilancia dos
hospitais onde foi feito o estudo. Através disso, também foi possivel fornecer dados
relevantes para a construcdo de um perfil mais fidedigno no que diz respeito a
epidemiologia desse mecanismo de resisténcia e estimular a melhora nas medidas
de prevencao da infecgéo hospitalar.

Com o desenvolvimento do presente estudo pdde-se evidenciar a importancia
do Staphylococcus coagulase negativa como patégeno hospitalar e que também
pode estar presente na comunidade.

Também se pdde demonstrar que os estafilococos constituem um grupo de
importancia epidemiolégica no que diz respeito a sua capacidade de aquisicdo de
resisténcia, colonizacéo e infeccdo de individuos saudaveis ou néo.

Com relacdo a resisténcia a mupirocina, verificou-se a importancia para o
Staphylococcus coagulase negativa como cepa capaz de armazenar e transmitir
genes de resisténcia para outras cepas.

Observou-se também, com relacdo aos antimicrobianos testados, a evolucao
da resisténcia bacteriana que se faz presente desde a introducdo dos primeiros
antibidticos até os dias atuais.

Considerando os aspectos abordados nesse estudo, faz-se necessaria uma
mobilidade conjunta de profissionais e de entidades governamentais ligadas a
saude, em prol de aprimorar as politicas de controle relacionadas a resisténcia
antimicrobiana e a microrganismos resistentes.

A preocupagdo em identificar a colonizagdo por microrganismos
multirresistentes € tema de iniUmeros estudos na area da saude nas Ultimas
décadas. Isso porque se sabe da importancia dessas bactérias como cepas capazes
de colonizar individuos na comunidade e nos centros de saude, produzir resisténcia

e causar infeccdo das mais leves as mais graves.
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